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ADAPTABILIDAD DE LEISHMANIA
Y SU IMPLICACION EN LA RESISTENCIA A DROGAS (*)

Alicia Ponte-Sucre

RESUMEN

El fracaso terapéutico es un fenémeno multifactorial no siempre vinculado a la resistencia a drogas del parasito infectante.
Hay determinantes de flexibilidad en Leishmania que condicionan este fracaso y modulan la expresion de la quimioresistencia.
Los estudios presentados consolidan el concepto de que la quimioresistencia en Leishmania incluye, ademds del aumento de la
expresion de transportadores ABC, alteracion de funciones del pardsito como la infectividad (fosfatasa 4cida y proteina meta-
1), el metabolismo intracelular y la fosforilacion oxidativa (aminodcidos y carbohidratos fundamentales para la supervivencia),
la interaccién hospedero-pardsito (aglutinacion por lectinas, potencial de membrana) y la morfologia del organismo. La
comprension de la adaptacion asociada al fenotipo quimioresistente es esencial en el desarrollo de herramientas para el control
de la enfermedad, especialmente en zonas geograficas donde la resistencia a drogas es un problema clinico comun. El objetivo de
esta investigacion ha sido validar marcadores celulares en pardsitos provenientes de pacientes con fracaso terapéutico tratados
con drogas clasicas usadas contra la leishmaniasis. Su valor pronéstico para el éxito del tratamiento podria ser esencial en un

mundo de quimioresistencia emergente.
ABSTRACT

Therapeutic failure is a multifactorial phenomenon, not always linked to drug resistance from the infecting parasite. In
Leishmania, determinants of flexibility condition therapeutic failure and may modulate chemo-resistance. Herein I present
studies that consolidate the concept that chemo-resistance includes in Leishmania, additionally to an increase in the expression
of ABC transporters, changes in functions such as parasite infectivity (acid phosphatase and meta-1 expression), intracellular
metabolism and oxidative phosphorylation (amino acids and carbohydrates fundamental for parasite survival), host-parasite
interaction (lectin aglutination and membrane potential) and organism morphology. The comprehension of the adaptability
expressed by chemo-resistance is essential for te development of tools for disease conttrol, especially in geographic zones where
drug resistance is a clinical problem. The goal of the herein presented investigation was to validate cellular markers in parasites
isolated from patients with chemotherapeutic failure against classical lesihamnicidal drugs. Their pronostic value for treatment

success might be essential in world with emergent chemo-resistance.
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Sudan) y 1.000.000 corresponden a leishmaniasis tegumentaria

Catalogada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
como enfermedad infecciosa Categoria I -situacién emergente
e incontrolada e incluida en la lista de enfermedades tropicales
desatendidas, NTD [1]-, la leishmaniasis es endémica en 98
paises; 14 millones de personas permanecen infectadas y mas
de 350 millones se encuentran en riesgo [2]. Alrededor de 1,3
millones de personas contraen la enfermedad anualmente;
300.000 casos corresponden a leishmaniasis visceral (LV, con

90 % de pacientes en Bangladesh, Brasil, Etiopia, India, Nepal y

(LT, principalmente en Afganistan, Arabia Saudita, Argelia,
Bolivia, Brasil, Colombia, Iran, Pakistan, Peru, Siria y Tanez).
El estimado de muertes por LV oscila entre 20.000 y 50.000
fallecidos cada afio [1]. Estas cifras constituyen la punta del
iceberg, ya que so6lo 40 de los 98 paises donde la enfermedad es
endémica reportan adecuadamente sus estadisticas sanitarias

ala OMS [1].

Los protozoarios del género Leishmania producen diversas

manisfestaciones de la enfermedad. Los sintomas estdn

(*) Trabajo de Ingreso como requisito parcial para optar a Miembro Correspondiente Nacional de la Academia de Ciencia Fisicas, Matematicas y Naturales.
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determinados por factores ligados al hospedero y a la especie
infectante [3]. Clinicamente se han descrito dos categorias
de la dolencia, ya mencionadas: LV, causada por especies
viscerotropicas, que se desarrollan mejor a temperaturas
superiores a 37 °C, y LT, causada por especies dermotropicas,
adaptadas a temperaturas cercanas a 35 °C; estas tltimas crecen
preferencialmente en dreas expuestas de la piel y mucosas [4,
5]. En el Nuevo Mundo, la LT se conoce como Leishmaniasis
Tegumentaria Americana (LTA) [6], y puede presentarse como:
Leishmaniasis Cutdnea Localizada (LCL), Leishmaniasis
Cutdnea Diseminada (LD), Leishmaniasis Cutanea Difusa
(LCD) y Leishmaniasis Mucocutanea (LMC) [4, 6, 7]. Una
forma poco comun de LT frecuente en pacientes de India,
Nepal, Sudan y Etiopia, ocurre luego de tratamientos repetidos
e ineficaces contra LV. La misma se denomina Leishmaniasis
Dérmica Post kala-azar (LDPK), y esta asociada a infecciones

recurrentes con L. donovani [3].

El estatus inmunologico del paciente determina en gran
medida el tipo de leishmaniasis que lo afecta. Individuos
anérgicos, sin respuesta inmunoldgica adecuada, desarrollan
LCD, con abundancia de pardsitos en las lesiones [7].
Personas normérgicas, con reactividad inmunoldgica normal,
suelen desarrollar LCL, benigna y autolimitante; individuos
hipérgicos, con hiperreactividad inmunitaria a los parasitos,
desarrollan LMC, lesiones amplias, escasa presencia de

parasitos y abundante infiltrado celular [8].

La coinfeccién Leishmania-VIH constituye un problema
recurrente. Muchos casos estdan asociados con LV, mas
también se reportan casos de LT [9]. Incluso especies de
Leishmania tipicamente dermotrdpicas, producen LV en
pacientes portadores del virus [9, 10]. Ambos patégenos
actuan sinergisticamente, favoreciendo la infeccién reciproca;
i.e., el lipofosfoglicano de la membrana celular de L. donovani
induce la transcripcién de VIH in vitro en células T-infectadas,
mediado por el factor nuclear kappaB [10]. Individuos
inmunodeficientes son mds vulnerables a leishmaniasis y el
riesgo de infeccion por Leishmania spp. es 100-1.000 mayor

[7].

En Venezuela, el programa de control de leishmaniasis
es responsabilidad del Servicio Auténomo Instituto de
Biomedicina (SAIB), ente adscrito al Ministerio del Poder
Popular para la Salud con sede en la ciudad de Caracas [11].
El SAIB dirige, a nivel nacional, los Servicios Regionales de
Dermatologia Sanitaria, destacados en cada entidad federal.

La LV tiene escasa incidencia en Venezuela (0,03 a 0,24
por cada 100.000 habitantes) [12], a pesar del subregistro [13].
El principal foco se ubica en Nueva Esparta, drea geografica

donde el ciclo de vida ha podido trazarse para L. infantum,
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incluyendo al perro como reservorio y a Lutzomya longipalpis
como vector [12, 14]. La LT, constituye un problema de salud
publica [12]. Para el periodo 1990-2018, hubo un total de
66.550 casos en las diversas formas clinicas, con una tasa de
incidencia anual que vari6 entre un minimo de 5,3 por cada
100.000 habitantes (2014) y un maximo de 12,0 por cada
100.000 habitantes (1992). La LT representa el 99,2 % de los
casos reportados cada afo, de los cuales 98,00 % corresponden
a LCL; 1,04 % LMCy 0,22 % LCD [15].

