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Actualmente, los parasitos protozoarios son uno de los principales agentes causantes de
morbilidad y mortalidad en el mundo, un problema complicado, ademas, por la apariciéon de
resistencia a medicamentos en estos organismos. La resistencia a medicamentos observada
en parasitos protozoarios se debe a diferentes mecanismos como la disminucién de la entrada
del medicamento a la célula por cambios en el transportador requerido, la pérdida de la
activacion del medicamento por parte del hospedero, las alteraciones en el blanco del
medicamento y la expresion exagerada del transportador multiple de medicamentos o
glicoproteina P (Pgp). En esta revision, nos centramos en: 1) el papel de las glicoproteinas P
(Pgp) de la familia de proteinas ABC (ATP binding cassette) como los transportadores de
multiples medicamentos en la mediacién de resistencia en protozoarios, especialmente en
Leishmania, y en el desarrollo de resistencia cruzada para medicamentos estructural y
funcionalmente no relacionados, y 2) en algunos conceptos relacionados con los mecanismos
moduladores que podrian revertir la resistencia a medicamentos por farmacos y productos
naturales. Numerosos moduladores o quimiosensibilizadores son conocidos por alterar la
capacidad de las glicoproteinas P para mantener concentraciones intracelulares subtdxicas
del medicamento; algunos ejemplos incluyen los bloqueadores de los canales de calcio como
el verapamilo; sin embargo, se requieren altas concentraciones para una inhibiciéon eficiente
y duradera, las cuales producen efectos adversos indeseables. Por tanto, se necesitan mas
investigaciones relacionadas con los moduladores naturales para Pgp, los cuales podrian
presentar menor toxicidad para el hospedero.
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Leishmania: role of P glycoprotein in drug resistance and reversion strategies

Protozoan parasites are important causative agents of morbidity and mortality throughout the
world -a problem further complicated by the emergence of drug resistance in these parasites.
Mechanisms of drug resistance include the following: decreased uptake of the drug into the
cell, loss of drug activation, alterations in the drug target, and over-expression of a well-known
multiple drug transporter proteins. In this review, two critical components of resistance are
stressed: (1) the role of ATP binding cassette proteins, such as P-glycoproteins, in mediating
drug resistance in Leishmania and other protozoans, followed by development of cross-resistance
to many structurally and functionally unrelated drugs, and (2) some concepts concerning the
reversal mechanism of multidrug resistance by drugs and natural products. Several modulators
or chemosensitizers alter the capacity of P-glycoproteins to maintain subtoxic intracellular drug
concentrations. Calcium channel blockers such as verapamil act in this mode; however, high
concentrations are required for an efficient and effective inhibition and, in addition, produce
undesirable side effects. The discovery of new, natural product modulators of P-glycoproteins
is stressed. This category of modulators offer potentially improved efficacy and lowered toxicity
for the mammalian host.

Keywords: Protozoa, Leishmania, multidrug resistance, P-glycoprotein, natural products.
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El género Leishmania comprende alrededor de 30
especies de parasitos protozoos y, al menos, 12
son patégenas para el humano (1,2) (cuadro 1).

El parasito es el agente causal de un grupo de
enfermedades conocidas como leishmaniasis y
que comprometen diferentes tejidos (piel,
mucosas, medula 6sea) y érganos (higado, bazo).
Dependiendo del tejido u 6rgano comprometido
en la infeccion, la leishmaniasis se clasifica en
cutanea (cuando hay compromiso exclusivo de
la piel), mucosa (cuando hay compromiso de las
mucosas, principalmente del tracto naso-oro-
faringeo) y visceral (cuando hay compromiso de
la medula ésea, el higado y el bazo).

La leishmaniasis es una de las enfermedades
“olvidadas” que es endémica en humerosos paises
de Latinoamérica, Asia y Africa; se estima que,
aproximadamente, 20 millones de personas estan
infectadas, 350 millones en riesgo de adquirir la
infeccion y se presentan alrededor de 400.000
nuevos casos por afio (3).

Entre las medidas de control mas importantes en
los sitios en los que el hombre puede estar
participando en el ciclo de transmision se incluyen
el diagnostico y el tratamiento oportuno de los
casos con el fin de disminuir el riesgo de
transmision de la infeccién; sin embargo, se
dispone de muy pocos medicamentos para el
tratamiento adecuado de la enfermedad.

