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El fracaso terapéutico en leishmaniasis es comun en areas endémicas. Ocurre debido al
compromiso inmunolégico del paciente, a cambios en la farmacocinética de las drogas o a



infecciones recurrentes. La resistencia a drogas juega un papel fundamental en este fracaso
terapéutico, y hasta ahora no existen marcadores de resistencia faciles de utilizar en la clinica. El
Unico método confiable lo constituye el modelo in vitro macréfago-amastigote, que es laborioso
y de alto costo. Debido a ello es fundamental la descripcidn de indicadores celulares y
moleculares que puedan ser usados para identificar pardsitos con fenotipo quimio-resistente. En
esta revision proponemos evaluar propiedades particulares evidenciadas en parasitos de
referencia seleccionados como quimio-resistentes, en parasitos aislados de pacientes;
adicionalmente planteamos un enfoque alternativo en la lucha contra la leishmaniasis donde,
ademas de las estrategias de proteccion individual, control del vector y diagnodstico adecuado, se
incluyan herramientas para el prondstico del éxito de la quimioterapia en los pacientes
infectados.

PALABRAS CLAVE: Resistencia a drogas, marcadores de resistencia, adaptacion metabdlica,
Leishmania.

PROGNOSTIC VALUE OF PHYSIOLOGICAL CHANGES ASSOCIATED WITH THE CHEMO-RESISTANCE IN
LEISHMANIA

SUMMARY
Therapeutic failure in leishmaniasis is a common problem in endemic areas. This could be

attributed to altered drug pharmacokinetics, re-infection, or immunologic compromise of the
host. However, strong indicators suggest that it may be partly due to drug resistance. Until now,
there are no markers of chemo-resistance against leishmanicidal drugs, and the only reliable
method for monitoring resistance of individual isolates is the in vitro amastigote-macrophage
model. It is thus necessary to find cellular and molecular indicators that can be used to identify
the drug-resistant phenotype of the infecting parasites. Herein we postulate that drug resistance
in Leishmania is a phenomena accompanied by physiological changes that might serve as
markers of chemo-resistance and helpful for designing strategies to circumvent Leishmania
drug-resistance and successfully treating leishmaniasis. If this conclusion holds true in
particularly, in isolates obtained from patients, its prognostic value for the treatment outcome
might be extremely useful.
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VALOR PRONOSTICO DE LOS CAMBIOS FISIQLOGICOS ASOCIADOS A LA
QUIMIO-RESISTENCIA EN LEISHMANIA. (REVISION INVITADA)

INTRODUCCION

Las infecciones producidas por parasitos constituyen un problema de salud publica en paises de
clima tropical y subtropical. Estas infecciones afectan el estado fisico, psiquico y social de las
comunidades que las padecen (Evans y Albornoz, 2000) y a excepcion de la Antartida, el resto de
las zonas geograficas del mundo se consideran en riesgo (OMS, 2002).

Millones de personas estan infectadas por diversas parasitosis. En el caso de la leishmaniasis,
padecimiento que nos ocupa, se calcula que unas 350 millones de personas en el mundo estan
en riesgo de contraer la enfermedad, con unas 12 millones de personas afectadas y una



ocurrencia anual de 1,5 a 2 millones de casos de la forma cutanea y 500.000 casos de la forma
visceral (Croft y col, 2006).

Leishmaniasis es el término que se refiere a las expresiones clinicas de la dolencia causada por al
menos 20 especies diferentes de un parasito intracelular obligado del género Leishmania, que
se aloja en las células del sistema fagocitico monocitico. Doce de estas especies afectan a los
humanos. Es una enfermedad endémica propia de nichos ecoldgicos que incluyen desiertos y
selvas tropicales en las areas tropicales y subtropicales y en el sur de Europa, asi como areas
rurales y sub-urbanas (Locksley, 1994 Zerpa y col, 2003; Croft y col, 2006).

Desde el punto de vista epidemiolégico la leishmaniasis se considera una zoonosis transmitida
por animales pequenos, silvestres o domésticos al hombre, por la picada de la hembra de la
mosca de arena (Lutzomyia), de la cual se han descrito 30 especies diferentes (Mendoza-Ledn y
col, 1996). En algunas areas del mundo como en La India, se considera que la leishmaniasis es
una antroponosis, donde los humanos son también hospederos incidentales (OMS, 2001). Segun
datos de la Organizacion Mundial de la Salud, en los ultimos 15 afos la incidencia de
leishmaniasis ha aumentado 42 veces; actualmente constituye la segunda causa de muerte a
nivel mundial, causada por enfermedades parasitarias. El vertiginoso aumento de la frecuencia
de leishmaniasis se correlaciona con el riesgo de co-infeccion con el virus de inmunodeficiencia
adquirida, principalmente en paises del sur de Europa, africanos y asidticos, donde las terapias
retrovirales contra el virus de inmunodeficiencia adquirida no estan disponibles (o son
insuficientes), debido a su alto costo para la poblacion local (OMS, 2001). Las diferentes
manifestaciones clinicas de la enfermedad dependen de la especie de protozoario infectante.
Estas entidades clinicas se manifiestan en cuatro formas: cutanea, cutanea difusa, mucocutanea
y visceral, siendo las tres primeras, las mas frecuentes en Venezuela. La patogenia se
fundamenta en la destruccion celular provocada por la ruptura de los ?nidos? de amastigotes
(estadio intracelular en el macrdfago), acompanado de una reaccion inflamatoria muy intensa.
En la forma visceral se altera el funcionamiento de diferentes 6érganos como el higado y el bazo
(Locksley 1994; Neghme vy col, 1999). Estas patologias producen respuestas inmunoldgicas bien
definidas, cuya comprension es Util para impulsar el desarrollo de una inmunoterapia efectiva.

La condicion natural de Leishmania durante su ciclo de vida digenético es alternar entre dos
situaciones extremas a las cuales el parasito debe adaptarse. El hospedero mamifero y el insecto
vector ostentan condiciones fisioldgicas con caracteristicas bioquimicas especificas que difieren
entre si. Entre ellas podemos mencionar temperatura, pH, osmolaridad, y cantidad y calidad de
nutrientes. Este hecho pone de relieve la importancia fundamental de la membrana celular del
parasito en el mantenimiento de la homeostasis celular y la supervivencia de Leishmania dentro
del macroéfago, asi como en el insecto vector (Zilberstein y Shapira, 1994).

El diagndstico de la leishmaniasis incluye aspectos clinicos, epidemioldgicos y parasitoldgicos
entre los que se cuentan la anamnesia, y pruebas inmunobioldgicas, seroldgicas y moleculares;
estas Ultimas permiten la identificacion precisa de la especie de parasito asociado (OMS, 20006),
ya que infecciones concomitantes con, por ejemplo el virus de la inmunodeficiencia humana,
enmascaran las primeras tres pruebas diagnosticas y pueden producir resultados falsos (Tracy y
Webster, 2003).