Laincidencia de LT por entidad federal se agrupa en cuatro
regiones epidemioldgicas: una de alta incidencia (Trujillo
y Mérida), con tasas superiores a 30 casos por cada 100.000
habitantes; una segunda region de mediana incidencia (Lara,
Sucre, Tachira y Cojedes), con tasas de 20 a 30 casos por cada
100.000 habitantes; una tercera regién de baja incidencia
(Yaracuy, Miranda y Anzodtegui), con tasas de 10 a 20 casos
por cada 100.000 habitantes; y finalmente, el resto de las
entidades con escasa incidencia y tasas inferiores a 10 por cada
100.000 habitantes (Figura 1) [16].

El 17,89 % de la poblacién, que habita en el 26,88 % de las
parroquias del pais, estd en riesgo moderado a alto de contraer
la enfermedad, siendo las zonas montafiosas las mas afectadas
[13, 15]. Durante el periodo 2000-2013 se diagnosticaron 36
casos de coinfeccion Leishmania/VIH. Un 81 % presento LT,
predominantemente LCL y LMG; las entidades federales mas
afectadas fueron Bolivar (31 %), Anzoategui (22 %), Lara (14
%) y Aragua (11 %).

Los esquemas terapéuticos contra la leishmaniasis estan
en constante revision y se aplican acorde a la forma clinica,
namero y localizacion de lesiones, especie de Leishmania,
ubicacion geogréfica, disponibilidad de medicamentos,
factores relacionados con el paciente y consideraciones de
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Figura 1. Densidad de distribucion de leishmaniasis tegumentaria (LT) en
Venezuela.
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salud publica [1, 17]. En marzo de 2010, la OMS reuni6
a un “Comité de Expertos en Leishmaniasis” y reviso las
recomendaciones sobre el tratamiento y control publicadas
en 1990. Como resultado se publicé “WHO Technical Report
Series, 949 - Control of the Leishmaniasis” [2], actualizada por la
Organizacion Panamericana de la Salud [17], mediante la guia
titulada “Leishmaniasis en las Américas: recomendaciones
para el tratamiento”, con los esquemas terapéuticos mads

efectivos en el Nuevo Mundo.
2. Concepto de adaptabilidad

La adaptabilidad (fitness en inglés) de un patogeno
involucra procesos bioldgicos que aseguran su supervivencia,
reproducciéon y transmision al siguiente hospedero. El
tratamiento farmacoldgico promueve la seleccion de los
organismos mas flexibles, capaces de sobrevivir en estas
condiciones.

En este contexto el fracaso terapéutico es un fendmeno
multifactorial no siempre vinculado exclusivamente a la
resistencia a drogas del parasito infectante. Adicionalmente,
hay determinantes de flexibilidad en Leishmania que pueden
condicionar este fracaso y modular la expresion de la
quimioresistencia. De alli la importancia de la informacién
clinica detallada sobre el paciente, su estado inmunoldgico
y factores relacionados, que afectan la relacién hospedero-
pardsito, la cinética de la infeccién, la progresién de la
enfermedad y el éxito del tratamiento [18].

En parédsitos, el término “pericia’ y los cambios
fisioldgicos asociados son motivo de discusion. Por ejemplo,
en los apicomplexa, en aislados de S. mansoni con respuesta
disminuida al praziquantel, hay menor eficiencia reproductiva
y capacidad comprometida de competir con otros aislados.
[19] Un escenario similar ocurre en especies de T. gondii que
expresan una mutacién de la enzima dihidrofolato reductasa

(DHFR) [20].

En P. chabaudi se ha descrito que un mutante resistente
a pirimetamina crece mas lentamente que su progenitor
susceptible ala droga, al replicarse en su presencia; se desarrolla
mas rapido al ser sembrado en ausencia de la droga [21]. Estos
datos sugieren la existencia de mutaciones compensatorias que
pemiten al parasito lograr una vida “exitosa” en circunstancias
adversas. Mutaciones compensatorias se han descrito en
plasmodio resistentes a cloroquina [21].

En Leishmania, la virulencia, fundamental para la
supervivencia y la patogénesis de Leishmania en el vector y
en el mamifero [22], ha sido un marcador por excelencia de
la “pericia” del parasito. La virulencia incluye marcadores
cuya merma resulta en la pérdida cuantitativa parcial de la
infectividad, y otros vinculados al crecimiento y diferenciaciéon
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en cultivo [22, 23]. En Leishmania, la adaptabilidad ha
sido asociada al concepto de muerte celular programada,
mecanismo que garantiza la supervivencia del mas apto
para lograr la transmision exitosa al proximo hospedero
[24]. Se asume que, si la adaptacion representa un conflicto
que compromete propiedades fisioldgicas intrinsecas de
supervivencia del parasito, se paga un costo. Sin embargo,
como los tripanosomatideos son expertos en adaptar
facil y rapidamente su metabolismo energético, y abreviar
las condiciones de estrés a las que estan constantemente
sometidos, incluyendo las impuestas por la presion de la droga,
la quimioresistencia puede o involucrar un “costo” (detrimento
en su “pericia’) o implicar un beneficio para su “pericia’, tal
y como explicaremos posteriormente. La adaptabilidad de
un organismo como Leishmania ademas depende de factores
adicionales a los intrinsecos que incluyen el estatus nutricional
del hospedero, su “salud” inmunoldgica; la existencia de nichos
cripticos; y cambios moduladores adicionales [25].

La interaccién entre estos determinantes es compleja y
su resultado, la capacidad del pardsito de ser transmitido
exitosamente al nuevo hospedero, es lo que se determina
[24]. Esta propiedad se evidencia en la interfase dinamica
que mantiene la integridad del organismo y garantiza una
estrecha comunicacién entre patégeno y hospedero. Las
drogas modulan esa interfase ya que su presencia altera
dramaticamente el panorama de adaptabilidad, seleccionando
subpoblaciones de parasitos que, debido a sus caracteristicas
fisioldgicas, sobreviven a la presion de la droga.

3. Fracaso terapéutico vs. resistencia

Dos de las principales quimioterapias contra leishmaniasis
han evidenciado en décadas recientes (en el subcontinente
Indio y otras areas endémicas), la disminucién de su eficacia
efectiva; este hecho resalta la urgente necesidad de reevaluar
las indicaciones de terapia a nivel mundial. El fracaso de la
terapia, no siempre esta vinculado a la resistencia a drogas
del parésito infectante, aunque la quimioresistencia es un
determinante fundamental del mismo. La Figura 2 describe
brevemente algunos de los parametros que condicionan el
fracaso terapéutico y modulan la quimioresistencia [25-28].

En el panorama que asocia fracaso terapettico y
quimioresistencia, la flexibilidad del parasito y su “pericia” en
adaptarse a ambientes retadores juega un rol fundamental. Por
ello, la descripcién precisa de qué consideramos resistencia
a drogas y cdmo la identificamos en aislados clinicos es un
desafio para el control y tratamiento de la enfermedad [29].

La resistencia a drogas se define como la disminucién
de la eficacia a los farmacos en una poblacién previamente
susceptible a los mismos. Esta definicion asume que se
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conoce la susceptibilidad inicial, situacién que no siempre se
cumple para Leishmania [30], parasito en el cual se ha descrito
quimioresistencia, natural, como la que presenta L. (V)
braziliensis al ketoconazol, y adquirida, promovida por dosis
suboptimas de farmacos que seleccionan los parasitos aptos

para vivir en condiciones de estrés [31].