Entre los medicamentos potencialmente efectivos
para el tratamiento de la leishmaniasis estan los
antimoniales pentavalentes (SbV) como el
antimoniato de meglumina (Glucantime®) o el
estibogluconato de sodio (Pentostam®), que han
sido los medicamentos de primera eleccion desde
hace mas de 50 afios para el tratamiento de
cualquiera de las formas clinicas producidas por
cualquiera de las diferentes especies de
Leishmania (4); aunque el tratamiento con SbV
resulta en tasas de curacion superiores al 80%,
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LEISHMANIAY GLICOPROTEINA P

Cuadro 1. Clasificacion y distribucion de las especies de
parasitos del género Leishmania y Sauroleishmania y su
asociacion con las formas clinicas de leishmaniasis.

Forma
clinica®

Subgénero Especie Distribucion?

Leishmania major Viejo Mundo LC

tropica

ethiopica LC, LCD

donovani

infantum LV

mexicana Nuevo Mundo LC

amazonensis LC, LCD

venezuelensis LC

pifanoi LC, LCD

enriettii Nuevo Mundo No patégena
Viannia braziliensis Nuevo Mundo LC, LM

peruviana

panamensis LC, LM

guyanensis

2 LC: leishmaniasis cutanea; LCD: leishmaniasis cutanea
difusa; LV: leishmaniasis visceral; LM: leishmaniasis
mucosa

® Viejo Mundo: Europa, Asia, Africa; Nuevo Mundo: América

¢ Sauroleishmania: ain en discusién si corresponde a un
género independiente al género Leishmania.

la eficacia depende de la especie y cepa de
Leishmania involucrada (5) y se asocia con
efectos secundarios moderados o graves por la
alta toxicidad de estos metales, por requerir una
administracion prologada (20 a 28 dias segun sea
una forma cutanea o visceral, respectivamente)
y por ser de administracién parenteral (intravenosa
para el estibogluconato de sodio e intramuscular
para el antimoniato de meglumina).

Otros medicamentos potencialmente efectivos
son: la pentamidina, la anfotericina B, el alopurinol,
la mefloquina y la miltefosina (4,6-8); estos
medicamentos aunque pueden resultar en
eficacias similares a la obtenida con los SbV,
varia en funcién de la forma clinica de la
enfermedad y de la especie de Leishmania
involucrada. Asi, por ejemplo, el alopurinol y la
mefloquina, que son medicamentos potencial-
mente efectivos contra Leishmania mexicana (9),
no lo son para el tratamiento de la leishmaniasis
cutanea causada por Leishmania panamensis y
Leishmania braziliensis en Colombia y Brasil (10-
12). La pentamidina, aunque similar a los SbV en
eficacia (13,14), su costo es mayor, por lo que no
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constituye una alternativa real para su uso en
paises pobres donde la enfermedad es endémica.

Actualmente, se tiene como candidato a la
miltefosina, un medicamento oral que ha
presentado tasas de curacion superiores al 95%
para casos de leishmaniaisis visceral producida
por Leishmania donovani en India (8,15), al igual
que para casos de leishmaniaisis cutanea por L.
panamensis en Colombia donde se ha observado
una tasa de curacion mayor del 91% a la dosis de
2,5 mg/kg por dia (16,17). Sin embargo, la
efectividad de la miltefosina para el tratamiento
de la leishmaniasis cutanea producida por L.
braziliensis o L. mexicana en Guatemala ha sido
alrededor del 50% (17).

El hecho de que la miltefosina haya sido efectiva
contra L. panamensis pero no contra L. braziliensis
o L. mexicana sugiere que la eficacia varia en
funcién de la especie de Leishmania imvolucrada.
La diponibilidad de la miltefosina como alternativa
terapéutica permanece aun por definirse en paises
como Colombia, donde la leishmaniasis cutanea
es producida por diferentes especies de
Leishmania.