La caracterizacion genética (Mendoza-Ledn y col, 1996; Ravel, 1998), bioquimica (Rascon 1998;
Sandoval y col, 1998) e inmunoldgica (Locksley 1994: Bogdan y col, 1996) de Leishmania, ha
permitido el avance en la identificacion precisa del parasito causante de la enfermedad y de los
mecanismos de interaccion parasito-hospedero, evasion del sistema inmune y supervivencia
intracelular de estos parasitos. Este conocimiento es fundamental en la busqueda de



herramientas terapéuticas alternativas para el control efectivo de la enfermedad. Desde 1940 se

®

utilizan como medicamentos leishmanicidas los antimoniales pentavalentes Glucantime™ (el

mas utilizado en Venezuela) y Pentostam®, y las diamidinas (Pentamidina); posteriormente se
incorporaron los antimicdticos anfotericina B (como deoxicolato o en forma liposomal) y el
ketoconazol, y los antibidticos paromicina y dapsona, y mas recientemente el analogo de
fosfocolina la miltefosina, primer medicamento leishmanicida de uso oral (Croft y col, 2006). El
tratamiento intravenoso y prolongado, necesario durante la administracion de todos los
medicamentos excepto ketoconazol y miltefosina, produce mudltiples efectos adversos,
incluyendo dolor en el sitio de inyeccion, arritmias cardiacas, erupciones, etc. Los efectos
secundarios a menudo conducen al abandono (parcial o total) del tratamiento por parte del
paciente, escenario que favorece la seleccién de parasitos resistentes a los farmacos. Es decir, que
la toxicidad hepatica y renal exhibida por la mayoria de estos compuestos, y el costo de
tratamiento de alguno de ellos, ha incentivado la busqueda de medicamentos alternativos que
cumplan con las siguientes condiciones: puedan ser administrados en forma oral, produzcan
menos efectos secundarios, y sean menos toxicos y mas economicos (Murray, 2001; Melby, 2002).
El fracaso terapéutico en la leishmaniasis puede estar asociado a multiples factores que
dependen tanto del parasito como del hospedero mamifero. Sin embargo, en la mayoria de los
casos, donde la aplicacion de la gquimioterapia no se traduce en la cura del paciente, la
sensibilidad natural de los parasitos a los medicamentos es baja o, alternativamente, el parasito
infectante expresa quimio-resistencia. La quimio-resistencia es un fendmeno multifactorial
vinculado al aumento en la expresion de las proteinas transportadoras de drogas (MDR por las
siglas en inglés, multidrug-resistant) o glicoproteina-P (P-gp), y (MRP por las siglas en inglés,
multi-drug resistant associated protein). Ambos tipos de transportadores modulan la
acumulacion intracelular de agentes quimio-terapéuticos. Hasta ahora el Unico método
disponible para monitorear quimio-resistencia en parasitos aislados de pacientes es el modelo in
vitro amastigote-macroéfago. Esta es una técnica laboriosa, que requiere de mucho tiempo y es
de alto costo, condiciones gue desestimulan su aplicacion en el laboratorio de rutina. Debido a
elloy al aumento de la incidencia de casos de leishmaniasis que no responden eficazmente a los
medicamentos urge identificar marcadores moleculares de resistencia, faciles de utilizar en el
laboratorio de rutina y que puedan guiar la terapia leishmanicida (Croft, 2006; Natera y col, 2007).
La expresion de quimio-resistencia se asocia a cambios bioguimicos vy fisioldgicos claves para la
supervivencia e infectividad del parasito (Figarella y col, 2003; Ponte-Sucre, 2003), que han sido
exhaustivamente estudiados in vitro (Ponte-Sucre y col, 1997, 1998, Silva y Ponte-Sucre, 2001, Silva
y col, 2001, 2004), e in vivo (Serrano-Martin y col, 2006). No se ha evaluado sisteméaticamente la
ulilidad de estos cambios como marcadores clinicos de la infeccion con cepas resistentes
(Figarella y col, 2003; Ponte Sucre, 2003).

En esta revision proponemos evaluar si propiedades particulares evidenciadas en parasitos de
referencia seleccionados como quimio-resistentes, se presentan tambien en parasitos aislados
de pacientes con fracaso terapéutico. Proponemos adicionalmente un enfoque alternativo del
tratamiento de la enfermedad donde, ademas de las estrategias de proteccion individual, control
del vector y diagndstico adecuado, se incluyan herramientas para el prondstico del éxito de la
quimioterapia de los pacientes infectados con leishmaniasis.

LA LEISHMANIASIS EN VENEZUELA



Venezuela presenta una alta ocurrencia de parasitosis tropicales (MSDS, 2002). Mas aun, en
Venezuela la leishmaniasis es un serio problema de salud publica; asi, durante el periodo 1970 ?
2004 se ha observado un incremento continuo inter-anual de nuevos casos (MSDS, 2004). Las
manifestaciones mas frecuentes son la leishmaniasis cutanea y la mucocutanea (Hirst y Stapley,
2000). Mediante técnicas moleculares se han identificado casos de leishmaniasis cutanea en las
distintas areas endémicas del pais como: los valles del sistermma montanoso de la Costa, la
depresion de Yaracuy, algunas regiones de los Illanos y de los Andes, el sur del Orinoco, la zona
montafnosa y boscosa de Tachira, Mérida, Trujillo, Lara, Miranda y Sucre, ademas de los estados
Carabobo y Aragua (Rodriguez y col, 2001, 2002a). La incidencia de leishmaniasis cutdnea es de
10 casos por cada 100.000 habitantes; la leishmaniasis cutanea localizada representa el 98,8% de
los casos positivos, con la aparicion de una sola lesion en 69% de ellos (MSDS, 2004). La
leishmaniasis visceral es menos frecuente en Venezuela; sin embargo, se han identificado casos
en las zonas rurales y en los terrenos aluvionales por debajo de 7 metros del nivel del mar (Ulrich,
2004).

El Instituto de Biomedicina en su area de atencidn al paciente, atiende casos a nivel nacional
(Zerpa, 2005). Los datos recolectados por su Departamento de Informatica indican que el
numero total de casos a nivel nacional, en el ano 2004, fue de 2489. El sexo masculino es mas
afectado que el femenino (60,7 % y 39,3%) vy los casos se presentan a partir de los 3 afnos de edad.
Formas de Transmision

En la transmision de la leishmaniasis participan mosquitos hematdéfagos de los cuales se han
descrito 30 especies. Su clasificacion taxondmica esta resumida en la Tabla 1 (Mendoza-Ledn y
col, 1996).

Tabla

Clasificacién taxondmica de vectores asociados con la leishmaniasis

Feino Animalia
Subreino Metazoa
Fhylum Arthropoda
Clase Insecta
Orden Diptera
Familia Psychodidae

Sub familia Phlebotominae

Género Phlebetomus
Lutzomyia
Especies: duboscygl, papatasl, perniciosius

fongipalpis, ovallesi, panamensis, yougi,

En el Yigjo Muondo el génern mas comion que siwve de veclor paras Leistmaniz es
FPhisbatormus, mientras que en Aménca es Lifromyds (Mendoza ledn y col, 1536).



En nuestro pais, varias especies de mosquitos estan asociados a la leishmaniasis tegumentaria y
Lutzomyia longipalpis estd asociada especificamente con la transmision de la leishmaniasis
visceral. Diversos nombres populares identifican a estos vectores, i.e, Moscas de arena, Tarayita,
Palomilla y Angoleta. Anatdmicamente se describen de térax arqueado, alas lanceoladas, cuerpo
piloso, patas largas y delicadas, abdomen largo y tubular. Estos insectos son pequefos, miden
entre 1.5 a 3 mm, son de color amarillento y 0jos oscuros. Viven en sitios humedos y sombrios y
tienen actividad crepuscular. Abundan en los meses calurosos y lluviosos. Realizan vuelos cortos
con periodos de reposo, en pequehnos saltos, aunque pueden cubrir distancias largas, en vuelo
fijo direccional. No son comunes en zonas urbanas (Feliciangeli y col, 1998; Feliciangeli vy
Rabinovich, 1998). Las hemlbras son hematoéfagas y necesitan sangre para la maduracion de los
huevos. Luego de la fecundaciéon depositan entre 40 y 70 huevos en un sitio humedo y oscuro
con abundante material organico. En este ambiente se desarrollan las larvas que luego se
transforman a pupas, las cuales se convierten en imagos poco activos (insecto adulto que ha
alcanzado su desarrollo completo y es capaz de reproducirse).