Los transportadores ABC (por ATP binding cassette) son
proteinas celulares fundamentales cuya funcion esta asociada
a la quimioresistencia. Utilizan energia de la hidrdlisis del ATP
y disminuyen los niveles citoplasmaticos de sus sustratos, entre
ellos drogas y farmacos. Dos clases de genes relacionados con
transportadores ABC se han identificado en Leishmania [30]:
uno en el cual los parasitos resistentes presentan amplificaciéon
del circulo H, que codifica proteinas de transporte denominadas
MRP (por multidrug resistance associated protein), diferentes
a las P-gp, MDR (por multidrug resistance) [32], y otro tipo
de genes asociado a la expresion de proteinas de transporte de

drogas en células de mamiferos con fenotipo MDR [33].

Adicional a la menor acumulacién celular de drogas,
mediado por transportadores tipo ABC, hay alteraciones en
la permeabilidad de la membrana plasmatica que involucran
cambios funcionales y bioquimicos. Por ejemplo, L. mexicana
resistente a anfotericina-B y pentamidina presenta variaciones
en los niveles de acidos grasos saturados, en la fluidez de la
membrana [34] y en la actividad de enzimas mitocondriales y
la expresion de lipofosfoglicanos [35]. Esto sugiere multiples
mecanismos de quimioresistencia para un tipo de droga,
hecho que suscita reacciones cruzadas y sugiere la coexistencia
de variados mecanismos de resistencia en la misma célula,

actuando sinergisticamente.

AConcentracion
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Figura 2. Determinantes de la
adaptabilidad de Leishmania y su
vinculo con fracaso terapéutico.
A = cambio en la funcién
resefiada. ADME: absorcion,
AActivacion distribucién, metabolismo

y excrecion de un farmaco.
Tomado de [25]. Reproducido
con permiso de la Revista
Dermatoldgica Venezolana.

AMetabolismo

En conclusién, debido a su flexibilidad en condiciones
de estrés, como es el caso de la presion constante de dosis
subdptimas de fairmacos, Leishmania adapta su metabolismo
e infectividad e implementa mecanismos de supervivencia
exitosa (i.e., se seleccionan pardsitos quimioresistentes).
Este proceso se acompana de cambios fisioldgicos como los
resumidos en la Figura 3, que podrian ser utilizados como
herramienta de prondstico de la terapia a utilizar y, como
marcadores de resistencia.

4. Marcadores de resistencia

El
quimioresistencia en aislados de pacientes es el modelo in vitro

método  por  excelencia para  monitorear
amastigote-macrofago, técnica laboriosa, que arroja resultados
en aproximadamente una semana, tiempo crucial para el
paciente. Este hecho, aunado al aumento de la incidencia
de casos de leishmaniasis con fracaso terapéutico, urgen a
buscar alternativas para identificar si la ineficacia terapéutica
se debe a la infeccién por parasitos quimioresistentes o a
causas imputables al hospedero. Es imprescindible entonces
identificar marcadores moleculares, faciles de utilizar en el
laboratorio de rutina para guiar la terapia leishmanicida [18,
31]. Los cambios funcionales que ocurren en Leishmania
asociados a la quimioresistencia, podrian potencialmente ser
utiles como marcadores clinicos de infeccién por aislados

resistentes [30, 31].

En el Laboratorio de Fisiologia Molecular (LFM) de la
Universidad Central de Venezuela se han evaluado fenémenos
multifactoriales: genéticos, bioenergéticos y funcionales, cuyos
cambiosacompanan al fenotipo quimioresistente en modelos de
infeccion. Adicionalmente, se han estandarizado metodologias
sencillas y de facil aplicacion, como prueba de concepto de su
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utilidad en la identificacion de fracaso terapettico causado por
aislados resistentes. En este trabajo se presenta un recuento de
lo explorado y su utilidad en este tema.

Primero definiremos operacionalmente la quimioresisten-
cia. Una poblacién de patégenos es quimioresistente cuando
su susceptibilidad es menor a un valor determinado de una
concentraciéon (X) de una droga especifica. Describir la con-
centraciéon de droga que separa las poblaciones susceptibles
de las no susceptibles (punto de corte) es un dilema. Esta(e)
-concentracion- punto de corte, para ser ttil, debe estar funda-
mentada(o) en evidencias provenientes de multiples ensayos,
preferiblemente en aislados de pacientes. Su finalidad, infor-
mar a los médicos para el tratamiento, a los sistemas de salud
publica para las politicas publicas, y a los epidemiologos para
definir los patrones y los desplazamientos de la susceptibilidad
en el uso de las drogas. La Figura 4 muestra un flujograma que
define la secuencia de ensayos a realizar.

No esta claro silos cambios fisiologicos evidenciados en los
parasitos son esenciales para la expresion de quimioresistencia,
o constituyen epifendmenos no relacionados con la misma.
Tampoco lo esta si los eventos dependen del parasito o son
aspectos inherentes al paciente. Sin embargo, la comprension
delas caracteristicas que definen a Leishmania quimioresistente
parece esencial, especialmente en un contexto de investigacion
multidisciplinaria, transdisciplinaria y traslacional pues
constituyen un elemento crucial en la identificaciéon de
alternativas terapeuticas, especialente en escenarios donde la
quimioresistencia es un reto constante debido al aumento de
casos con fracaso terapéutico.
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y nucleosidos

Actividad de ACR2 y TDR,
enzimas reductoras de SbV a Sb!l!

En el LFM

utiles en el laboratorio de rutina para identificar aislados

se evaluaron herramientas potencialmente

quimioresistentes. Seguidamente se describen estos estudios
en especies de referencia, y en tres aislados de pacientes, como
prueba de concepto del valor de los mismos.

5. Marcadores evaluados

5.1 Susceptibilidad de Leishmania a diferentes
compuestos

La susceptbilidad a drogas de los aislados clinicos seria la
metodologia 6ptima para predecir el resultado esperado del
tratamiento. En este trabajo se incluy6 este parametro como
punto de comparacién con los otros marcadores a evaluar. Para
estandarizar la metodologia [27, 36], se utilizaron las especies
de referencia de la OMS L. braziliensis (LTB300), L. mexicana
(BEL21) y L. amazonensis (LTB0016) que son las que mas
frecuentemente se identifican en los pacientes en Venezuela.
También se incluy6 L. major, especie del Viejo Mundo causante
de LCL como control del ensayo. Como medicamentos se
emplearon dos de primera linea contra la leishmaniasis,
pentamidina y anfotericina-B y se incluy6 glibenclamida,
un inhibidor clsico de transportadores ABC. No se utiliz6
glucantime. Los promastigotes de Leishmania son insensibles
a este compuesto. Los antimoniales pentavalentes (SbV) son
profarmacos, requieren una reduccién biolégica a la forma
trivalente (SbIII) para obtener actividad anti-leishmania [37].
La Gl5¢ (concentracién que causa la inhibicion del 50 % del
crecimiento celular) se utilizé en lugar del ICsq (concentracién

que inhibe la actividad biolégica en un 50 %) ya que es un

Transporte de folatos,

etotrexate

Aumento de eflujo de
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Figura 3. Mecanis-
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en Leishmania.
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de [30]. Reproduci-
do con permiso de
Springer Verlag.
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Figura 4. Flujograma de ensayos a realizar para definir la susceptibilidad de parasitos de Leishmania de referencia y aislados de pacientes con LV. Vilido
también para LT. (1) aislamiento del parasito del paciente; (2) cultivo axénico, (3) criopreservacion, y (4) clonamiento, del parésito; (5) test de susceptibilidad en

promastigotes y amastigotes

parametro biolégicamente adecuado puesto que se evalda

inhibidién de crecimiento [38].

