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La identificacién de parasitos quimio-resistentes con marcadores
celulares faciles de cuantificar, no ha sido descrita en Leishma-
nia. En este trabajo comparamos la susceptibilidad in vitro a dro-
gas leishmanicidas vs. la retencion intracelular de calceina, una
medida indirecta de la actividad de los transportadores MDR1
y MRP1, en parésitos aislados de pacientes con Leishmaniasis
Cutanea Difusa, con fracaso terapéutico a Glucantime. Estos ha-
llazgos los comparamos con resultados obtenidos en especies
de referencia de la Organizacion Mundial de la Salud. Encontra-
mos que el ensayo de susceptibilidad a drogas leishmanicidas,
es facil, rapido y reproducible, mas no necesariamente predic-
tivo de fenotipo quimio-resistente. Adicionalmente, la deteccion
fluorométrica de la retencion de calceina permitié diferenciar a
los aislados de acuerdo a la funcionalidad de los transportadores
ABC. Estos resultados sugieren que de validarse su utilidad, esta
metodologia podria incorporarse al esquema de diagnéstico y
tratamiento de la leishmaniasis, como predictiva del éxito de la
terapia leishmanicida.
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Chemo-resistance screening with easy to quantify cell mark-
ers has not been implemented for leishmaniasis. Herein we
compared Leishmania in vitro susceptibility to classical and
experimental drugs and calcein retention by parasites isolated
from patients suffering Diffuse Cutaneous Leishmaniasis that
failed to respond to Glucantime. The results were compared
with those obtained from WHO-reference Leishmania strains.
Calcein is an ABC transporter substrate and its accumulation
may reflect the functionality of both MDR1 and MRP1 trans-
porters. Our results suggest that screening of promastigote’s
drug susceptibility is an easy, fast and reproducible assay that
might not be predictive of a phenotype confident with chemo-
resistance. Moreover, theys demonstrate that calcein retention
differentiates the isolates according to the functionality of the
different ABC transporters. Therefore, if validated, this method-
ology could be included in a diagnosis and treatment scheme
for leishmaniasis as predictive for successful therapy.
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Introduccion

Leishmaniasis es el término descriptor de la clinica de la
enfermedad causada por Leishmania (L.), parasito intrace-
lular obligado de las células del sistema fagocitico monoci-
tario'. En Venezuela, la leishmaniasis cutanea (98,8% de los
casos), es endémica?. Para su tratamiento, el farmaco de
eleccién es el antimoniato de meglumina®* (Glucantime®, de
Aventis), o la Ulamina, fabricada en Venezuela®. Su adminis-
tracion es intramuscular, el tratamiento es doloroso, largo y
con efectos secundarios importantes. Debido a ello el éxito
de la terapia puede ser limitada. Adicionalmente puede haber
fracaso terapéutico en algunos pacientes, y también recidi-
vas. Desde los anos 80 en Venezuela se usa alternativamen-
te la inmunoterapia®.

La quimio-resistencia, definida como la disminucion de la efica-
cia del medicamento en una poblacién previamente suscepti-
ble, es una de las causas del fracaso terapéutico en la leishma-
niasis’. La misma puede ser natural o innata (L. braziliensis al
ketoconazol); o adquirida, al seleccionar parasitos con caracte-
risticas que les permiten sobrevivir en presencia de la droga, al
ser expuestos reiteradamente a dosis sub-Optimas de farma-
cos'®. Aligual que en células de mamiferos, en Leishmania este
fendbmeno implica la disminucion de la acumulacion celular de
farmacos, debido a la sobre-expresion de transportadores ABC
(por ATP Binding Cassette) responsables de la eliminacion efec-
tiva de desechos celulares, toxinas ambientales y otros xenobio6-
ticos®°. El primer transportador ABC descrito, y el méas estudia-
do, fue el ABCB1 (glicoproteina P, P-gp, MDR). Sus sustratos
son drogas hidrofébicas, catiénicas o neutras''. Posteriormente,
fueron identificados el ABCC1 (MRP, por su siglas en inglés, Mul-
tidrug Resistance-associated Protein), para drogas anionicas'?
y el ABCG2 (MXR, Mitoxantrone Resistance Protein o BCRP,
Breast Cancer Resistance Protein) para drogas hidrofébicas!.
En Leishmania, Ouellette y colaboradores', fueron pioneros
al describir el circulo H, una estructura extracromosomal que
contiene genes para los transportadores ABCC; el aumento
de su expresion y funcion esta asociado a la resistencia a

- drogas en Leishmania.

