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RESUMEN

La introduccién de la terapia antirretroviral de alta eficiencia ha conllevado a una
disminucioén en la frecuencia de neurotoxoplasmosis en personas con VIH.
Experimentalmente se demostré que los antirretrovirales inhibidores de proteasas
pueden tener ademas una accién directa sobre el parasito, en este caso
Toxoplasma gondii. El objetivo es evaluar la actividad antitoxoplasma in vitro del
tipranavir, un antirretroviral inhibidor de proteasa de tercera generacion. Para ello
se determind la inhibicién del crecimiento causada por el tipranavir sobre
taquizoitos intracelulares de Toxoplasma gondii, asi como su citotoxicidad frente a
macrofagos residentes en el peritoneo de ratones OF-1. En paralelo, se evaluaron el
atazanavir, la sulfadiazina y pirimetamina como farmacos de referencia. El
tipranavir mostro6 actividad inhibitoria frente a taquizoitos de T. gonddi, con una
Clso de 21,2 + 3,0 pM, la cual fue similar (p> 0,05) a la obtenida con la
sulfadiazina (Clso= 23,3 + 3,6 pM) y mayor (p< 0,05) que el atazanavir (Clso= 2,8
+ 0,7 pM) y la pirimetamina (Clso= 1,2 #+ 0,2 uM). Sin embargo, mostrd un valor
de CCso (105,9 + 10,0 puM) superior (p< 0,05) con respecto a los farmacos de
referencia (atazanavir (CCso= 25,0 = 0,5 puM), sulfadiazina (CCso= 25,2 + 3,2 uM) y
pirimetamina (CCso= 4,4 + 1,2 pM). En conclusidn, este trabajo describe por
primera vez la actividad in vitro del tipranavir sobre taquizoitos de T. gondii.
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ABSTRACT

The introduction of highly efficient antiretroviral therapy has brought about a
decrease in the frequency of neurotoxoplasmosis among people with HIV. It was
demonstrated experimentally that protease inhibitor antiretrovirals may also have a
direct action against the parasite, in this case Toxoplasma gondii. The purpose of
the study was to evaluate the antitoxoplasma activity in vitro of tipranavir, a third-
generation protease inhibitor antiretroviral. To achieve this aim, determination was
made of the growth inhibition caused by tipranavir in Toxoplasma gondii
intracellular tachyzoites, as well as its cytotoxicity against macrophages living in
the peritoneum of OF-1 mice. Additionally, evaluation was conducted of atazanavir,
sulfadiazine and pyrimethamine as reference drugs. Tipranavir displayed inhibitory
activity against T. gondii tachyzoites, with a ICso of 21.2 + 3,0 pM, similar (p>
0.05) to the one obtained with sulfadiazine (ICso= 23.3 *= 3.6 uM) and higher (p<
0.05) than atazanavir (ICso= 2.8 & 0.7 pM) and pyrimethamine (ICso= 1.2 + 0.2
UM). However, its CCso value (105.9 = 10.0 pM) was higher (p< 0.05) than that of
the reference drugs atazanavir (CCso= 25.0 + 0.5 pM), sulfadiazine (CCso= 25.2 +
3.2 uM) and pyrimethamine (CCso= 4.4 = 1.2 uM). This is the first time a
description is provided of the in vitro activity of tipranavir against T. gondii
tachyzoites.

Keywords: tipranavir; tachyzoites;Toxoplasma gondii.

Toxoplasma gondii es un protozoo parasito que se encuentra distribuido
mundialmente y se estima que al menos un tercio de la poblacién pudiera haber
estado infectado con el parasito.1'? Generalmente, en personas con un sistema
inmunitario normal, el parasito es eliminado con las primeras lineas de defensa del
organismo. No obstante, en algunos de estos casos puede ocurrir que el
microorganismo infecte al individuo, se enquiste y evada a la inmunidad y no afecte
durante ese estadio al hospedero. Sin embargo, si el hospedero se inmunodeprime,
los quistes se destruyen y liberan al exterior miles de taquizoitos, los cuales pueden
desencadenar los primeros sintomas. Por estos motivos, la toxoplasmosis como
enfermedad es desarrollada por los grupos mas vulnerables de la poblacion como
son los infantes, los ancianos y las personas viviendo con el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH).34