Los resultados (ver Tabla 1) sugieren [27] que las especies
de referencia son susceptibles a anfotericina-B (LTB0016 >
LTB300 > Bel21 > L. major) en el rango micromolar (umol/L
= uM). Para pentamidina, la susceptibilidad difiere (LTB300 >
Bel21 > LTB0016 > L. major). Con base en estos resultados, y
puesto que L. mexicana y L. amazonensis son responsables de
la mayoria de los casos de LCD en Venezuela, los siguientes
ensayos se realizaron con L. mexicana Bel 21, L. amazonensis
LTB0016 o sucedaneos.

5.2 Diferenciacion y metaciclogénesis de Leishmania

La diferenciacién celular -o metaciclogénesis- es el

proceso mediante el cual ocurren modificaciones coordinadas

Tabla 1. GI5( de las especies de referencia a las 72 horas.

Pentamidina

Glibenclamida Anfotericina-B

Especie
(uM) (uM) (M)
LTB300 38 1,75 0,25
Bel21 75 4,56 1,05
LTB0016 13,28* 8,84 0,089**
L. major 70 ND 1,5

GI50, Concentracion Inhibitoria de crecimiento celular 50. * Tomado de [39];
**Silva-Lépez no publicado. Tomado de [27]. Reproducido con permiso de
Archivos Venezolanos de Farmacologia y Terapéutica.

del metabolismo y la morfologia de Leishmania que se
correlacionan conlatransformacion delos parésitosainfectivos.
La metaciclogenesis estd vinculada a lapsos especificos de la
cinética de crecimiento y a la densidad celular, que pueden
emularse in vitro al pasar los parasitos de fase logaritmica a fase
estacionaria, fase en la cual, la forma recuerda ampliamente la

fase metaciclica de crecimiento observada in vivo.

Alteraciones de la cinética de crecimiento podrian
representar cambios en la diferenciacién y virulencia celular;
a su vez podrian estar influenciados por la quimioresistencia;
i.e., en aislados de pacientes con LV, infectados con L. donovani
resistentes a antimoniales, se ha demostrado in vitro, una
mayor tasa de metaciclogenesis [40]. Por el contrario, en L.
amazonensis se demostro que la quimioresistencia se asocia a
menores tasas de metaciclogénesis [41, 42] y que la cinética
de crecimiento difiere entre parasitos quimiosensibles y

quimioresistentes [36, 43].

La divergencia de comportamiento entre las especies de
Leishmania permite intuir el rol de la diversidad de especies
en el espectro clinico de la enfermedad y su respuesta a la
presion de la quimioterapia; adicionalmente sugiere que la
adaptabilidad delos parésitos en condiciones de estrés es amplia
y se traduce en ganancia o costo, en la pericia, dependiendo
de la especie en estudio. Existen ejemplos en los cuales el

cultivo de parasitos quimioresistentes en ausencia de drogas,
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produce un rebote de crecimiento con fases logaritimicas mas
veloces que las evidenciadas en organismos silvestres [40,
44]. Esto permitiria suponer un retorno al fenotipo original y
dudar de si la modificacién de comportamiento observada es
persistente, o si realmente estamos en presencia de un ejemplo
de flexibilidad del organismo estudiado. Leishmania exhibe
amplios rangos de velocidad de replicacion, atn en ausencia
de cambios genéticos asociados a quimioresistencia; es decir, la
velocidad de replicacion y los cambios de la misma, constituyen
pardmetros cuya alteraciéon no necesariamente estd vinculada
a la quimioresistencia. Las variaciones en el crecimiento por
tanto podrian no ser predictivas de la “pericia” del parasito.

Los parasitos metaciclicos son pequefios y delgados [42],
y expresan carbohidratos de superficie caracteristicos del
estadio de desarrollo del parésito. En el LFM se evaluaron
algunos de estos parametros como potenciales marcadores de
quimioresistencia. Nuestros resultados demuestran cémo L.
mexicana resistente [NR(Gr)] a glibenclamida, un inhibidor de
transportadores ABC, presenta una mayor darea tanto en fase
exponencial y estacionaria de crecimiento, que los parasitos
sensibles [41, 42], igual que en otras especies de Leishmania.
[44].
laboratorio; en el LEM se indujo resistencia al inhibidor de
transportadores ABC, la glibenclamida [NR(Gr)].

NR(Gs) fue aislada de un paciente y adaptada al

Los parasitos quimioresistentes en fase estacionaria son
menos susceptibles al ataque por el complemento del suero
humano que las células sensibles; esto sugiere una modificaciéon
de la expresion de los carbohidratos de superficie [41, 42, 44].
Nuestros datos demuestran que L. mexicana quimioresistente
expresa menos META-1 quelas células quimiosensibles [41,42].
META-1, producto del gen meta-1 fue descrito originalmente
en L. major [45], estd muy conservado en leishmanias del
Viejo y Nuevo Mundo, predominantemente expresado en
parasitos metaciclicos [46.] Los resultados sugieren que este
parametro podria formar parte de una bateria de marcadores
de quimioresistencia en aislados de pacientes infectados con
Leishmania, con fracaso terapéutico; sin embargo, se necesita
mas de una semana para la obtencién de resultados, un
obstaculo para su implementacion en laboratorios de rutina.

5.3 Funcionalidad de transportadores ABC

La variabilidad en la respuesta clinica a SbV ha sido un reto
persistente en el tratamiento contra Leishmania durante los
ultimos 60 afos. La falta de respuesta de los parasitos podria
estar relacionada con caracteristicas intrinsecas de los mismos
[47], o con una condicién adquirida promovida por la presion
de la droga [38], que se traduce en la expresion exacerbada
de sistemas de transporte especializados en disminuir la

concentracion efectiva del compuesto a nivel intracelular.
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De hecho, transportadores ABC ubicados en la membrana
plasmatica o en la membrana de los sistemas vesiculares
intracelulares modulan los niveles citoplasmaéticos de SbV [48,
49], lo que sugiere que los transportadores ABC son cruciales
para mantener un fenotipo quimioresistente. Este hecho se
evalud en el LFM para constatar su utilidad como marcadores
de quimioresistencia.

La funcion de los transportadores ABC en L. amazonensis,
LTB0016 y su contraparte quimioresistente LTB160 se
determiné en promastigotes incubados a concentraciones
crecientes de calceina acetoximetilada (CAL-AM). Las pruebas
fluorescentes utilizando CAL-AM, compuesto hidréfébico
no fluorescente, determinan la acumulacién intracelular del
compuesto (modificado a nivel del enlace acetoximetilado
por esterasas citoplasmaticas no especificas), sustrato de
transportadores ABC. La molécula resultante, calceina (CAL),
es hidrofilica y altamente fluorescente [50, 51]. El aumento en
la fluorescencia se midié en funcién del tiempo. Los ensayos de
calibracion y de expresion constitutiva de los transportadores
ABC que mobilizan al substrato neutro CAL-AM, maés
eficientemente (103x) en LTB160 que en LTB0016, y como la
quimioresistencia induce la expresion de proteinas ABC que
transfieren el substrato aniénico CAL estan disponibles en las
publicaciones originales del LFM [ 36].