- Los mecanismos de quimio-resistencia pueden ser mdltiples

B v no ser exclusivos para un tipo de droga. Es decir, diver-
sos sistemas contribuirian a la preservacion del fenotipo
quimio-resistente. Por ejemplo, la expresién de marcadores
de metaciclogénesis, y de transportadores asociados a la
incorporacién de nutrientes disminuye en Leishmania qui-
mio-resistente; adicionalmente, la actividad de enzimas del
metabolismo de la glucosa y los amino acidos esta alterada,
al igual que los niveles de metabolitos involucrados en la ho-
meostasis redox como pterina y tripanotiona y la actividad
de la enzima dihidrofolato-reductasa / timidilato- sintetasa®.
Estas alteraciones de la fisiologia celular sugieren que la
quimio-resistencia podria monitorearse por la determinaciéon
de marcadores celulares, tal y como fue propuesto por Croft
y su grupo en 2006".

Actualmente para determinar este fenotipo en Leishmania
se utiliza el modelo in vitro macro6fago-amastigote. El mis-
mo permite correlacionar la respuesta clinica a los medica-
mentos, con la disminucién cuantitativa de la tasa de infec-
cion de los macréfagos a concentraciones crecientes de las
drogas'. Sin embargo, es una técnica laboriosa y costosa,
condiciones que desestimulan su aplicacion clinica. Debido
al aumento de la incidencia de casos de leishmaniasis con
fracaso terapéutico, urge entonces identificar marcadores de
resistencia sencillos y faciles de implementar, para guiar la
terapia leishmanicida.

En nuestro estudio, pionero en Venezuela, evaluamos si la
acumulacion de calceina diferencia a los aislados de acuerdo
a la funcionalidad de los transportadores ABC, y compara-
mos los resultados con aquellos que determinan la suscep-
tibilidad de los parasitos a drogas clasicas y experimentales
leishmanicidas. La prueba fluorescente que utiliza calceina
acetoximetilada (calceina/AM—-no fluorescente) es util para
demostrar quimio-resistencia mediada por transportadores
ABC en parasitos y otras células'. La calceina/AM difunde
a través de las membranas celulares, es degradada por es-
terasas endogenas y transformada en calceina fluorescente.
Los transportadores ABC expresados en la célula eliminan la
calceina, la cual no se acumula en el interior celular, por lo
cual disminuye la fluorescencia intracelular'. El uso de inhi-
bidores especificos para cada tipo de transportador, permite
determinar la contribucién funcional de cada uno de ellos.
Nuestros resultados sugieren que de validarse su utilidad,
esta metodologia podria incorporarse al esquema de diag-
noéstico y tratamiento de la leishmaniasis, como predictiva del
éxito de la terapia leishmanicida.

Se utilizaron especies de referencia, certificadas por la Or-
ganizacién Mundial de la Salud: Leishmania (V.) braziliensis
(MHOM/BR/84/LTB300), Leishmania (L.) mexicana (MHOM/
BR/82/Bel21), Leishmania (L.) amazonensis (MHOM/BR/77/
LTB0016) y parasitos aislados de lesiones de tres pacientes
con Leishmaniasis Cutanea Difusa con fracaso terapéutico
de larga data, al tratamiento con Glucantime [VE2000MM, L.
(L.) amazonensis; VE9Q8MR, L. (L.) amazonensis;y VE96ZC,
L. (L.) mexicana] identificados por andlisis e hibridacién mo-
lecular (Rodriguez N., comunicacién personal). Los aislados
se mantuvieron en nitrégeno liquido hasta su uso, se des-
congelaron segun protocolos convencionales, para su creci-
miento fueron sub-cultivados en medio semisélido de agar-
sangre/medio glucosado bajo criterios establecidos.