La profilaxis para evitar la infeccion de enfermedades transmitidas por insectos incluye control
del vector (mediante insecticidas de accion residual ? DDT ? en zonas de transmision),
eliminacion de los reservorios o proteccion individual (repelentes varias veces al dia y
mosquiteros) (Curtis, 1992; Neghme vy col, 1999). Es decir, el control eficiente de la densidad de
mosquitos en una zona geografica es fundamental para la erradicacion de la enfermedad. Sin
embargo, no siempre es posible implementarlo en las zonas alejadas de las ciudades y zonas
urbanas y por eso deben buscarse sistemas alternativos de control del vector (Thakur, 2006). En
nuestro pais la profilaxis a nivel del control del insecto vector, lamentablemente ha sido
insuficiente. El estudio del papel del mosquito en la transmision de la leishmaniasis se ha
orientado en dos aspectos. Por una parte, Lerner y colaboradores (1991) analizaron los
componentes de la saliva del insecto y describieron el maxadilan, péptido vasodilatador similar
en estructura a la calcitonina. Estos autores demostraron que en macrofagos cultivados ?in
vitro?, estos péptidos tipo maxadilan inhiben los procesos metabdlicos oxidativos y de
presentacion antigénica propios de los macréfagos, y sugieren que la presencia de maxadilan y
otros péptidos favorecen la inoculacion exitosa del parasito al hospedero mamifero. Asi mismo,
existen evidencias que indican que la saliva del insecto vector exacerba la enfermedad e
incrementa el numero de parasitos (viables) presentes en la lesion (Belkaid y col, 1998). Por otro
lado, Guevara y colaboradores (2001) iniciaron el estudio por biologia molecular de la interaccion
parasito-vector. Para ello utilizaron una linea celular transfectante de Leishmania donovani que
expresa en forma estable marcadores fluorescentes Utiles en la identificacion de la presencia del
parasito en el insecto en condiciones /n vivo. La importancia epidemioldgica de esta metodologia
es de gran relevancia. Finalmente, existen otras formas de transmisién menos frecuentes (en
Venezuela, unos 12 casos en 73 ahos) que ocurren de manera accidental en el laboratorio, por el
contacto inadvertido con un vector infectado debido al manejo inadecuado de cultivos de
parasitos, o por contacto con muestras de animales o personas infectadas, con sangre
contaminada, o por heridas ocasionadas con agujas contaminadas o a través de abrasiones
preexistentes en la piel (Delgado y col, 1996; Reyes Romero y col, 2004). A pesar de su frecuencia
tan baja, es fundamental enfatizar la importancia de utilizar los codigos y reglas de seguridad en
el trabajo que garanticen la integridad y salud de los investigadores en el laboratorio.

CLASIFICACION TAXONOMICA DE LEISHMANIA



Los estudios morfoldgicos, biogquimicos, inmunoldgicos y genético-moleculares, asi como de las
caracteristicas bioldgicas de Leishmania realizados en modelos experimentales han permitido
elaborar una clasificacion taxondmica exhaustiva del parasito. Las especies de Leishmania que
causan la enfermedad en humanos, asi como la manifestacion clinica que producen y la
distribucion geografica se resumen en la Tabla 2 (Locksley, 1994).

Ciclo de vida del parasito

El ciclo de vida de Leishmania se desarrolla entre dos hospederos; Leishmania se comporta
como pardsito intracelular en macréfagos de vertebrados mamiferos y como parasito
extracelular en el tubo digestivo del insecto vector (Figura 1.) Los insectos ingieren sangre de un
mamifero y regurgitan promastigotes en la piel del hospedero; estos son reconocidos por
receptores de superficie de los macréfagos y células dendriticas y son fagocitados. Dentro de la
célula hospedera los parasitos migran al fagolisosoma y se transforman a amastigotes, los cuales
se multiplican intensamente por division binaria. La ruptura de los macroéfagos infectados libera
amastigotes, quienes son fagocitados por nuevos macrofagos; de esta forma se propaga la
enfermedad. Los amastigotes ingeridos por nuevos insectos que chupan sangre de un
hospedero infectado, se transforman en promastigotes en el tracto digestivo del insecto vector,
donde permanecen de cuatro a siete dias, se diferencian a infectivos, migran hacia la valvula
cardiaca y bloguean la probosis del insecto (Molineux y Killick-Kendrick, 1987).

Tabla 2



Especies de Leishmania que causan la enfermedad en humanos

Especies”

Subgénero Leishrmania

Letshmania donovani

L. donevani

L. wlantiim

L. chagas:
Leizhmania mexicana

L maxicans

L srmazonensis

Manifestacién Clinica” Distribucién Geogrifica

LV, (LOPEK, LCYM)

LV {LCWM)

LW (LCRM

LCNM (LCD)

LCHM (LM.LCDLV)

China, Subcontinante |ndio,
FAgia Sudoscedental, Eliopia
Kanya, Sudén,

China, Asia Sudoccidental y
Cantral Oriente Medio,
Europa del Sur, Africa dal
Morte, Eliopin, Sudan
América Ceniral y del Sur

Texaz, México, Aménca
Central y del Sur
Panamsd y América del Sut

Laishmans fropica LEVM (L\V)® Aszia Central, Indm, Asi@
Sudoccidenial,
Orente  Medwa, Turguin,
Grecia, Africa del Narie,
Etiopia, Kenya, Namibi

Lalshmaria major Levi® Asia Central, India, Asia
Sudoceidental,
Oriente.  Medio, Turguia,
Grecla, Afrca del Nore,
EHopia, Kenya, Namibia

Leistmanta setfiomica LCVM (LCD) Etiopia, Kenya

Subgénero Viannia

L. (¥} brazitignsis LCHM (LM} América Central y del Sur

L. {V.) guyarensis LCNM {LM) América det Sur

L. {V.} panamensis LOHM (LM América Central,
Venazuela, Colombia,
Ecuador, Perd.

L. (¥} perirviaina LONM" Pard

® Exister olfas espocies no Estadas que Infectan humanos. " LV, leshmaniasis veceml LDPK
leishmaniasis dérmica post-kals azar, LCVM, leishmanipais  cuthnes del Viejo Mundo, LGHM
leishenaniasls cutdnea del Nuevo Mundo (Americane). LCD lsshmaniasis culdnea difusa; LM,
leistemaniasis mucosa. © L lropics tambign causa ieishenaniasis viscarolrdples y o recidivas.
Drganismos parecidos a [ mafer tambsdn causan leishmaniasts cutdnes dal Nueve Mundo. ® La
leishenanigsis culdned cousada por esta epacie se denomina UTA,. (modificado de Leckakay, 1594)

a Existen otras especies no listadas que infectan humanos. b LV, leishmaniasis visceral: LDPK,
leishmaniasis dérmica post-kala azar; LCVM, leishmaniasis cutanea del Viejo Mundo; LCNM
leishmaniasis cutanea del Nuevo Mundo (Americana); LCD leishmaniasis cutanea difusa; LM,
leishmaniasis mucosa. ¢ L. tropica también causa leishmaniasis viscerotropica y recidivas. d
Organismos parecidos a L. major también causan leishmaniasis cutanea del Nuevo Mundo. e La
leishmaniasis cutanea causada por esta especie se denomina UTA. (modificado de Locksley,
1994).

Las variedades clinicas de la enfermedad estan determinadas por la interrelacion entre el
parasito y su hospedero (tropismo de los parasitos). Las especies de Leishmania que producen
manifestaciones cutaneas y mucocutaneas (dermotropicas) son sensibles a temperaturas
mayores de 35° C y se multiplican Unicamente en areas expuestas de la piel. Las especies que
ocasionan las manifestaciones viscerales de la enfermedad (viscerotrépicas) requieren de 37° C
para su diferenciacion a amastigotes, por lo cual migran a la médula 6sea, el bazo y el higado
(Ridley, 1999:; Dos Reis, 2000; Chang y col, 2003).



Ciclo de vida de Leishmania

e ——
P

Promastigote
Amastigote

Figura 1. Ciclo de vida de Leishmania. El ciclo de vida comienza cuando el hospedero recibe la
picada del insecto infectado. Los parasitos son inoculados a la piel y fagocitados por macréfagos
y células dendriticas, en donde la forma intracelular del parasito (amastigote) se replica. La
ruptura de los macrdéfagos infectados propaga la enfermedad. Cuando un nuevo insecto ingiere
sangre de un hospedero vertebrado infectado, los amastigotes se diferencian a promastigotes en
el intestino medio del vector donde permanecen de 4 a 7 dias, migran a la valvula cardiaca y
estan listos para re-inocular a otro hospedero.