Rautio y colaboradores [52] definieron la fortaleza de
los inhibidores de transportadores ABC como alta (A, con
IC50 < de 1 uM), media (M, con 1 pM < IC50 < 15 uM) y
baja (B, con IC50 > de 15 uM). Esta escala permite establecer
el tipo de transportadores preferencialmente expresado
en un tipo celular, al utilizar inhibidores selectivos como
ciclosporina-A (P-gp-MDR4) y verapamil (P-gp-MDRI1), asi
como glibenclamida (MRP1). En el LFM se caracterizaron los
transportadores ABC expresados en L. amazonensis mediante
la retencién de CAL-AM y CAL y su inhibicién por estos
substratos/inhibidores. La Tabla 2 resume cémo los sistemas
de efluyjo CAL-AM expresados constitutivamente en L.
amazonensis tienen velocidades similares a los de L. major, L.
mexicana, L. (V.) braziliensis, y L. guyanensis [36, 51]. Sugieren
que la retencién basal de CAL por LTB0016 fue 50 % mayor
que por LTB160 (p < 0,05). La menor acumulacion de CAL-
AM y CAL se asocia con mayor expresion de transportadores
ABC en L. amazonensis (quimioresistente), tal y como se ha
descrito en varias especies de Leishmania [51, 53]. Dentro
del rango de concentracién utilizado, ciclosporina-A no
increment? la retencién de CAL en L. amazonensis, resultado
dificil de reconciliar con mecanismos de transporte de drogas
a través de transportadores P-gp [54]. Los resultados indican
que verapamil es un inhibidor tipo M para ambas especies y
glibenclamida un inhibidor tipo M para LTB0016 y B para
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Tabla 2. Inhibicion de la retencién de CAL por Ciclosporina A,
Verapamil y Glibenclamida en LTB0016 y LTB160

Concentracion uM para 50 %

Inhibid
nioidor inhibicion de retencién de CAL
LTB0OO16 LTBI160
Ciclosporina-A n.d. n.d.
Verapamil 3,00 + 0,80 14,00 + 4,00
Glibenclamida 60,00 + 26,00 128,00 + 36,00

n.d., no detectado, se utilizaron concentraciones hasta 100 uM ciclosporina A.
Tomado de [36]. Reproducido con permiso de Elsevier.

LTB160. El verapamil interfiere con sustratos anidnicos
transportados por transportadores MRP-1 en otros sistemas
incluyendo humanos [55-57], e inhibe los transportadores

expresados en L. amazonensis, presentados en este trabajo.

Estos resultados demuestran que los sistemas de transporte
expresados en Leishmania tienen diferentes eficiencias y
son sensibles a los inhibidores verapamil y glibenclamida,
pero no al inhibidor de P-gp ciclosporina-A y confirman la
expresion constitutiva en Leishmania spp. de sistemas que
transportan compuestos neutros no metabolizados [50, 51]
y sistemas MRP-1 que transfieren compuestos anidnicos, asi
como su regulaciéon por quimioresistencia. Adicionalmente,
indican que las estrategias metabolicas utilizadas por
Leishmania quimioresistente divergen de las descritas para
células de mamiferos resistentes a acidos neutros y organicos.
Finalmente, sugieren que la evaluacion de la acumulacién de
CAL como ensayo cualitativo de la expresion y/o funcionalidad
de los transportadores ABC es sencillo de implementar en
el laboratorio de rutina y arroja resultados que permiten
clasificarlo como un marcador celular interesante.

Si los resultados descritos resultan ciertos para todas las
especies de Leishmania, este serfa un marcador idéneo para
el prondstico de tratamiento. Adicionalmente sugeririan que
la administracién simultinea de compuestos terapéuticos
con un bloqueador de transportadores ABC, que mantuviese
del

medicamento, constituiria una estrategia terapéutica dptima

suficientemente altos los niveles citoplasmaticos
para recuperar la susceptibilidad de Leishmania (resistente)
a los farmacos. Estudios in vivo [59] han demostrado que la
administraciéon simultanea del bloqueador de transportadores
ABC glibenclamida en combinacién con glucantime aumenta
la eficacia de este ultimo y disminuye la tasa de infeccién de
ratones BALB/c infectados con Leishmania. El secuestro
de glucantime en organelos intracelulares mediado por
transportadores ABC parece ser el mecanismo por el cual el
nivel citoplasmético de la droga disminuye en los pardasitos
[60]. EI bloqueo de estos transportadores ABC mantiene

(o aumenta) los niveles terapéuticos citoplasmaticos de
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glucantime. En el LFM analizamos la interaccién sinérgica
entre glucantime y el inhibidor de transportadores ABC,
glibenclamida. La administraciéon simultdnea de ambos
aument la eficacia de glucantime en la disminucién de la
tasa de infeccién de macroéfagos infectados por Leishmania.
La proporciéon de farmacos utilizada de forma combinada
(3:2), corresponde a la usada en experimentos in vivo [59].
Adicionalmente, en experimentos de colocalizacion donde se
exploraron los organelos intracelulares en los cuales se acumula
la glibenclamida se demostré que el marcador fluorescente
Bodipy-GLIB para glibenclamida, se acumuld en un sistema
tubular intracelular que comienza en el extremo anterior de
la célula y prosigue a lo largo del parasito; aqui también se
acumul6 el LysoTracker-rojo, asociado a compartimientos
acidos [61]. El doble marcaje sugiere que el compartimiento
donde ambas sondas se acumulan constituiria el mismo donde

se almacena glucantime. Datos no mostrados [62].

5.4 Preferencias de substrato e incorporacion de
glucosa en parasitos quimioresistentes

En células de mamiferos resistentes a drogas las estrategias
metabdlicas asociadas a la quimioresistencia incluyen un
aumento del transporte y metabolismo de glucosa y un
aumento del consumo de oxigeno [63]. Nuestros resultados
sugieren que en Leishmania las estrategias difieren de las
usadas por las células de mamiferos [43, 64].

En el LFM se caracterizé el transporte de glucosa en
parasitos quimiosensibles y quimioresistentes. Se utiliz6
inicialmente NR(Gs) y su contraparte resistente [NR(Gr)].
Posteriormente se confirmaron los resultados en la especie
de referencia, LTB0016 y su contraparte resistente, LTB160.
El objetivo, estandardizar una metodologia para evaluar el
consumo de glucosa y comprobar su potencial uso como
marcador de resistencia en aislados de pacientes [65].

Los resultados demuestran una mayor incorporacion
de glucosa y mayor expresion de una banda de 55 KDa,
(transportador de glucosa) [64] en L. mexicana NR(Gs) vs.
NR(Gr). Estos datos podrian explicar el comportamiento
del flujo glicolitico en parasitos resistentes durante la fase
exponencial de crecimiento y cdmo, la diferenciacion a fase
estacionaria se traduce en una menor incorporacion de glucosa
yexpresion delabanda de 55 KDa. Un metabolismo disminuido
de glucosa se ha demostrado en otras especies de Leishmania
al comienzo de la fase estacionaria [66]. En Saccharomyces
cerevisiae una permeasa que permite la incorporacion de
glucosa esta involucrada en resistencia pleiotrdpica a drogas;
su expresién aumenta la susceptibilidad a drogas incluso en
especies inicialmente susceptibles [67]. La incorporacion de
glucosa en NR(Gs) y NR(Gr) es inhibida parcialmente por
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citocalasina-B y floretina demostrando que el transporte de
glucosa ocurre por difusion facilitada, al igual que en otras
especies de Leishmania y Trypanosoma brucei [68, 69]. Los
resultados sugieren la modulacién de puntos de control que,
dada la flexibilidad metabdlica de Leishmania explicaria la
incorporacion diferencial de substratos dependiendo de la fase
de crecimiento, como respuesta fisioldgica [30] al reto de la
presion de la droga.

En las especies de L. amazonensis LTB0016 y LTB160 [36]
se constatd que sin disminucién aparente del crecimiento de los
parasitos quimioresistentes (LTB160), aunque si de su velocidad
de replicacién, hay una menor incorporacién de glucosa, y
una menor susceptibilidad de los parésitos a antimetabolitos
como 2-MA (un inhibidor de la acil-CoA deshidrogenasa)
[69] y UL-2-DOG (analogo no metabolizable de la glucosa)
[70], manteniendo los caracteres funcionales asociados al
fenotipo infeccioso [42, 44, 71]. Estos resultados sugieren un
cambio metabdlico general asociado a la quimioresistencia en
L. amazonensis el cual afecta, como en L. mexicana mutante
para el transportador de glucosa, su capacidad de mantener
la infeccién en el modelo murino [66]. La restitucion genética
por rescate con el transportador de glucosa LmGT?3 restablece
la infectividad en L. mexicana.