Se evalué la susceptibilidad de los promastigotes de las espe-
cies de referencia a las drogas leishmanicidas [pentamidina (0
a 150 yM) y anfotericina-B (0 a 10 yM)] y no leishmanicidas [gli-
benclamida (0 a 100 yM)]. Los parasitos (1 x 107 células ml") se
sembraron y se incubaron a temperatura ambiente (TA). La dro-
ga se anadi6 al segundo dia; se determiné la densidad celular



durante las proximas 24, 48 y 72 h. Se construyeron curvas do-
sis respuesta y se establecio la Gl ,, parametro propuesto por
el National Cancer Institute para fijar la concentracion de droga
que causa 50% de inhibicién del crecimiento celular. Su célculo
corrige el valor encontrado en base a la densidad celular a tiem-
po cero, para cada droga'®. Al determinar este parametro (Gl, )
para cada especie de referencia y para cada droga, calculamos
el porcentaje de crecimiento de cada aislado en presencia con-
centraciones de 3 a 7 veces el Gl (= Gl, para las especies de
referencia) de pentamidina (12,5 yM), anfotericina-B (1 uM) y
glibenclamida (100 yM).

Se evaluo la retencién basal de calceina en alicuotas de
100 pl (4 x 108 células ml"). Para ello se utiliz6 el protocolo
del kit Vybrant™ optimizado en el laboratorio'. Alicuotas de
100 pl (4 x 108 células ml' se incubaron 30 min a TA en pre-
sencia de concentrationes crecientes de ciclosporina-A 'y ve-
rapamil, y glibenclamida; seguidamente se incubaron 30 min
a TA en oscuridad, en presencia de calceina/AM (0,25 uM);
para detener la reaccion, las células se centrifugaron 5 seg
a 200 x g; posteriormente, se lavd la preparacion con medio
glucosado frio y finalmente, se resuspendieron las células en
200 pl del mismo medio. La retencion de calceina fue medi-
da como fluorescencia especifica en un espectrofluorimetro
Perkin Elmer Victor2 Wallac (Finlandia) a Aem =517 nm (Aex
=494 nm). La glibenclamida es un inhibidor de transportado-
res ABCC1 (MRP1) y ademas de canales de potasio I, '8
La ciclosporina-A es un bloqueador de amplio espectro, no
competitivo, preferencialmente para transportadores ABCB4
(MDR4)202122, E| verapamil es un inhibidor selectivo de los
transportadores ABCB1 (MDR1)?'2228 Se incluyeron dos
blancos: B1: alicuota de células solas y B2: alicuota de cé-
lulas con etanol, DMSO y PBS, y un control: C: alicuota de
células con calceina.

El analisis estadistico de los datos se realiz6 con los pro-
gramas Microsoft Excel 2002° y Graph-Pad Prism5°. Los va-
lores se presentan como la media + el error estandar de al
menos tres experimentos realizados por duplicado.

Resultados

Inicialmente establecimos la susceptibilidad in vitro de las
especies de referencia estudiadas. Para ello determinamos
la Gl,, para glibenclamida, anfotericina-B y pentamidina. En
la Tabla I se listan los valores de Gl,, obtenidos 72 h luego
de afiadir cada droga. Los resultados demuestran que las
especies de referencia son mas susceptibles a anfotericina-
B que a pentamidina, como drogas leishmanicidas clasicas y
confirman que glibenclamida es un agente leishmanicida mo-
derado; adicionalmente, sugieren que la Gl  es un indicador
confiable de la susceptibilidad diferencial de los promastigo-
tes a los compuestos.

Tabla I. Concentracion Inhibitoria de crecimiento celular 50 (Gl, )

de las cepas de referencia a las 72 horas

T Glibenclamida Pentamidina Anfotericina-B
(uM) (uM) (M)
LTB300 38 1,75 0,25
Bel21 75 4,56 1,05
LTB0016 13,28* 8,84 0,089**

*=Ponte-Sucre y col., 1998; ** =Silva-L6pez y col., no publicado.

Seguidamente se determiné el efecto de concentraciones cer-
canas al Gl , para las especies de referencia (tres y siete ve-
ces mayor al Gl de las drogas utilizadas) sobre el crecimiento
de los parasitos. Los datos se resumen en la Tabla Il. Al com-
parar la supervivencia de las especies con la de los aislados
se obtuvieron las siguientes series de susceptibilidad; para
pentamidina (LTB0016 > LTB300 = VE2000MM = VE98MR
> Bel21 > VE96ZC) y anfotericina-B (LTB0016 >> LTB300 >
Bel21 >> VE96ZC = VE2000MM > VE98MR), como agentes
leishmanicidas clasicos, y para glibenclamida (LTB0016 >>
LTB300 > VE98MR > VE96ZC > VE2000MM = Bel21). Estos
datos demuestran que los aislados de los pacientes estudia-
dos son menos susceptibles a las altas concentraciones de
las drogas ensayadas, que las especies de referencia, con
una supervivencia cercana, o superior al 50%, excepto en el
caso de VE98MR y VE2000MM ensayados con pentamidina.