Caracteristicas morfoldégicas y funcionales de amastigotes y promastigotes

Los parasitos de Leishmania transcurren a lo largo de su ciclo de vida por dos estadios con
caracteristicas morfolégicas especificas. Los amastigotes de forma ovoide o esférica se alojan en
el fagolisosoma (de pH acido) de las células del sistema reticuloendotelial del hospedero. Miden
de 20 a 6,0 mm de largo y 1,5 a 3,0 mm de ancho. Su nuUcleo es redondo y excéntrico, la
mitocondria es rudimentaria y sus septos se continlan con el kinetoplasto en forma de baston.
Los promastigotes (de vida extracelular) son fusiformes; sus medidas varian de 10 a 20 mm de
largo x 1.5 a 3,0 mm ancho, dependiendo de la etapa de diferenciacion, prociclica o inmadura, y
metaciclica o infectiva (Neghme vy col, 1999: Zerpa y col, 2003) en la que se encuentren. Son
flagelados, tienen nucleo central y citoplasma granulado. La superficie celular esta cubierta de
lipofosfoglicanos. Presentan un kinetoplasto cercano al bolsillo flagelar. Se alojan en el tubo
digestivo del insecto vector y es el estadio que puede mantenerse en los cultivos in vitro. Esto
quiere decir que durante su ciclo de vida, Leishmania estd expuesta a condiciones fisicas y
guimicas que supera debido a su capacidad de adaptacion y a la activacion de respuestas
fisiologicas que garantizan su supervivencia. El cultivo facil de los promastigotes en condiciones
in vitro ha propiciado el estudio de los sistemas de transporte presentes en la membrana
plasmatica, probablemente involucrados en la respuesta rapida y eficiente de los promastigotes
a los cambios ambientales, para mantener su homeostasis y promover la diferenciacion del
parasito. Asi, se han descrito: a) varias ATPasas de membrana asociadas a la generacion y
mantenimiento del potencial de membrana, la regulacion de calcio intracelular, el
mantenimiento del pH y homeostasis osmotica (Zilberstein y Dwyer, 1985; Bakker-Grunwald,
1992; Jiang vy col, 1994 Vieira y Cabantchik, 1995; Marchesini y Docampo, 2002; Rodriguez y col,

2002b), b) un sistema de transporte de Rb ™8 isosmatico sensible a amilorida (Blum, 1992; Suffia y



col, 1997) y ¢) canales anidnicos inespecificos (DiFranco y col, 1995). Ademas se ha demostrado la
sensibilidad de Leishmania sp. a bloqueantes de canales de K* dependientes de ATP, de canales

de Na" e intercambiador de Na*/H" y canales de clorruro (Ponte Sucre y col, 1998). Por su parte,
en la década de los noventa se demostré que la disminucion del pH a 55y el aumento de la
temperatura de incubacion por encima de 35 °C promueven la transformacion de promastigotes
a amastigotes en varias especies de Leishmania. La forma obtenida del parasito ha sido
denominada famastigotes axénicos? (Zilberstein y Shapira, 1994; Ismael y col, 1998). El analisis
comparativo de ambos estadios de desarrollo ha permitido comprobar que Leishmania expresa
enzimas del Ciclo de Krebs, del metabolismo glicdlitico, alanil-aminopeptidasas, aspartil
proteinasas, cisteina proteinasas, fosfodiesterasas, fosfoquinasas, metaloproteinasas, proteasas, y

diversas ATPasas (H*; Ca*? Na*-K*), que contribuyen al mantenimiento de la homeostasis celular
(Benaim y col, 1987, 1998:; Vercesi y col, 1990; Rascon 1998 y 2001; Rodriguez y col, 2002b; Valdivieso
y col, 2001); muchas de ellas presentan caracteristicas Unicas que varian con el estadio del ciclo
de vida del parasito.

MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA LEISHMANIASIS

La patogenia de la leishmaniasis se debe a la destruccion celular provocada por la ruptura de los
nidos de amastigotes acompafiada de una reaccion celular inflamatoria muy intensa. Se han
descrito cuatro formas de leishmaniasis de acuerdo a la localizacion de las lesiones: leishmaniasis
cutanea (LC) que produce ulceraciones en la piel expuesta, usualmente es autolimitante y
confiere inmunidad. La leishmaniasis cutanea difusa (LCD) es rara, pero puede ser grave cuando
el sistema inmune no reacciona a la infecciéon. La leishmaniasis mucocutanea (LM) o (Espundia
en Peru) se caracteriza por Ulceras en piel que se extienden a las mucosas de la nariz, boca y
faringe, destruyendo el tejido. Es incapacitante y desfigurante, limita el habla. Finalmente, la
leishmaniasis visceral (LV) o kala azar es la mas severa, produce fiebre, pérdida de peso,
hepatomegalia y esplenomegalia. Debido a la inmunosupresion que produce favorece la
aparicion de tuberculosis, neumonia y diarrea. Tiene alta mortalidad incluso con tratamiento
(Locksley, 1994; Neghme y col, 1999; Barret y col, 1999). En el Nuevo Mundo, la enfermedad es
denominada leishmaniasis cutdnea americana. Existen individuos inmuno-competentes con
leishmaniasis cutanea localizada que presentan una respuesta inmune celular adecuada vy
lesiones bien definidas. Por otro lado, se encuentran individuos que presentan una anergia
selectiva frente al parasito, la cual conduce a la diseminacion del mismo y de la enfermedad y
gue al final resultan con leishmaniasis cutanea difusa, de frecuencia muy baja (Bryceson, 1972).
La leishmaniasis tiene un amplio espectro clinico, histopatoldgico e inmunoldgico (Convit, 1974;
Convit y col, 1993). En la leishmaniasis cutanea localizada, la lesiéon primaria es una papula
eritematosa que aparece de dos a ocho semanas después de la picadura del insecto vector, crece
lenta y progresivamente, evolucionando a una o varias Ulceras, las cuales aparecen,
fundamentalmente, en las partes expuestas del cuerpo. Presentan bordes irregulares y son
indoloras. Muchas de las Ulceras involucionan sin tratamiento en un lapso de 8 meses,
especialmente las ocasionadas por Leishmania mexicana. Por su parte, en las infecciones por
Leishmania braziliensis aparecen lesiones cutaneas acompanadas de linfoadenopatias. Las
cicatrices, consecuencia de las Ulceras, son moteadas, deprimidas y nacaradas (Reyes Romero y
col, 2006). La leishmaniasis cutanea difusa es una variedad clinica descrita en Etiopia, Brasil,
México y Venezuela. Evoluciona en brotes. Las lesiones son de aspecto nodular, semejantes a las
observadas en la lepra lepromatosa. Aparecen en la piel de forma diseminada y tienen tendencia



a generalizarse. Compromete toda la superficie cutanea, excepto el cuero cabelludo y la region
inguinal (Reyes Romero y col, 2006). Por ultimo, en la leishmaniasis mucocutanea, después de
una lesién cutdnea inicialmente curada, se afectan especialmente la laringe, el septum nasal, la
mucosa oral, etc. El tiempo entre una y otra localizacion puede ser de afos. Las lesiones son
destructivas y se inician con una infiltracion del septum nasal. En esta forma de leishmaniasis se
afecta la respiracion, la deglucidén y la fonacion. Como consecuencia, los pacientes son propensos
a sufrir infecciones respiratorias y destruccion tisular deformante (Reyes Romero y col, 20006).
Histolodgicamente se observa que la primera reaccion en el sitio de inoculacion, es un infiltrado
de histiocitos llenos de paréasitos, el cual aumenta de tamano para dar cabida a la creciente
cantidad de parasitos. Posteriormente, se forma un infiltrado de neutrdfilos y por Ultimo ocurre
necrosis. Poco a poco estos histiocitos quedan sin parasitos y se convierten en células
epitelioides, después de lo cual la reaccion madura a granuloma. Durante esta transicion
aparecen en el exudado cantidades cada vez mayores de linfocitos y plasmocitos, en tanto que a
lo largo de los vasos linfaticos de drenaje se forman lesiones satélites. La cura comienza entre los
3 a 6 meses de la aparicion de la lesion, y se completa dentro un afo o mas (Connor y Gibson,
1992).