Mientras se define el papel de la miltefosina como
alternativa para el tratamiento de la enfermedad,
el medicamento aceptado hasta ahora continda
siendo el SbV. Sin embargo, el valor clinico de la
terapia con los SbV se esta viendo amenazado
por la aparicion cada vez mas frecuente de
fracasos terapéuticos, principalmente en India
donde, aproximadamente, falla el 50% de los
tratamientos para leishmaniasis visceral con las
dosis estandar de SbV (18). Estas fallas
terapéuticas pueden deberse a variaciones no sélo
en el contenido de SbV en los lotes del
medicamento, como se ha evidenciado previa-
mente (19), sino también por la aparicién de
parasitos resistentes al SbV (8,20-22).

Teniendo en cuenta que en el proceso de
generacién de resistencia a los medicamentos en
los protozoos como Leishmania pueden intervenir
diferentes mecanismos que involucran la accién
de proteinas transportadoras de medicamentos
conocidos como transportadores ABC (del inglés,
ATP Binding Cassette), siendo los mas conocidos
la glicoproteina P (Pgp) y la proteina MRP (del
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inglés, Multidrug Resistance Associated Protein),
la presente revision tiene como objetivo discutir
el posible mecanismo por medio del cual se puede
presentar el fenédmeno de resistencia conferido
por estas proteinas transportadoras de
medicamentos en las especies de Leishmania y
las posibles alternativas para contrarrestar dicha
resistencia.

Resistencia a medicamentos y fenotipo de
multirresistencia

Existen dos grandes manifestaciones de
resistencia a medicamentos en los micro-
organismos: 1) la resistencia intrinseca,
relacionada con la capacidad natural de los
microorganismos para resistir la quimioterapia
inicial, y 2) la resistencia adquirida que se presenta
cuando un microorganismo inicialmente es sensible
al medicamento pero luego se torna moderado o
fuertemente resistente al tratamiento (23).

La resistencia a los medicamentos entendida
como “la capacidad de un microorganismo para
multiplicarse o para sobrevivir en presencia de
concentraciones de un farmaco que normalmente
destruye los microorganismos de la misma
especie o, al menos, previene su multiplicacion”
(24) constituye un impedimento importante para
el control de enfermedades consideradas como
problemas de salud publica en el mundo.

Complicando el panorama del control de las
enfermedades endémicas y prevalentes, la
resistencia que muestran los agentes infecciosos
a los medicamentos no se esta limitando a un
medicamento en particular sino a medicamentos
diferentes, fendbmeno que se conoce como
resistencia multiple a medicamentos. La
manifestacion de resistencia a varios medicamentos
se conoce como fenotipo MDR (del inglés,
multidrug resistance) descrito inicialmente en
células tumorales de mamiferos (25) v,
posteriormente, en bacterias (26-29), protozoos
(29) y hongos (30).

El fenotipo MDR es un caso particular de
resistencia adquirida a medicamentos, observada
tanto in vitro como in vivo, que describe la aparicion
de resistencia cruzada a diversos medicamentos
no relacionados estructuralmente (31).
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Tanto en el cancer como en las enfermedades
infecciosas, el fenotipo MDR se asocia con la
expresion exagerada de proteinas pertenecientes
a la superfamilia ABC, una familia de moléculas
transportadoras de nucleétidos de adenina, funcién
gue se conoce como trafico de ATPasas (32,33).

Los transportadores ABC son polipéptidos grandes
de 140-190 kd. Presentan como caracteristica
estructural el poseer dos unidades homologas,
cada una con seis segmentos transmembrana
(TM) y un sitio de fijacion a nucledtidos (NBD);
las regiones TM fijan la proteina a la membrana
y, probablemente, constituyen el sitio de
interaccion con el sustrato y, por tanto, son los
responsables del transporte del medicamento.

Por su parte, la regién NBD contiene secuencias
de nucledtidos conocidas como motivos Walker
A y B y una secuencia corta conocida como
secuencia ABC que es tipica de los miembros de
la familia ABC (34) (figura 1).

La topologia general de los transportadores ABC
es: TM,-NBD, (31,32); sin embargo, en
Plasmodium, Leishmania, Trypanosoma y
Entamoeba se han informado topologias
adicionales tales como TM-NBD, TM,-NBD y
NBD, (34).