En células de mamiferos, la glibenclamida estimula la
acumulacién de glucosa [73] y estabiliza los transportadores de
glucosa en la membrana plasmatica [74]. La exposicién de L.
major o LTB0016 a glibenclamida disminuye draméticamente
la acumulacién de glucosa [76] esta resulta 9 veces mas lenta
en LTB160 que en LTB0016; ademas, en LTB160 expuesta a
glibenclamida es 2 veces mas lenta que LTB0016 no expuesta
a glibenclamida (Tabla 3). Estos resultados sugieren un

mecanismo que difiere de lo que ocurre en mamiferos.

Finalmente, parasitos quimioresistentes en fase estacionaria
utilizan mas amino 4cidos como sustratos energéticos que
parasitos quimiosensibles; expresan actividad aumentada de
enzimas como la hexoquinasa, la fosfoglucosa isomerasa y
especialmente la enzima glutamato deshidrogenada (GDH)
asociada a NADT (datos no mostrados) [36, 43]. Estos
resultados sugieren que la resistencia a drogas activa el uso
de la fosforilacién oxidativa, la GDH regulada por NAD+
reorienta los metabolitos de los amino 4acidos hacia el ciclo
de Krebs [75] aunque la producciéon de ATP es similar en los
paradsitos sensibles y resistentes a drogas [76].

Estas observaciones implican que en pardsitos en fase
exponencial de crecimiento las actividades de las enzimas al
comienzo de la via glicolitica no dependen de la velocidad
de incorporacién de glucosa y por lo tanto no estarian
relacionadas con la infectividad de la célula y sugieren que la
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presion continua de las drogas induce al parasito a seleccionar
vias metabdlicas especificas que le permitan compensar los
defectos primarios producidos por la presién de la droga; esto
implica que en principo la evaluacién de estos cambios en las
vias metabdlicas no servirian como predictores de resistencia

a drogas.

A fin de analizar si en aislados de parasitos obtenidos de
pacientes infectados existe una correlacion entre el éxito de
la terapia y la infeccién con parasitos quimioresistentes y una
modulacién de la tasa de incorporaciéon de glucosa durante la
fase exponencial de crecimiento, y debido a lo engorroso de
los métodos aqui explicados, en el LFM se estandarizé una
metodologia basada en la determinacién de glucosa en el
sobrenadante del medio de cultivo a un tiempo determinado,
mediante el método enzimatico de Trinder, ampliamente
descrita por Padron-Nieves y Ponte-Sucre [65]. Posteriormente

se presentaran datos obtenidos mediante este método.
5.5 Potencial de membrana

La diferencia en el potencial eléctrico (AVm) a través de la
membrana es una caracteristica comun de células procariotas
y eucariotas. El AVm es consecuencia de flujos iénicos (Na™,
K*, HT, Cl"...) através de las membranas, e involucra la accién
de diferentes canales, transportadores y bombas [77, 78]. En
reposo las células de mamiferos tienen un AVm entre 40 y
90 mV (promedio ~70 mV), siendo el interior negativo con
respecto al exterior [79]. Por convencion el interior negativo se
expresa con un signo menos (-40 a -90 mV). En protistas como
Leishmania, el AVm depende del metabolismo energético y el
ciclo de vida del parasito; varia entre -75 mV en amastigotes
[79] y -113 mV en promastigotes. [80] La hiperpolarizaciéon
ocurre cuando hay un aumento del potencial de membrana
(un valor mads negativo que el anterior), en la depolarizacién

ocurre lo contrario.

Tabla 3. Cinética del transporte de glucosa en LTB0016 y LTB160

mol x 1014 x cel"! x 571

Especie d Acumulacion Inhibicion de la acumulacién

. fp}fc’e ¢ de *2-DOG de *2-DOG
CSMAME - GLIB +GLIB  D-glu  Lglu  2-DOG
LTB0016 11,04" -0,181 -17,81 -11,48 -12,51
+2,76 +0,02 + 3,20 +0,15 + 1,47
LTB160 1,262 5,653 -16,55 -11,13 -13,63
+0,26 + 1,36 +0,29 +0,93 +0,30

D-glu: D-glucosa
L-glu: L-glucosa

#p = 0,001. Tomado de [36]. Reproducido con permiso de Elsevier. GLIB =
glibenclamida. Reproducido con permiso de Elsevier.
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Figura 5. Efecto de DIDS, ouabaina, floretina y citocalasina-B (Cytoc), oligomicina y FCCP sobre el potencial de membrana de especeis de referencia, p < 0,05
en cada especie o aislado comparando los tratados y los no tratados. Tomado de [87]. Reproducido con permiso de Springer Nature.

El AVm es fundamental para la conformacion de la fuerza
electromotriz que permite la adquisicién de nutrientes, asi
como para la interaccion con el hospedero [77, 80-82]. El AVm
podria reflejar el estado metabdlico, la homeostasis celular y la
integridad fisica de la membrana y del organismo en estudio.
En el LFM se evalué el AVm con una metodologia descrita
por Vieira et al. [83], optimizada como método no invasivo
por Padrén-Nieves y Ponte-Sucre [65]. Esta técnica ha sido
utilizada en tripanosomatideos y Giardia intestinalis [79, 84,
85].

Se realizaron curvas de calibraciéon para AVm en cada
especie de Leishmania en presencia de concentraciones
crecientes de KCI (0,25 a 50 mM). Se establecié una correlacion
lineal entre la fluorescencia de bisoxonol y cada concentracion
de KCI (datos no mostrados) [65]. E1 AVm se calculé con la
ecuacion de Nernst: —Vm = (-59,4 mV) log([K];/[K]), donde
K; es la concentracion intracelular de potasio (entre 120 y 200

mM) y K es la concentracién de KCl afiadida.

El efecto de varios compuestos sobre el AVm (ver Figura
5) permitié explorar el rol de diversos iones en su generacion:
el bloqueador del transportador ABC, glibenclamida (GLIB;
100 pM); el inhibidor de la Nat, KT -ATPasa ouabaina (1
mM); el ionéforo monensina de sodio (1 pM); el inhibidor

del canal de cloruro 4,4’-di-isotiocianato-sal de sodio
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de 2,2-disulfonato (DIDS; 500 pM); el bloqueador de
incorporaciéon de glucosa floretina (150 pM); el inhibidor
del transporte de glucosa citocalasina-B (Cytoc; 300 uM); el
inhibidor de la ATPasa mitocondrial oligomicina (20 uM); y
el de la fosforilaciéon oxidativa mitocondrial carbonil cianuro
4- trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP; 1 pM).