La variedad de las manifestaciones clinicas de la enfermedad depende del desarrollo de
inmunidad especifica mediada por células, la hipersensibilidad retardada a numerosos
antigenos del parasito y el diagnostico diferencial con otras entidades clinicas como piodermitis,
sifilis, lepra, tuberculosis cutanea, histoplasmosis, entre otras, que cursan con lesiones cutaneas o
mucosas (Reyes Romero y col, 2006).

Pruebas diagndsticas, identificacidon de especies

El diagndstico definitivo de la leishmaniasis se fundamenta en la presencia del parasito en las
lesiones de los pacientes vy la identificacion de la especie a la cual pertenece el parasito. A nivel
clinico se diagnodstica en el paciente la presencia de lesiones, signos y sintomas. A nivel
epidemioldgico, se analiza si la zona donde vive el paciente pertenece a alguna de las areas
endémicas conocidas. Por Uultimo, a nivel del laboratorio se utilizan diversos métodos de
identificacion. Por ejemplo, se utiliza la tincion con Giemsa o el colorante de Romanowski para
identificar los parasitos en cortes del tejido infectado, o el cultivo in vitro y la infeccion de
animales con tejidos aislados de los pacientes. Como métodos inmunoldgicos de identificacion
de los parasitos, se utilizan ensayos seroldgicos (inmunofluorescencia indirecta, ELISA,
aglutinacion) y pruebas de inmunidad celular (proliferacion linfocitaria, sintesis de citoquinas y la
prueba de hipersensibilidad retardada, especifica para Leishmania). Sin embargo, en la
actualidad el método mas utilizado es la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa
(Rodriguez y col, 1994). Para la identificacion del parasito ha sido necesario desarrollar métodos
muy selectivos y sofisticados, debido a que las especies de Leishmania que infectan a los
humanos son morfoldgicamente similares, y a que co-infecciones como HIV-SIDA,
Criptosporidium, Criptococcosis diseminada, Citomegalovirus o Micobacterias en pacientes que
presentan leishmaniasis, dificultan el diagndstico de esta Ultima. Por ejemplo, se realizan ensayos
de isoenzimas, determinacion de anticuerpos monoclonales especie especificos, reaccidén en
cadena de la polimerasa con sondas especie-especificas, analisis por enzimas de restriccion,
hibridacion con sondas especificas, para identificar el ADN del parasito infectante (Lainson y
Shaw, 1972; Liew y O?Donnel, 1993; Finegold y Baron, 1992; Berman, 1997; Luis y col, 1998; Solbach y
Laskay, 2000; Zerpa y col, 2003, Ulrich, 2004). Las técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa
acopladas a hibridacion de sondas especificas contra ADN del kinetoplasto de Leishmania



mexicana y Leishmania braziliensis, han permitido determinar las principales especies
causantes de la leishmaniasis cutédnea en Venezuela (Rodriguez y col, 1999; 20071; 2005).

FARMACOS UTILIZADOS EN EL TRATAMIENTO DE LA LEISHMANIASIS

El establecimiento de una quimioterapia idénea contra leishmaniasis ha resultado dificil, ya que
el éxito de la misma varia con la especie de Leishmania y la severidad de la enfermedad, el lugar
donde se infecta el individuo y el estado nutricional e inmunolégico del paciente (Ramos y
Brajtburg, 2001). Se han descrito mas de 20 farmacos como eficientes para el tratamiento de la
leishmaniasis; sin embargo, sélo algunos son utilizados en el manejo clinico de esta patologia.
Luego de la confirmacion del diagndstico y dependiendo de la especie encontrada, se inicia el
tratamiento de acuerdo a lineamientos como los que se muestran en la Tabla 3. En Venezuela la
droga de eleccion, independientemente del parasito infectante, es el antimoniato de N-
metilglucamina (Glucantime®) (MSDS, 2004) o la inmunoterapia (Convit y col, 1987). Los
medicamentos mas utilizados contra la leishmaniasis, estan principalmente dirigidos al estadio
intracelular del parasito. El Glucantime (Figura 2A) fue descrito en 1912 y el estibogluconato
sodico ha sido utilizado desde 1945. Algunos autores proponen que el mecanismo de accion de
estos farmacos esta asociado al bloqueo de la glicdlisis, el metabolismo de acidos grasos vy la
formacion de ATP. También, se ha propuesto que los antimoniales bloquean la formacion de
grupos sulfihidrilos de enzimas reguladoras de la actividad metabdlica del parasito en los
glicosomas (Tracy y Webster, 2003).

Medicamentos de primera linea
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Figura 2. Medicamentos utilizados contra leishmaniasis 1: Estructuras quimicas de (A) N-metil
glucamina (B) Anfotericina By (C) Pentamidina.

Los farmacos son altamente toxicos (Tabla 4). Adicionalmente, algunos pacientes no responden
al tratamiento patentado, presentan recidivas 0 muestran resistencia a estos medicamentos, y



finalmente, los enfermos con leishmaniasis cutanea difusa no responden a ninguna forma de
guimioterapia (Ouellette y col, 2004). Mas aun, una de las principales causas del fracaso de los
tratamientos, es la frecuencia de casos que expresan resistencia a los medicamentos (Ouellette y
col, 2004). Por ejemplo, en la India existen zonas (El Bihar) donde 30-65% de los casos tratados de
leishmaniasis visceral son resistentes al Glucantime, con la consecuente aparicion de cepas de
Leishmania donovani resistentes a los antimoniales (Croft y col, 2006). Otro farmaco muy
utilizado desde 1960 es la anfotericina B (Figura 2B). Este es un antibidtico poliénico que se

administra por via parenteral como deoxicolato, y desde 1997 en liposomas (Ambisome®). Este
farmaco altera la permeabilidad de la membrana celular al unirse a grupos esteroles y formar

poros, aumentando la salida de K*. La anfotericina B presenta una actividad selectiva contra
Leishmania y Tripanosoma cruzi. Sin embargo, su uUso en regiones endémicas tiene como
limitaciones el costo del tratamiento, las dificultades de administracion y su toxicidad. Como
alternativas de tratamiento de segunda linea se utilizan la pentamidina (Figura 2C) vy la
paromicina (Figura 3A), desde 1987, y el ketoconazol (Figura 3B) y la dapsona, mas recientemente.

Medicamentos de segunda linea y orales
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Figura 3. Medicamentos utilizados contra leishmaniasis 2. Estructuras quimicas de (A)
Paromicina (B) ketoconazol y (C) Miltefosina.

La pentamidina es una diamidina que blogquea la sintesis de poliaminas y del ADN del
kinetoplasto del parasito; tiene un espectro relativamente amplio y es eficaz en la leishmaniasis
visceral y la tripanosomiasis. Por su parte, la paromicina es un aminoglicésido que bloguea la
sintesis de proteinas al disminuir la transduccion de ARNmM. El ketoconazol (imidazol) es un
antimicdtico gque bloquea la C-14 desmetilasa, alterando la funcion de la membrana, y la dapsona
es un antimetabolito. Ambos se utilizan como alternativas orales o topicas en casos de
leishmaniasis cutanea.

Tabla 3



Farmacos utilizados en el tratamiento de la leishmaniasis

Sindrome clinico, droga Via de administracidn Régimen

Leishmaniasis visceral
Frimera linea

Antimonie pentavalente I, T 20 mg Sbwig qd por32 d

Anfotencina B, formulacion lipidica Y 1-5 mgig qd (total:
usualmente 15-21 mgskg).

Altematias parentersles

Anfotencing B (deoxical ato) I 0.5-1 mgfkg qod o gd
(total: usualmente 15-20
mgHg).

Sulato de paramaomicina I, T 15-20 mgsfkg qd por 21 4.

Izotionate de pentamidina I, Tha 4 mgftig qod o tres veces al

dia hasta un total de 7 dias

Altematias ordles

Miltefosina o En el pais a partir de 2006
2,5 mg/d por 28 dias
Leizhmaniasis Cutanea
Primera linea

Antimonio pentavalente I, T 20 mg Sbwikg qd pordd d.
Altematias parentersles
Isetionate de pentamidina I, T 2 mgig qod G dosis o

2 mg/g qod por 7 dosis.
Anfotencing B (deoxical ato) InF 0.5-1 mgfkg qod o qd

(total: hasta 20 mgftg).
Altlematiws oxes

Fetoconazol Tapico G600 magsd por 28 d.
Itraconazol Wi 200 mg bid por28 d.
[Lrapsona o 100 masbid por S semanas.
Miltefozina WO 2.5 mgidia por22 dias

Leishmaniaiz Mucocutanes
Primerg linea

Antimonio pentavalente I, T 20 mg Sbwig qd por 33 d.