Los farmacos que se utilizan para controlar esta enfermedad son tratamientos
agresivos y en algunos casos ineficientes, sobre todo en embarazadas y personas
con VIH.® En el caso particular de estas ultimas, la toxoplasmosis constituye una de
las infecciones oportunistas que se diagnostican en Cuba.® Sin embargo, con el
advenimiento de la terapia antirretroviral de alta eficiencia (TARGA) se observé una
disminucién en la frecuencia de la enfermedad en estos pacientes. Una posible
causa esta dada por la disminucion de la carga viral que conlleva al
restablecimiento del sistema inmunolégico, pero experimentalmente se demostré
que los antirretrovirales (ARV) inhibidores de proteasas (IP) pueden tener ademas
una accion directa sobre el parasito.>’

En estudios previos de laboratorio, se observé que seis ARV-IP (atazanavir,
fosamprenavir, indinavir, nelfinavir, ritonavir y saquinavir) fueron capaces de
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inhibibir el crecimiento in vitro de taquizoitos de T. gondii.® El objetivo de este
trabajo es evaluar la actividad antitoxoplasma in vitro de otro ARV-IP, el tipranavir
(Fig.), el cual es un ARV-IP de tercera generacion.
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Fig. Estructura quimnica del tipranawir,

Parasitos: Se utilizaron taquizoitos de la cepa virulenta RH de T. gondii, la cual fue
mantenida a través de pases en ratones OF-1 por via intraperitoneal cada 3 o0 4
dias. Los taquizoitos fueron obtenidos por lavados peritoneales con solucidn salina
estéril (SSE) al momento de su utilizacion.

Farmacos: En este estudio se utilizé el tipranavir obtenido de Catalent Pharma
Solutions (LLC, Petersburg, EUA) y como farmacos de referencia el atazanavir
(Bristol-Myers Squibb, EUA), la sulfadiazina y la pirimetamina (lpca Laboratories
Ltd, India). Todos los productos fueron disueltos en dimetilsulféxido (DMSO) a una
concentracion final de 10 mg/mL y guardados a 4 ©C hasta el momento de su uso.

Actividad frente a taquizoitos intracelulares de T. gondii: Macréfagos residentes en
la cavidad peritoneal de ratones Swiss Webster fueron colectados en medio RPMI
1640 (Sigma, St. Louis, Mo, EUA) suplementado con antibiéticos (100 mg de
estreptomicina/mL y 100 U de penicilina/mL, y se sembraron a 3 x 10° células/mL
en una placa de cultivo de 24 pozos (Costar®, EUA) con laminulas y se incubaron
durante 2 h a 37 °C en 5 % de CO:z. Las células no adheridas se eliminaron y a
continuacion, se afladieron taquizoitos de T. gondii en una proporcion de 1:3
parasito/macroéfagos, y los cultivos se incubaron durante 1 h en las mismas
condiciones. Posteriormente, los parasitos extracelulares fueron eliminados, se
afiadieron cada uno de los farmacos en forma independiente y se realizaron
diluciones seriadas 1:2 de manera tal que se evaluaron concentraciones entre 3,1y
25 pg/mL. Se incluy6é ademas un control negativo que fue tratado con DMSO.
Luego de 48 h de incubacién bajo las condiciones descritas anteriormente, se
determiné el porcentaje de macréfagos infectados. Para ello, se eliminé el
sobrenadante, las células y parasitos fueron fijados en metanol absoluto, se tifieron
con Giemsa, y se examinaron bajo el microscopio 6ptico a 1 000x con aceite de
inmersioén. El porcentaje de macrdfagos infectados fueron determinados mediante
conteo de 1 000 células y se determind el porcentaje de infeccidon con respecto a
los controles negativos.® Se realizaron dos réplicas de cada concentraciéon y se
determiné el valor de concentracion inhibitoria media (Clso) a partir de las curvas
de correlacion lineal de concentracidon-porcentaje de infeccion. Finalmente, los
resultados se expresaron como la media y la desviacién estandar de dos réplicas
realizadas por separado.
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Citotoxicidad frente a macré6fagos peritoneales de ratones OF-1: Macroéfagos
residentes en el peritoneo de ratones Swiss Webster fueron colectados y sembrados
(3 x 10° células/mL) en placas de cultivo de 96 pozos (Costar®, EUA) como se
describié anteriormente. Después de 2 h de incubacién a 37 °Cy 5 % de CO:2
fueron tratados con los farmacos a concentraciones desde 6,35 hasta 100 pg/mL,
durante 48 h. La actividad se determiné usando 15 pL de una solucién de bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2,5-difeniltetrazolio) (MTT, SIGMA, St. Louis, MO, EUA) a 5
mg/mL preparada en el momento de su uso. Las placas fueron incubadas 4 h
adicionales bajo las mismas condiciones, se elimind el sobrenadante y los cristales
de tetrazolio fueron disueltos en 100 yL de DMSO. La absorbancia se midié en un
lector (EMS Reader MF Version 2.4-0) a 560 y 630 nm como referencia.®
Finalmente, se determind la concentracion citotoxica media (CCso) a partir de las
curvas de correlacion lineal de concentracién-respuesta. Posteriormente, se calculé
el indice de selectividad (1S) mediante la divisidon de la CCso entre la Clso frente a
trofozoitos.