Para determinar si la evaluacién de la acumulacion basal de
calceina, nos permitia llegar a conclusiones similares, en base
a la expresion funcional de los transportadores ABC, evaluamos
este parametro en los aislados de pacientes con fracaso tera-
péutico al Glucantime en condiciones control (sin drogas) y
en presencia de inhibidores como verapamil, ciclosporina-A
y glibenclamida. La retencion basal en todos los casos fue de
301 a 382 unidades arbritarias de fluorescencia.

Tabla Il. Porcentaje de supervivencia de Leishmania spp. a concen-

traciones maximas de glibenclamida, pentamidina y anfotericina-B

LTB300 | Bel21 | LTB0016 | VE2000MM | VE98MR | VE96ZC
glibenclamida 30 52 0* 51 42 47
3X
pentamidina 28 43 20** 29 31 58
7X
anfotin;ma-B 19 25 0 53 63 49

NX = valor del Gl,; multiplicado por N en mM para cada droga utilizada.
Valores cercanos al IC, para todas las drogas
*Ponte-Sucre y col., 1998. ** = Silva-Lépez y col., no publicado

La Tabla Ill resume las concentraciones efectivas (CE,, ex-
presadas en puM) necesarias para aumentar en un 50% la
acumulacion de calceina en las especies y aislados. Gliben-
clamida aumento la acumulacion de calceina en todos los ca-
s0s. La serie de susceptibilidad fue: Bel21 > VE98MR > VE96ZC
> VE2000MM > LTB300 >> LTB0016. Nuestros resultados no
se deben a la inhibicién de canales de potasio Ikr por la gliben-

clamida'”'8, ya que en experimentos realizados con genisteina




(0,02 a 10 uM) a concentraciones en las cuales este compuesto
s6lo actua sobre canales de potasio y no sobre MDR1, MRP1 o
ABCG2'” encontramos que la genisteina (datos no mostrados)
no aumentoé el porcentaje de retencion de calceina en ninguna
de las especies, demostrando que la glibenclamida actu6 blo-
queando transportadores MRP1. Por su parte, verapamil y

ciclosporina-A, a las concentraciones utilizadas (hasta mM),
aumentaron la acumulacion de calceina sélo en algunas
especies y aislados. La susceptibilidad para verapamil fue:
(VE2000MM > LTB0016 >LTB300 >>>>> Bel21, VE98MR,
VE96ZC) y para ciclosporina-A (VE96ZC = VE98MR > Bel21
> LTB300 >>>>> LTB0016, VE2000MM).

Tabla lll. Concentracion efectiva de verapamil, ciclosporina A y glibenclamida necesarias para aumentar 50% la retencion de calceina de

las especies de referencia y aislados de pacie
LTB300 Bel 21 LTB0016* VE2000MM VE98MR VE96ZC
Verapamil
10,90 + 8,00 >mM 30+08 0,10 + 0,08 >mM >mM

(mM)

Ciclosporina-A
(mM) 83,40 +4,00 17,80 + 13,00 >mM >mM 1,20 + 7,00 1,28 +0,75
m

Glibenclamida
(M) 6,76 + 4,50 0,43+0,26 60,00 + 26,00 5,40 +2,90 1,80 + 0,97 2,80 +2,09
m

* Machuca y col., 2006, > mM, concentraciones superiores a mM

El aumento de la incidencia de casos de leishmaniasis con
fracaso quimioterapéutico resalta la urgencia de seleccionar
marcadores de resistencia Utiles para identificar parasitos
con este fenotipo. En nuestro estudio, pionero en Venezuela,
comparamos la susceptibilidad a drogas leishmanicidas de
aislados de pacientes con fracaso terapéutico a Glucantime,
con la capacidad de los aislados de acumular calceina, subs-
trato de los transportadores ABC y su sensibilidad a inhibido-
res especificos de los mismos.