Los transportadores ABC son responsables del
transporte de compuestos (inclusive de

EXTRACELULAR

CITOPLASMA

Asignatura
ABC ——— WALKER B —

— WALKER A Dominio hélice

Figura 1. Estructura del transportador ABC (Pgp). Un
polipéptido (140-190 kd) con dos mitades homélogas, cada
una con 6 segmentos transmembrana y un sitio de fijacion
a nucleétidos (NBD) responsable de la hidrélisis del ATP.
Los dominios NBD contienen los motivos Walker Ay B y
una secuencia corta denominada secuencia ABC.

LEISHMANIAY GLICOPROTEINA P

medicamentos) desde el interior hacia el exterior
de una célula. Al facilitar la entrada y la salida del
medicamento, el transportador permite que las
células o los microorganismos sean capaces de
eliminar las sustancias toxicas derivadas del
medicamento evadiendo asi los efectos
terapéuticos del mismo.

En la familia de transportadores ABC se incluye
la Pgp que es una glicoproteina de membrana
producto del gen mdr1 también conocida como
pg-170, PGP o P-1 (35), y la proteina MRP, una
glicoproteina de 190 kd producto del gen mrp (36).
Se ha propuesto a la Pgp como la proteina
responsable del transporte de diferentes
compuestos hacia el exterior de la célula, que
actua como una bomba de eflujo dependiente de
ATP y que lleva a la disminucién intracelular del
medicamento que estaria en contacto con la
molécula blanco (25).

La Pgp esta constituida por 12 segmentos
transmembrana que forman seis asas con
estructura de alfa hélice en la membrana
plasmatica, las cuales constituyen el sitio de
interaccién con el sustratoy, por tanto, participan
en el transporte del medicamento. Se postula que
las Pgp actuan como bombas capaces de
expulsar drogas en diferentes tipos celulares, ya
que poseen dos sitios de union a ATP en la cara
citoplasmica. La hidrélisis del ATP provee la
energia necesaria para la expulsion de las drogas.

Las proteinas homologas ala Pgpy ala MRP de
las células mamiferas también estan presentes
en hongos como Candida albicans, Saccharomyces
cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe (31),
y en protozoos como Leishmania tarentolae (37),
Trypanosoma cruzi (38) y Plasmodium falciparum
(39). Ademas, en Leishmania tropica se describié
una tercera proteina transportadora perteneciente
ala superfamilia ABC que por presentar una alta
homologia con miembros de la subfamilia ABC A
de mamiferos se conoce como transportador ABC
tipo A (40).

La aparicion de resistencia a los medicamentos
en protozoos se atribuye principalmente a uno o
varios de los siguientes mecanismos: 1)
disminucion de la entrada del medicamento a la
célula hospedera como se observa en la
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resistencia a arsenicales y analogos de purina en
Leishmania majory otras especies (29,30,41) o a
diamidinas en Trypanosoma brucei (29); 2)
inactivacion del medicamento por el hospedero,
por ejemplo, resistencia al metronidazol en
tricomonas (42) y Giardia spp. (43); 3) alteraciones
en la molécula blanco del medicamento, por
ejemplo, sustituciones de aminoacidos en la
enzima dihidrofolato-reductasa-timidilato sintetasa
(DHFR-TS) de P. falciparum lo que le confiere
resistencia a la pirimetamina (44) y de L. major
asociada a la resistencia al metotrexato (45) y, 4)
expresion exagerada de la Pgp lo cual incrementa
la salida del medicamento del interior del parasito
disminuyendo asi la cantidad de compuestos
activos que estarian en contacto con el parasito
(46), como ocurre en promastigotes de L.
tarentolae resistentes al metotrexato (37,46) o en
P. falciparum resistente a la mefloquina, la
halofantrina'y la quinina (47,48).

Papel de los genes pgp asociados con el
fenotipo MDR en la mediacién de resistencia
a medicamentos en Leishmania

El mecanismo para adquirir resistencia en
Leishmania, al igual que para otros protozoos y
células mamiferas, es un proceso multifactorial
que involucra multiples genes y se asocia con la
amplificacién de regiones especificas de su
genoma. Se ha propuesto que estas regiones
cromosodmicas actlan como un mecanismo de
resistencia a medicamentos ya que las secuencias
repetidas facilitan la amplificaciéon de los genes
de resistencia presentes en las regiones
amplificadas (amplicones).