Altematias parenleales

Anfotencing B (deoxcalato) I 1 mgig qod o qd (total:
usualmente hasta 20-40
mafkg).

Isotionate de pentamidina I, T 2-4 mgig qod otresweces ala
Semana

I intravenosa, IM: ikrAmuscular, YO:via oral; qd: cada dia; gqod: dia por medio; bid; dos
wveces al da (modificade de Tracy v Wiebster, 2002

En esta Jltima se ha probado ademas la administracion sistémica de nifurtimox,
deshidroemetina, rifampicina junto con isoniacida, metronidazol, cotrimazol, alopurinol e
itraconazol. Sin embargo, la eficacia de estos farmacos no esta del todo demostrada (Anadon,
Martinez-Larrafaga, 2005: Croft y col, 2006; Consigli y col, 2006). En 1980, cuando estaba en
evaluacion para su uso como antineoplasico (Escobar y col, 2001), se demostrd la actividad
antiparasitaria de la miltefosina (Figura 3C) in vitro contra amastigotes de Leishmania alojados
en macrofagos y en modelos de infeccion en ratones. En 2002, se aprobd su uso como primer
farmaco oral activo la leishmaniasis visceral en la India y en 2005 fue aprobado su uso contra
leishmaniasis cutdnea en Colombia. Es un alquil-fosfolipido y se ha postulado que su mecanismo
de accion se debe a que altera el metabolismo de estér-lipidos. Los estudios pre-clinicos sugieren
mas de un 95% de cura total en casos de leishmaniasis visceral y entre 53-91% en la forma
cutanea. Como efectos adversos la miltefosina produce véomitos y diarrea hasta en 60% de los
pacientes y aumento reversible de las transaminasas y de la creatinina. Esta contraindicado en
mujeres embarazadas y se deben tomar medidas de control anticonceptivo durante el
tratamiento, e incluso 60 dias después (Croft y col, 1987; Eibl y Unger, 1990; Croft y Coomls, 2003;
Soto y col, 2004; Phillips y Stanley, 2006). Lamentablemente el tiempo de vida media de este



medicamento, relativamente largo, favorece la seleccion de parasitos quimio-resistentes, al
menos en condiciones in vitro (Pérez-Victoria y col, 2003; Croft y col, 2006).

En resumen, la farmacopea en contra de leishmaniasis, estd constituida por los mismos
medicamentos utilizados desde comienzos siglo pasado, exceptuando la miltefosina (Urbina,
2006). En Fase Il de evaluacion clinica se encuentran actualmente el imiguimod
(inmunomodulador), y una combinacion de paromicina con gentamicina y surfactantes, para
uso topico (Buates y Matlashewski, 1999; Croft y col, 20006).

Tabla 4

Efectos adversos de los farmacos mas usados en el tratamiento de leishmaniasis

Efectos Antimeniales Pantamidina Anfotericina
=]
Gastrointestinales * + +
Hepatotoxicidad + (rara) + *
Hipemea * + +*
Cefalea + + +
Anemia + (raro) + +
Trombocitepenia + + +
Mefrotoxicidad + (rarg) + + (reversible)
Fiebre * + +
Leucopenia leve + + +
Erupcién cutanea +* = +
Hipotensién + - +
Tromboflebitis - + +
Neutrepenia - + +
Encefalopatia - + *
Mialgia ¥ - -
Rigidez muscular + -
Alteraciones en + - -
ECG
Edema Facial ¥ -
Pancreatitis aguda + {rare) -
Taquicardia - -
Sincope -

Hipocalcemia -
Sabeor metalico -
Brencoespasme - -
Diabetes - + -
Se resalta en azul los efectos adversos que aparecen con los Yres farmaces v en rosado los
efectos caracteristicos de pantamidina (Recopilado de Rosenthal y Golsmith, 2007, Tracy y
Wehstar, 2003)
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La disponibilidad reciente de la secuencia gendmica de Leishmania ha favorecido la
identificacion y validacion de nuevas dianas quimio terapeuticas. Es por esta razén que en la
actualidad se estdn ensayando exhaustivamente inhibidores de la biosintesis de ergosterol
(Roberts y col, 2003), de diversas cisteinas-proteasas (Ponte-Sucre y col, 2006, 2007), del
metabolismo del pirofosfato (Yardely y col, 2002), de la sintesis y metabolismo de la tripanotiona
(Heby y col, 2007), de la incorporacion de purinas y de la sintesis de fosfolipidos (Heby y col, 2007).
Adicionalmente se han probado donadores de oxido nitrico (Léopez-Jaramillo y col, 1998) vy
extractos de plantas medicinales (Plock y Presber, 2001, Ponte-Sucre y col, 2007). En un modelo
experimental de leishmaniasis cutdnea, se comprobd una alta eficacia de cura por el
pamidronato, un bifosfato que inhibe la farnesil pirofosfato sintasa (Rodriguez y col, 2002¢). El
lento desarrollo de estos farmacos se debe fundamentalmente a la falta de estimulos
econdmicos que ellos representan para la industria farmacéutica (Urbina, 2006). Por otra parte,
se ha evaluado la posibilidad de realizar inmuno-terapia utilizando factores de virulencia como la
glicoproteina gp63 (proteasa de superficie o leishmaniolisina en la Leishmania mexicana), la
glicoproteina gp46/M2 y el complejo de proteinas protectoras P8 en el género Leishmania



pifanoi, entre otros (Overath y Aerbischer, 1999). En Venezuela, se ha desarrollado una
inmunoterapia basada en cultivos de promastigotes muertos que se inyecta junto con la vacuna
contra la tuberculosis del bacilo Calmette Guerin (BCG) como coadyuvante. Mediante este
procedimiento se han obtenido porcentajes de cura, similares al tratamiento con antimoniales
pentavalentes (Convit y col,1987; 2004 y 2005).

En conclusion, el fracaso terapeutico contra la leishmaniasis tiene causas diversas. Algunas estan
relacionadas con los farmacos, como son las propiedades farmacocinéticas, el uso de dosis sub-
optimas, el costo del tratamiento vy la toxicidad de los compuestos. Las causas relacionadas con el
parasito incluyen la guimio-resistencia y la tolerancia. Finalmente, las causas imputables al
hospedero estarian constituidas por el estatus inmunoldgico del paciente, la reinfeccion y su
interrelacion con el parasito.

QUIMIORESISTENCIA

La resistencia a farmacos es definida como la disminuciéon de la eficacia a compuestos en una
poblacidn que previamente era susceptible a los mismos. En el caso de los parasitos, esta
definicion asume que se conoce su susceptibilidad inicial, situaciéon que no siempre se cumple
para las cepas de Leishmania (Ponte-Sucre, 2003). Existen al menos tres mecanismos celulares
asociados a la expresion de quimio-resistencia: amplificacion de los genes de la enzima blanco
del farmaco (Beverley y col, 1984); cambios estructurales y funcionales de las enzimas blanco de
las drogas (Chen y col, 1987) y disminucion de los niveles intracelulares de la droga a través de
transportadores especificos (Ellenberger y Beverley, 1989). Concretamente, los transportadores
ABC (por ATP binding cassette) (Fig. 4), utilizan energia de la hidrélisis del ATP para disminuir los
niveles citoplasmaticos de sus sustratos y uno de los representantes mas estudiados en la
superfamilia de transportadores ABC, asociado a quimio-ressitencia, es la glicoproteina P ([P-
glicoprotein, P-gp], o MDR por las siglas en inglés, multi drug resistance) (Borst y Ouellette, 1995).

Moléculas ABC asociadas a resistencia a
drogas en Leishmania
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Figura 4. Modelo esquematico propuesto de las caracteristicas de funcionamiento de MDR y
MRP.