La Figura 5 ilustra el colapso del AVm de L. major (Viejo
Mundo) en presencia de glibenclamida; del AVm de Bel 21 en
presencia de DIDS y ouabaina, mientras el de LTB0016 no. El
AVm de las tres especies de referencia colapsa en presencia
de floretina, citocalasina-B, oligomicina y FCCP, datos que
sugieren un comportamiento homogéneo de la funcién
mitocondrial y adquisicién de nutrientes como glucosa, con
diferencias en la permeabilidad ionica a través de la membrana

plasmdtica y su funcién en la generacién del AVm [86, 87].
6. Estudios en pacientes

A fin de validar los resultados encontrados en especies de
referencia, en el LFM en un estudio pionero en Venezuela, se
evaluaron los parametros referidos en aislados de pacientes con
LCD. Los aislados denominados VE2000MM y VE98MR (L.
amazonensis), y VE96ZC (L. mexicana), fueron identificados
mediante métodos moleculares [88]. La Tabla 4 resume las
caracteristicas de estos aislados de pacientes. Su status actual es

de enfermedad activa con tratamiento.
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Tabla 4. Caracteristicas de los aislados de Leishmania de pacientes
con LTD y fracaso terapéutico contra glucantime

Cédigo Edad

. ) Procedencia  Diagndstico Terapia
internacional  (afios)
VE2000MM San
1990 )
L.(L) 23 Fernando Glucantime
, 4/10/1991
amazonensis de Apure
VE98MR Glucantime
Zaraza - 1985 .
L.(L) 31 L Immunoterapia
Guarico 19/07/1987 . .
amazonensis Miltefosina
VE96ZC . .
Biruaca - 1984, Glucantime
L (L) 18 )
. Apure 1/7/1986  Immunoterapia
mexicana

Tomado de [86]. Con permiso de la Facultad de Farmacia, UCV.

Inicialmente se evalué la susceptibilidad a drogas
leishmanicidas de los aislados de pacientes. Seguidamente se
determind su porcentaje de supervivencia a concentraciones
maximas de glibenclamida (3X GI50), pentamidina (7X GI50)
y anfotericina-B (4X GI50) determinadas de acuerdo al valor
correspondietne del GI50 multiplicado por N en pM para
cada droga utilizada. Esto permiti6 utilizar valores cercanos
al GI90 para todas las drogas. Este valor se correlaciond con
la capacidad de las células de acumular calceina, substrato
de los transportadores ABC, asi como con su sensibilidad
a los inhibidores especificos de los mismos. Los resultados
se compararon con los de las especies de referencia
correspondientes. Se incluy6 L. (V.) braziliensis LTB300 como
control negativo.

La susceptibilidad in vitro de las especies de referencia a
anfotericina-B y pentamidina, y a glibenclamida fue similar ala
descrita [89, 90]. Los datos demuestran que los aislados fueron
menos susceptibles a anfotericina-B y glibenclamida que sus
especies homologas, el porcentaje de supervivencia fue > 50 %,
a altas concentraciones de las drogas. Con pentamidina, s6lo
el aislado VE96ZC tuvo un porcentaje de supervivencia > 50
% a altas concentraciones de la droga. Con anfotericina-B s6lo
VE98MR tuvo un porcentaje de supervivencia > 50 % a altas
concentraciones de la droga [36]. Estos resultados sugieren
que la susceptibilidad a drogas de promastigotes es un método
facil, rapido y reproducible, mas no necesariamente predictivo
de fenotipo quimioresistente. La validacion de estos hallazgos
en un mayor nimero de aislados es mas que deseable.

Seguidamente y para cuantificar la actividad de los
transportadores ABC comparamos la acumulacion de calceina
y la calceina-acetoxymetil ester (CAL-AM), asi como su
inhibicién por compuestos especificos, entre los aislados de
pacientes y las especies de referencia. y su modulacién por
verapamil, ciclosporina-A y glibenclamida [36].
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Los resultados obtenidos en especies de referencia

de Leishmania demuestran que estos sistemas estan
constitutivamente expresados [36, 50]. Los resultados (Tabla
5) en aislados de pacientes corroboran estos datos y permiten
concluir que ciclosporina-A se comporta como un inhibidor
tipo B para el aislado VE2000MM y LTB0016 (insensibles a
la droga hasta niveles mM); y es un inhibidor tipo M para los

aislados VE96ZC y VE98MR.

Al ser inhibidor selectivo de
transportadores MDR4, se concluye que estos transportadores
deben estar medianamente expresados en VE96ZC y VE9SMR
(sensibles a la droga entre 1y 15). Para VE96ZC y VE98MR, el

verapamil se comporta como un inhibidor tipo B (insensibles a

ciclosporina-A  un

la droga hasta niveles mM), y como un inhibidor tipo A para el
aislado VE2000MM y tipo M para LTB0016. Verapamil inhibe
transportadores MRP, pero preferencialmente transportadores
MDR. [91] A partir de estos datos se estima que los MRP
no estan expresados -o no son funcionales- en VE96ZC y
VE98MR, mas si en VE2000M. Verapamil y ciclosporina-A son
inhibidores tipo B para Bel21, sugiriendo que esta especie no
expresa -o los transportadores no son funcionales- ni MDR1
ni MDRA4. Finalmente, acorde con la clasificacion presentada,
glibenclamida se comporta como un inhibidor tipo A para
Bel21, B para LTB0016, y M para los aislados. Estos resultados
que sugieren la expresion funcional de transportadores MRP1
enlosaislados, susceptibles a concentraciones de glibenclamida
entre 1y 15 uM, mas no asi en LTB0016, tal y como habia sido

demostrado anteriormente [36].

Estosresultados indican quela evaluacion delaacumulacion
de calceina como ensayo cualitativo de la expresion y/o
funcionalidad de los transportadores ABC podria ser un
marcador celular interesante y hace imperativo la validaciéon

de estos hallazgos en mayor nimero de aislados.

Tabla 5. Concentracion efectiva de Verapamil, Ciclosporina-A
y Glibenclamida, necesarias para aumentar 50 % la retencién de
calceina de las especies de referencia y aislados de pacientes

Especie Verapamil Ciclosporina-A  Glibenclamida
(uM) (uM) (uM)
LTB300 10,90 + 8,00 83,40 + 4,00 6,76 + 4,50
Bel 21 >mM 17,80 + 13,00 0,43 + 0,26
LTB0016* 3,0+0,8 >mM 60,00 + 26,00
VE2000MM 0,10 + 0,08 >mM 5,40 + 2,90
VE9SMR >mM 1,20 + 7,00 1,80 + 0,97
VE96ZC >mM 1,28 + 0,75 2,80 + 2,09

Concentracién efectiva > mM, concentraciones superiores a mM. * Datos
tomados de [36] y [87]. Reproducido con permiso de Elsevier.
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La tasa de captacion de glucosa por Leishmania es un
indicador de viabilidad celular, estrechamente asociada con
el metabolismo del parasito [67]. Utilizando la metodologia
estandarizada en el LFM [65] se evalud el curso temporal de
la captacion de glucosa en las especies y los aislados descritos

[87]. Los resultados estan resumidos en la Tabla 6.

Los resultados sugieren que las células acumulan glucosa

en el siguiente orden: L. mexicana (VE96ZC > Bel2l)
L. amazonensis (VE98MR) > L. amazonensis (LTB0016
VE2000MM) >> L. major (L. major > PTR). Estos resultados

indican que: (1) L. major, responsable de LC en el Viejo Mundo,

acumula glucosa a una tasa menor que L. amazonensis y L.
mexicana, responsables de DCL en América; (2) en la especie
PTR resistente a la pentamidina, la acumulaciéon de glucosa
es menor que en su especie de referencia L. major; y (3) en
parasitos de L. amazonensis y L. mexicana aislados de pacientes
con DCL, la acumulacién de glucosa aumenta o permanece en

valores similares a los de su cepa de referencia correspondiente.

Tabla 6. Velocidad de incorporacion de glucosa en pacientes y
especies de referencia mol de glucosa x 10712/cel x s.

L. major 0,19 + 0,002
L. major
PTR? 0,06 + 0,004
Bel21” 2,12 + 0,05
L. mexicana b
VE96ZC 3,02 + 0,04
LTB0016° 1,23 + 0,03
L. amazonensis VE2000MM 0,97 + 0,5

VE98MR® 2,17 + 0,06

&b p < 0,001, ¢ p < 0,005. 4 p: sin diferencia significativa Tomado de [87]. Re-
producido con permiso de Elsevier.