El efecto y citotoxicidad in vitro del tipranavir y los farmacos de referencia sobre el
crecimiento de taquizoitos de T. gondii y macrofagos residentes en el peritoneo se
muestran en la tabla, respectivamente. Puede apreciarse que el tipranavir en
concentraciones UM, presenta similar actividad (p> 0,05) frente a T. gondii
comparada con la sulfadiazina, aunque fue menor estadisticamente significativa
(p< 0,05) que el atazanavir y la pirimetamina. Sin embargo, mostré un valor CCso
superior (p< 0,05) con respecto a la sulfadiazina y la pirimetamina, con un mayor
IS. Sin embargo, aunque resulté menos toxico del atazanavir con diferencias
significativas (p< 0,05), mostré menor IS.

Tabla. Actividad in vitro del tipranavir y los farmacos de referencia
sobre el crecimiento de taquizoitos de T. gondii y macrofagos peritoneales
de ratones OF-1

T. gondii Macrdfagos 15

oroduct Clsg® + DEb CCso® £ DE
roductos
Hg/mL HM Hg/mL pM

Tipranavir 12,4+ 1,8 21,2 = 3,0 6l,4 £ 5,8 105,9 £ 10,0 5
Atazanavire 2,0 0,4 2,8+0,7 17,6 £ 0,4 25,0+ 0,5 Q
Sulfadiazina® 58 0,9 23,3 3,6 6,3+ 0,8 25,2 £ 3,2 1
Pirimetamina® 0,3 0,01 1,2+ 0,2 1,1 + 0,3 4.4 +1,2 4

2 CIso' concentracion de los compuestos que causa el 50 26 de inhibicidn del crecimiento de
taquizoitos intracelulares de 7. gondii.

b DE: desviacidn estandar.

©CCso: concentracion de los productos que causan 50 % de mortalidad de macridfagos
peritoneales de ratones OF-1.

4 1S: indice de selectividad calculado mediante la division de CCso macrafagos [/ Clso T. gondii
(LM).