En Leishmania se han descrito dos tipos de quimio-resistencia, la natural, como la que presenta
Leishmania braziliensis al ketoconazol, y la adquirida, que surge cuando los parasitos son
expuestos a dosis sub-optimas de farmacos que seleccionan los parasitos aptos para vivir en esas
condiciones de stress (Quellette y col, 2004; Croft y col, 2006). Dos clases de genes relacionados
con moléculas ABC de transporte de drogas se han identificado en Leishmania (Tabla 5) (Ponte-
Sucre, 2003). Un tipo en el cual los parasitos resistentes presentan amplificacion del circulo H. Las
proteinas de transporte codificadas en el ciirculo H son diferentes a las P-gp asociadas a
transporte de drogas descrita en células de mamiferos que expresan el fenotipo MDR (Quellette
y col, 1990) y se denominan proteinas tipo MRP (por multidrug resistance associated protein). El
otro tipo de genes, se asocia a la expresidon de proteinas de transporte que confieren fenotipos
similares al MDR (Hendrickson y col, 1993) (Figura 4).

Al igual que en células tumorales, la quimio-resistencia en Leishmania ha sido asociada a una
disminucién de la acumulacion celular de farmacos, mediado por transportadores de
membrana tipo ABC (Higgins, 1992). Adicionalmente, ocurren cambios de permeabilidad de
memlbrana gue involucran a su vez cambios funcionales y bioquimicos adicionales.

Tabla 5



Genes asoclados a quimio-resistencia en Leishmania

Especies Genes Resistencia a Resistencia
cruzada
vinblastinag adriamicing
L. amazomensis Lamdr' vinblastina

doxorrubicing
actinomicina-0J

KDMA? pentamidina
L donovani Gen de la ribo hidroxiurea
nucleotido reductasa
Gen de NAGT? tunicamicina
dnTH . 1 tuberimicina
Idmary® vinblasting puromicina
antraciclina
metotrexato =
IMPDH" acido
: micofendlico
L. enretti Lamdr vinblastina Puromicina
L. infantum circulo-H® metotrexato
L. major eirculo-H primaguina } metotrexals
terbinafina
s081" terbinafina
itraconazol
TOR™ tubericiding
Tug2a" tubaricidina
DHFR-TS" antifolatos
PTR1"™ antifolates
L. larenlofas circulo-H mealotrexato
ftpgpA-E™ vinblasgtina ‘L
arsenita J
antimoniales
gsh™ arsenito
Cyb™ antimicina-A
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1.5, 7y 13, genes asociados con P-gp para cada especie. 2, DA del kinetoplasto. 3, MAGT,
n-acetiglucosamina-1-fosfato-transfarasa, 4. transportador ATPFADP. 6, inosing monofosfato
deshidrogenasa. B, genes extracromasdmicos. 9, escualeno sintatasa 10, locus de resistencia
a nuchedsido téwbon, 11, lecus de hipersensibiidad a allopuringd, 12, dihidrofolato reductasa. 13,
ptaridina reductasa. 14, primer gen homdblogo desento’ #n Leishmania de P-gp. 15, gamma
gluaniicisteina sintetasa. 16, apocitocromo b 17, gen de resistencia a metrotexato y ofros
folatozs. 18, gen homéloge de P-gp (modificade de Pante-Sucre, 2003}

Por ejemplo, Leishmania mexicana resistente a anfotericina B y pentamidina presenta
alteraciones en los niveles de acidos grasos saturados y por ende en la fluidez de la membrana
(Mbongo vy col, 1998), asi como en la actividad de enzimas mitocondriales y expresion de
lipofosfoglicanos (Basselin y Robert-Gero, 1998). Estos cambios no necesariamente son una
consecuencia directa del aumento de la expresion de los transportadores ABC. Los mecanismos
de quimio-resistencia caracteristicos pueden ser multiples y no ser exclusivos para un solo tipo
de droga. Es decir, se pueden generar reacciones cruzadas con otros farmacos, hecho que
sugiere la coexistencia de multiples mecanismos de resistencia en la misma célula, actuando de
forma sinergistica. Adicionalmente, existen una serie de parametros fisiolégicos que se
modifican en parasitos quimio-resistentes (Fig. 5). Ademas del incremento de la expresion de los
transportadores MDR y MRP, se ha descrito la disminucion de la expresion de la enzima fosfatasa
acida, del marcador de metaciclogénesis meta-1y de los lipofosfoglicanos de superficie, asi como
de la incorporacion de folato y nucledsidos (Ponte-Sucre, 2003). Finalmente, a nivel intracelular se
ha descrito en Leishmania un aumento de la fosforilacion de tubulina, de los niveles de pterina y
tripanotiona y de la actividad de dihidrofolato reductasa y timidilato sintetasa (Ponte Sucre,



2003). Estos cambios sugieren una modificacion de la fisiologia del parasito que podria ser
explotada como herramienta de prondstico de la terapia planteada.

Cambios funcionales asociados a resistencia a
drogas en Leishmania
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Figura 5 Eventos fisioldgicos asociados con quimio-resistencia en Leishmania que pudieran
estar relacionados con un ?costo de adaptacion?. Las flechas moradas indican si el parametro
aumenta o disminuye en el parasito resistente.

COSTO DE ADAPTACION EN LEISHMANIA, VINCULOS CON LA QUIMIO-
RESISTENCIA

Debido a su flexibilidad, Leishmania adapta su metabolismo e infectividad a diversas
condiciones de estrés, como es el caso de la presidn constante de dosis sub-optimas de farmacos
(Garcia y col, 2000; Uzcategui y col, 2005; Machuca y col, 2006). Como consecuencia, el parasito
desarrolla quimio-resistencia. Al igual que los virus y las bacterias, los parasitos implementan
mecanismos para adaptarse a las diferentes condiciones adversas en las que les toca vivir y
sobrevivir en ellas exitosamente (por ejemplo hacerse quimio-resistentes). La implementacion de
estos mecanismos implican un costo de adaptacion que en la literatura internacional se
denomina en general ?fitness cost? (Natera y col, 2007). En Leishmania, el concepto de ?fitness
cost? describe con frecuencia asociada a cambios en la virulencia, marcador fundamental para la
supervivencia y patogénesis del parasito, tanto en el vector como en el hospedero (Beverley,
2001). El concepto de ?fitness cost? también se ha relacionado en Leishmania con la inducciéon
de muerte celular programada qgue ocurre luego de ser inoculados los parasitos al hospedero
mamifero; en este caso, el costo de adaptacion se interpreta como una manera de permitir la
supervivencia del ?mas apto? y garantizar la transmision al préoximo hospedero (Debrabant y
Nakhasi, 2003). Como mencionamos anteriormente, el Unico método confiable para monitorear
guimio resistencia en pardasitos aislados de pacientes es el modelo in vitro amastigote-
macrofago. Debido a que ésta es una técnica laboriosa y costosa, asi como al aumento de la
incidencia de casos de leishmaniasis que no responden eficazmente a los medicamentos, urge



identificar marcadores moleculares de resistencia faciles de utilizar en el laboratorio de rutina y
gue puedan guiar la terapia leishmanicida (Croft, 2006; Natera y col, 2007). Los cambios
funcionales que ocurren en Leishmania como consecuencia del desarrollo de quimio-resistencia
pudieran ser el resultado de un costo de adaptacidn y su evaluacidn sistematica podria
orientarnos a identificar si los mismos pudieran ser usados como marcadores clinicos de la
presencia de cepas resistentes en los pacientes infectados (Ponte Sucre, 2003; Natera y col, 2007).
Debido a ello, en el Laboratorio de Fisiologia Molecular hemos identificado fendmenos
multifactoriales: genéticos, bioenergéticos y funcionales, que constituyen cambios que
acompafan al desarrollo de resistencia del parasito en modelos de infeccidn. Los resultados
sugieren que los parasitos resistentes cambian sus preferencias metabdlicas, la expresion de
proteinas de superficie y su capacidad de diferenciaciéon e infectividad con la finalidad de
mantener el fenotipo quimio-resistente. Seria interesante desde el punto de vista farmacoloégico
validar los resultados obtenidos en el laboratorio con estas cepas de referencia mantenidas en
cultivo, en aislados de parasitos de lesiones de pacientes con su fenotipo silvestre intacto. Es
decir, demostrar si los pardasitos silvestres presentan algunas de las caracteristicas evidenciadas
en los parasitos de referencia seleccionados como quimio-resistentes. Para efectos de esta
revision mencionaremos algunas de estas herramientas que consideramos podrian ser las mas
valiosas por la sencillez de las metodologias de evaluacion y su posible utilidad en el laboratorio
de diagndstico. Los eventos celulares que acompafan a la resistencia a drogas en Leishmania
incluyen el aumento de la expresion de transportadores ABC, quienes modulan la salida y el
transito intracelular de los agentes quimioterapeuticos, cambios en la diferenciacion y la
virulencia de la célula y cambios en vias metabdlicas especificas del parasito. La evaluacion de
algunos de estos eventos es relativamente facil y representan métodos rutinarios de laboratorio
por lo cual seria extremadamente importante evaluar si cambios en la expresion de marcadores
celulares se correlacionan con la expresion de resistencia a drogas en pacientes.