Los aislados VE2000MM y VE98MR fueron identificados
como L. amazonensis, mientras que VE96ZC lo fue como
L., mexicana (Dra. Noris Rodriguez, comunicacion personal).
Debido a ello en nuestro estudio se compararon los resulta-
dos obtenidos con los de las especies de referencia corres-
pondientes. Se incluy6 L. braziliensis LTB300 como control
negativo.

La susceptibilidad in vitro de las especies de referencia a dos
agentes leishmanicidas (anfotericina-B y pentamidina), y a
una sulfonilurea (glibenclamida) fue similar a la encontrada
previamente?*25. Adicionalmente, nuestros datos demuestran
que los aislados fueron en general menos susceptibles a anfo-
tericina-B y glibenclamida que sus especies homélogas, con
un porcentaje de supervivencia cercano o superior al 50%, a
altas concentraciones de las drogas. Por su parte, con penta-
midina, solo el aislado VE96ZC tuvo un porcentaje de super-
vivencia superior a 50% a altas concentraciones de la droga.
Estos resultados indican que la susceptibilidad a drogas en
promastigotes es un método facil, rapido y reproducible, mas
no necesariamente predictivo de fenotipo quimio-resistente.
Sin embargo, la validaciéon de estos hallazgos en un mayor
namero de aislados es mas que deseable.

Seguidamente comparamos la acumulacion de calceina entre
los aislados de pacientes y las especies de referencia. Adicio-
nalmente evaluamos su modulacién por inhibidores competitivos

como verapamil, ciclosporina-A'y glibenclamda. Este ensayo es
valido como medida indirecta de la funcionalidad de los trans-
portadores MDR y MRP en muchos tipos celulares®?. Los ais-
lados difieren en su comportamiento con LTB300; es por ello
que esta especie no sera incluida en el siguiente analisis.

Rautio y colaboradores?” han definido la fortaleza de los inhi-
bidores de transportadores ABC como alta (A, con IC_ < de
1 yM), media (M, con IC,; 1uM < 15 M) y baja (B, con IC, >
de 15 uM)?. Este analisis ademas permite establecer el tipo
de transportadores preferencialmente expresado en un tipo
celular, al utilizar inhibidores selectivos, tal y como se realizé
en este trabajo. Basados en nuestros resultados concluimos
entonces que, ciclosporina-A es un inhibidor tipo B para el
aislado VE2000MM y para LTB0016 (insensibles a la droga
hasta niveles mM); y es un inhibidor tipo M para los aislados
VE96ZC y VE98MR. Como ciclosporina-A es un inhibidor
selectivo de transportadores MDR4, podemos concluir que los
mismos deben estar medianamente expresados en VE96ZC y
VE98MR (sensibles a la droga entre 1y 15 uM). Para estos mis-
mos aislados, verapamil es un inhibidor tipo B (insensibles
a la droga hasta niveles mM). Sin embargo, es un inhibidor
tipo A para el aislado VE2000MM vy tipo M para LTB0016. Como
verapamil inhibe preferencialmente transportadores MDR1,
podemos concluir que los mismos no estén expresados 0 no son
funcionales en VE96ZC y VE98MR, mas si en VE2000M. Ve-
rapamil y ciclosporina-A son inhibidores tipo B para Bel21, sugi-
riendo que esta cepa no expresa (o no son funcionales) ni MDR1
ni MDR4. Finalmente, acorde con la clasificacion presentada,
glibenclamida es un inhibidor tipo A para Bel21, B para LTB0016,
y M para los aislados. Estos datos sugieren la expresion fun-
cional de transportadores MRP1 en los aislados, susceptibles a
concentraciones de glibenclamida entre 1 y 15 yM, méas no asi
en LTB0016, tal y como habia sido demostrado anteriormente'”.

En conclusion, en este trabajo Encontramos diferencias al com-
parar la susceptibilidad y la expresion de transportadores ABC



de los aislados de pacientes con las especies de referencia.
Nuestros resultados sugieren que (a) el ensayo de susceptibili-
dad en promastigotes de Leishmania es facil, rapido y reprodu-
cible, y podria ser predictivo de la resistencia a antimoniales, (b)
la evaluacion de la acumulacion de calceina como ensayo cua-
litativo de la expresion y/o funcionalidad de los diversos trans-
portadores ABC podria ser un marcador celular interesante de
continuar evaluando por lo cual, es imperativo la validacion de
estos hallazgos en un mayor nimero de aislados.
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