Las alteraciones en AVm se han asociado con la fisiologia
de la quimioresistencia en Saccharomyces cerevisiae [67]. En el
LEM se evalu6 el AVm de especies de referencia y aislados.
La Tabla 7 resume estos resultados. Los datos demuestran que
el AVm de las especies de referencia y los aislados VE96ZC
y VE98MR permanecen en valores cercanos a —200 mV.
Sin embargo, el AVm en el aislado VE2000MM se desvia
significativamente hacia valores despolarizantes. Esto sugiere
una menor energia electromotriz para incorporar nutrientes

en VE2000MM que en los otros aislados descritos.

Seguidamente se evalué la respuesta del AVm de los
aislados a los inhibidores que afectan selectivamente canales,
conductancias, o transportadores a fin de comparar su
comportamiento con el de las especies de referencia. La Figura
6, resume los resultados obtenidos con los inhibidores que

afectaron a la mayoria de las especies [87].

Tabla 7. Potencial de membrana en aislados y especies de referencia
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AVm [mV] Bondad del

Especies (95 % intervalo de . 5
. ajuste (R”)

confianza)
L. major -180 (-196/-169) 0,99
L major (PTR) -200 (-219/-186) 0,96
L. mexicana (Bel 21) -200 (-220/-190) 0,84
VE96ZC -195 (-240/-168) 0,54
L. amazonensis (LTB0016) -212 (-230/-198) 0,89
VE2000MM -170 (-190/-150) 0,73
VE98MR -190 (-240/-170) 0,54

R? = coeficiente de correlacion.
de Elsevier.

Tomado de [62]. Reproducido con permiso

El AVm de L. major y PTR, asi como de LTB0016
y VE2000MM, fueron insensibles al DIDS; la ouabaina
disminuy¢ significativamente el AVm de Bel21 y VE96ZC y
de L. major (PTR) resistente a la pentamidina y curiosamente,
el bloqueador de transportadores MRP-1 y de canales K+
glibenclamida no afecté el AVm de ningun representante
de L. amazonensis ni de Bel2l (datos no mostrados). Sin
embargo, la inhibicion del transporte de glucosa por floretina
o citocalasina-B disminuyé significativamente el AVm en
todas las células. La mayoria de las especies fueron sensibles
a oligomicina y FCCP; LTB0016 y VE98MR solo a FCCP, y
VE2000MM insensible a ambos inhibidores. L. major fue
sensible a la oligomicina (ver Figura 6).

En conjunto estos resultados sugieren que la sensibilidad
del AVm de Leishmania hacia los inhibidores clasicos de los
canales idnicos y los transportadores dependen de la especie
estudiada. Esta situacion complica la comprension del origen
del AVm y pone al descubierto un elemento mas de la
flexibilidad de estos parasitos y su capacidad de incorporar
nutrientes, acorde a la fuerza electromotriz a través de su
superficie de membrana. Ademds, sugieren que aislados de
pacientes que sufren DCL, pertenecientes a la misma especie
difieren en su comportamiento fisiologico.

En conclusion: (1) el AVm de L. mexicana [Bel2l
(referencia) y VE96ZC (aislado)] se comportaron de manera
similar, ademds VE96ZC fue sensible al bloqueador de
transportadores ABCy canal K + glibenclamida, y al inhibidor
del transportador de hexosa floretina; (2) el AVm de L.
amazonensis [ LTB0016 (referencia) y VE98MR (aislado)] se
comportaron de manera similar, VE98MR ademads fue sensible
al inhibidor de corrientes aniénicas DIDS; y (3) el AVm de L.
amazonensis (VE2000MM) fue sensible solo a inhibidores del
transportador de glucosa.
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Floret / Citoc B

B3 L. major Flor p<0.05
3 PTR Flor p<0.05

Bel 21 Cit p< 0.05

B3 VE96ZC Flor Cit p< 0.05
2 LTB0016 Cit p< 0.05

3 VE2000MM Flor p< 0.05
@8 VE98MR Cit p< 0.05

Phiorotin*
Cytoc + o+ + + + + +

Oligomycin/FCCP

O3 L. major oligomycin p< 0.05
B PTR p< 0.05

&3 Bel 21 p<0.05

B VE96ZC p< 0.05

£z LTB0016 FCCP p< 0.05

= VE2000MM

& VE98MR FCCP p<0.05

250

Oligo * + + + + + +
FCCP + + W + + + +

Figura 6. Efecto de floretina y citocalasina B, oligomicina y FCCP en el poten-
cial de membrana. p < 0,05 en cada especie de referencia o aislado comparando
los tratados y los no tratados. Tomado de [87]. Reproducido con permiso de
Springer Nature.

7. Reflexiones finales

Los parésitos de Leishmania son exitosos, flexibles, y
capaces de implementar multiples mecanismos de evasién
frente al hospedero. Con el fin de examinar la adaptabilidad
y flexibilidad de Leishmania y sus implicaciones, el LFM
ha caracterizado algunas de las consecuencias fisioldgicas

asociadas a la quimioresistencia en estos parasitos.

Con los estudios realizados, el LFM ha consolidado el
concepto de que la quimioresistencia en Leishmania incluye,
ademas del aumento de la expresiéon de fragmentos de ADN
genomico, reconocidos por sondas pertenecientes a proteinas
de la familia de la glicoproteina-P (transportadores ABC), una
alteracion de funciones que incluyen entre otros, la infectividad
del parasito (fosfatasa dcida y proteina meta-1), el metabolismo
intracelular y la fosforilacion oxidativa (aminoacidos y
carbohidratos fundamentales para la supervivencia del
parasito), la interacciéon hospedero-parasito (aglutinacién por
lectinas, potencial de membrana), y la morfologia del parasito
[30, 36, 43, 64, 92-94].

Ademas, su trabajo analiza si estos eventos fisioldgicos se

modifican de manera coordinada, y si su analisis y comprension

sistematicos pueden ser utiles en el diseio de enfoques
quimioterapéuticos a multiples dianas celulares, identificando
asi estrategias para eludir la quimioresistencia en Leishmania y
tratar con éxito la enfermedad.

Los resultados sugieren, tal y como se presenta en la Figura
7, que en L. mexicana y L. amazonensis, aislados de pacientes
venezolanos con DCL, podria producirse una modificacién de
la fisiologia del parasito.

En consecuencia, los pardsitos expresan una mayor
“profesionalidad” con una tasa de consumo de glucosa eficiente
y aumentada sin cambios significativos en el potencial de
membrana. La evaluacion y correlacion de ambos marcadores
podrian contribuir a una prognosis adecuada de la enfermedad
[65]. La validacion adicional de los conceptos establecidos
debe realizarse en mayor numero de muestras y el fenotipo real
del aislado VE2000MM debe estudiarse a nivel genético.

En resumen, el Laboratorio de Fisiologia Molecular ha
contribuido a la par que sus colegas a nivel internacional
[95-100] a la comprension de los mecanismos fisioldgicos
asociados a la resistencia a drogas y la susceptibilidad a los
mismos en los parasitos metabolicamente flexibles Leishmania
y Trypanosoma, mediante la integracion del uso de bioquimica,
biofisica, biologia celular y farmacologia. Los trabajos del LFM
han sido pioneros en conceptos fundamentales para fomentar el
disefio de terapias alternativas contra estos parasitos tropicales
y ha contribuido a la educacion de muchas generaciones de
médicos y estudiantes de postgrado en Venezuela.
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