La acumulacion celular de la calceina y su derivado hidrofébico la calceina-acetoxymetil ester
(CAL AM), asi como su inhibicidn por compuestos especificos como el verapamil permiten
cuantificar la actividad de los transportadores ABC. Se ha propuesto que el aumento de la
actividad de estos transportadores es confirmatorio del concepto de resistencia a drogas; sin
embargo, en cepas de referencia de Leishmania se ha demostrado que estos sistemas estan
constitutivamente expresados (Essodaigui y col, 1994; Machuca y col, 2006), y no necesariamente
validan el fenotipo de quimio-resistencia en este parasito, es decir, que no necesariamente
representan lo que ocurre en las cepas silvestres. En Leishmania, la diferenciacion celular y
adquisicion de la virulencia, o su equivalente, la metaciclogénesis, es un proceso durante el cual
ocurren cambios coordinados del metabolismo y la morfologia que se correlacionan con la
transformacion de parasitos de no infectivos a infectivos. La metaciclogenesis estd vinculada a
lapsos especificos de la cinética de crecimiento vy a la densidad celular. Cuando los parasitos en
fase logaritmica entran en la fase estacionaria ellos se transforman; la nueva forma recuerda
ampliamente la fase metaciclica de crecimiento. Seria interesante evaluar si alteraciones de la
cinética de crecimiento representan modificaciones en la diferenciacion y la virulencia de la
célulay si existe una asociacion entre estos dos pardmetros y la resistencia a drogas. Por ejemplo,
la cinética de crecimiento de L. amazonensis sensibles a drogas difiere de la cinética de
crecimiento de parasitos resistentes a drogas crecidos bajo la presion de la droga. (Uzcategui y
col, 2005; Machuca y col, 2006). Al ser cultivados en ausencia de la droga, los parasitos resistentes
crecen mas rapidamente que los parasitos salvajes, implicando que tienen una Mmayor capacidad
de replicacion (Bates y col, 2003). Por otra parte, existen evidencias que sugieren que la



resistencia a drogas puede estar asociada a una disminucion de la infectividad en algunas cepas.
Este es el caso de las cepas de L. mexicana resistentes a anfotericina B (Al-Mohamed y col, 2005),
L. mexicana amazonensis resistente a transportadores ABC (Gazola y col, 2001; Silva y col, 2004),
L. (V.) guyanensis resistente a glucantime (Gazola y col, 2001), y L. major resistente a ricino (Elhay
y col, 1990; Cappai y col, 1994). Al contrario, L. mexicana amazonensis resistente a tunicamicina,
una droga no relevante para el tratamiento de la leishmaniasis, expresa una virulencia inmutable
0 aumentada al compararla con la cepa silvestre (Kink y col, 1987; Detke y col, 1988: Sereno y col,
19973, 1997b). Como Leishmania exhibe un amplio rango de velocidad de replicacion, adn en
ausencia de cambios genéticos asociados a quimio-resistencia, la velocidad de replicacion y
cambios de la misma, constituye posiblemente un parametro independiente no vinculado a la
resistencia a drogas por lo cual, el ensayo de crecimiento no seria predictivo de la condicion fisica
del parasito. Los parasitos metaciclicos deben poseer cuerpos pequefnos y delgados (Bates y
Tetley, 1993; Zakai y col, 1997). Sin embargo, las células resistentes en fase estacionaria tienen una
mayor longitud y area que las células sensibles (Prasad y col, 2000, Silva y col, 2001, 2004).
Adicionalmente, las células resistentes en fase estacionaria son mas sensibles al complemento
del suero humano que las células resistentes. Esto sugiere una modificacion de la expresion de
los carbohidratos de superficie (Prasad y col, 2000, Silva y col, 2001, 2004). Finalmente, los
parasitos resistentes expresan menos META-1 que las células sensibles (Silva y col, 2001, 2004).
Este marcador es el producto del gen meta-7 descrito originalmente en L. major (Nourbakhsh y
col, 1996). Este es un marcador muy conservado en las cepas del Viejo y Nuevo mundo y esta
predominantemente expresado en parasitos metaciclicos de Leishmania (Nourbakhsh y col,
1996; Berberich y col, 1998). Seria interesante analizar si en pacientes infectados con Leishmania,
cambios en la expresion de estos marcadores se correlacionan con la ineficacia de la terapia y
con la infeccion con parasitos resistentes.

Muchas vias metabdlicas de Leishmania estan intimamente involucradas con la virulencia del
parasito. Este es el caso de la enzimas pteridina reductasa y tripanotiona reductasa (Figarella y
col, 2003; Ponte-Sucre 2003). No se sabe a ciencia cierta si cambios en la expresion de estas u
otras vias metabodlicas pueden predecir cambios en la célula asociados a la resistencia a drogas.
Por ejemplo, y en relacion a la glicdlisis, se ha descrito que parasitos quimio-resistentes en fase
exponencial de crecimiento utilizan menos glucosa como substrato energético, y presentan una
menor expresion del transportador de glucosa. Sin embargo, los pardsitos en fase estacionaria,
utilizan mas amino acidos como sustratos energéticos que los parasitos sensibles, y tienen
aumentada la actividad de enzimas como la hexoquinasa, la fosfoglucosa isomerasa y

especialmente la glutamato deshidrogenada asociada a NAD" (Blum, 1993, 1994; Uzcategui y col,
2005; Machuca y col, 2006). Se podria postular entonces que la resistencia a drogas activa el uso

de la fosforilacion oxidativa, ya que la glutamato deshidrogenada regulada por NAD™ reorienta
los metabolitos de los amino acidos hacia el ciclo de Krebs (Urbina, 1994). Sin embargo, la
produccion de ATP es similar en los parasitos sensibles y resistentes a drogas (Singh y Lee, 1999).
Esta observacion implica ademas 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
incorporacion de glucosa y por lo tanto no estarian relacionadas con la infectividad de la célula.
Es decir, que la presion continua de drogas induce al parasito a seleccionar vias metabdlicas
especificas que le permiten compensar los defectos primarios producidos por la presion de la
droga; esto implica que estos cambios en las vias metabdlicas no servirian como predictores de
resistencia a drogas. Sin embargo, seria interesante analizar si en aislados de parasitos obtenidos
de pacientes infectados existe una correlacion entre el éxito de la terapia y la infeccién con



parasitos resistentes a drogas y una menor tasa de incorporacion de glucosa durante la fase
exponencial de crecimiento.

Como conclusion final queremos resaltar que la identificacion de marcadores de resistencia en
Leishmania se hace cada dia mas importante debido al incremento constante de la frecuencia
de aparicion de casos de pacientes con fracaso terapéutico por causas imputables al desarrollo
de quimio resistencia de los parasitos infectantes. Su valor de prondstico para el resultado de
tratamiento podria ser muy Util, especialmente si su implementacion fuese confiable,
econdmica y sencilla de implementar en el laboratorio diagnostico.
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