2 Farmacos de referencia.

Estudios previos experimentales, demostraron las potencialidades in vitro de los
ARV-IP, que se utilizan en los pacientes VIH, sobre T. gondii.8 En este caso, se
estudia el tipranavir, una dihidropirona no peptidica que fue aprobado en el 2005
para el tratamiento de personas con VIH.'° Este compuesto presenta mayor
potencia ya que evade las barreras genéticas de resistencia del VIH comparado con
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otros IP de primera y segunda generacion, fundamentalmente debido a su
flexibilidad estructural.?-12

En la literatura cientifica se pueden encontrar diferentes estudios relacionados con
Toxoplasma/VIH en Cuba. Estos reportes se enfocan principalmente en la clinica,
patogénesis, diagndstico y tratamiento.®3 Sin embargo, los estudios basicos desde
el punto de vista farmacoldgico son escasos. Recientemente, se demostré las
potencialidades de los ARV-IP frente a diversos protozoos parasitos®!* como es el
caso de Plasmodium,*® Leishmania,'®1” Trypanosoma,*® Trichomonas'® y Giardia.1®
Especificamente, no se encontraron estudios relacionados con la actividad del
tipranavir frente a T. gondii. Sin embargo, frente a diferentes cepas de Plasmodium
falciparum el tipranavir mostré actividad in vitro con valores de Clso entre 12 y 21
HUM.2° Esos resultados concuerdan con los informados en este trabajo, posiblemente
debido a que Plasmodium y Toxoplasma son protozoos intracelulares de la familia
Apicomplexa.

En el presente estudio, pudo comprobarse que el tipranavir es capaz de inhibir el
crecimiento in vitro de taquizoitos intracelulares de T. gondii con mayor potencia
que la sulfadiazina, farmaco que se utiliza para el tratamiento de la toxoplasmosis.
Sin embargo, mostré menor actividad que los ARV-IP estudiados anteriormente, los
cuales presentaron valores de Clso entre 2,0 a 10,7 uM, incluido el atazanavir que
fue estudiado en paralelo como referencia en este trabajo.® En general, todos los
ARV-IP, estan basados en el principio "peptidomimético”, ya que actlian como un
recaptador bioquimico y mimetizan la uniéon del péptido normal del VIH para la
proteasa viral, interfiriendo de esta manera en una etapa esencial del ensamblaje
de nuevos viriones y en la diseminaciéon del virus. Sin embargo, los ARV-IP
anteriormente informados con actividad sobre T. gondii estructuralmente son
péptidos, a diferencia del tipranavir que es no-peptidico.”

Hasta el momento, no ha sido estudiado el mecanismo por el cual los ARV-IP
ejercen su actividad sobre T. gondii. Sin embargo, los ARV-IP fueron disefiados
para inhibir la aspartico-proteasa VIH-1.?* En este sentido, investigaciones
preliminares en protozoos indican que las proteasas de algunos parasitos pudieran
ser también el blanco molecular de estos ARV-IP. Por ejemplo, en parasitos del
género Leishmania se propuso que la efectividad de los ARV-IP a nivel molecular
esta asociada a la accion directa sobre la actividad aspartico-peptidasa;*® mientras
que en Plasmodium se evidencio en estudios enzimaticos el papel de estos IP sobre
la inhibicion de las enzimas conocidas como plasmepsinas Il and 1V.?? Estudios
adicionales a nivel molecular que expliquen el mecanismo de accion de los ARV-IP
sobre T. gondii deben ser realizados, en particular relacionados con la inhibicién de
enzimas aspartico-proteasas. En el caso de Toxoplasma, se han identificado seis
genes que codifican para aspartico proteasas, las cuales juegan un importante
papel en diversas funciones vitales del ciclo de vida del parasito que incluyen (i) la
invasion de las células hospederas y tejidos, (ii) la degradaciéon de mediadores
inmunoldgicos del hospedero, y (iii) la hidrdlisis de proteinas para su nutricion.?®

En conclusion, este trabajo demuestra por primera vez la actividad in vitro del
tipranavir sobre taquizoitos de T. gondii. Las potencialidades farmacoldgicas
observadas, su moderada citotoxicidad, junto a sus propiedades farmacocinéticas
como es la permeabilidad celular, justifica su futura exploracién como un probable
farmaco frente a esta parasitosis. En paralelo, pudiera complementar el disefio y
desarrollo de nuevos IP con actividad especifica sobre este protozoo.
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