La amplificacién de estas regiones especificas
se demostré en promastigotes de L. tarentolae y
Leishmania enriettii al observarse que los
parasitos resistentes a metotrexato y vinblastina
amplificaban regiones extracromosémicas
conocidas como amplicones H y V, respectiva-
mente (37,49), y que el amplicédn H de L. tarentolae
y L. major resistentes a la primaquina o la
terbinafina y con resistencia cruzada a
metotrexato contenia el gen para la Pgp (37,50).
El papel fundamental de la Pgp quedé confirmado
por estudios de mutacién dirigida de los genes
ItogpA que da como resultado la hipersensibilidad
de los parasitos a los medicamentos (51).
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Desde entonces, numerosas investigaciones
sugieren que la Pgp juega un papel importante en
la mediacion de resistencia a diferentes
medicamentos, incluso el antimonio trivalente
(Sblll) y el SbV.

Todos los organismos que presentan el fenotipo
MDR expresan una o mas Pgp, codificadas por
varios genes que tienen secuencias homologas y
mantienen las principales caracteristicas de estas
proteinas, pero difieren entre si. Es decir, son
genes diferentes y no varias copias de un mismo
gen, aunque es probable que su origen provenga
de un mismo gen. Los genes que codifican por la
Pgp pertenecen a la familia de genes mdr los
cuales se han identificado, clonado y secuenciado
en diferentes protozoos que incluyen varias
especies de Leishmania (37,49,50,52-58), P.
falciparum (39,53,59,60), T. cruziy T. brucei spp.
(38,59,61,62) y E. histolytica (59,63-65).

El cuadro 2 resume los diferentes genes mdr
encontrados en estos protozoos. En el caso de
Leishmania, el primer gen mdr, denominado lfpgpA
se detect6 en el amplicén H de promastigotes de
L. tarentolae resistente al metotrexato (37); la
amplificacién de este gen se define como un
fenotipo MDR no convencional, es decir, no
asociado al fenotipo MDR de los mamiferos (66)
ya que se asocia con resistencia a agentes
hidrofilicos tipo arsenicales y Sblll (67) los cuales
no son substratos para el mecanismo de eflujo
de la Pgp en mamiferos (52).

Los experimentos de hibridacion indican que el
gen ltpgpA pertenece a una familia de genes en
donde existen otros cuatro genes: ltpgpB, ltpgpC,
ItogpD'y ItpgpE, pero solo el gen ltpgpA es el que
se encuentra mas frecuentemente asociado a
resistencia a medicamentos en las diferentes
especies de Leishmania hasta ahora estudiadas
(54).

Un gen homoélogo al gen ltpgpE se amplificd en
promastigotes de L. tropica resistentes a
metotrexato; la amplificacién de este gen se
asocio con una actividad ATPasa aumentada
(68,69). A su vez, el gen mdr en L. major
corresponde al gen ImpgpA localizado en el
amplicon H (52) y cuyo perfil de resistencia es
similar al del gen ltpgpA; este gen también se
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Cuadro 2. Genes asociados con fenotipo MDR de protozoos.

Protozoo Gen mdr? Caracteristicas (estructura, Medicamento al que Referencia
funcion, identidad) confiere resistencia
L. tarentolae ItpgpA 33% con MRP Metotrexato 37,41,50,54,
22% con mdr1 Arsenicales, 67
vinblastina,
terbinafina y
primaquina
ItpgpB Sin datos No identificado 54
ItpgpC Sin datos No identificado 54
ItpgpD Sin datos No identifciado 54
ItpgpE Sin datos Metotrexato 68,69
L. major ImpgpA Sin datos Metotrexato,
terbinafina y 50,52
primaquina
L. donovani Idmdr1 91% con lamdr1 Arsenicales, 50,54,55
83% con lemdr1 vinblastina,
puromicina y
antraciclinas
L. enrietii lemdr1 83% con Idmdr1 Puromicina'y 55
78% con lamdr1 valinomicina
L. amazonensis lamdr1 91% con Idmdr1 Puromicina'y 55-58
78% con lemdr1 valinomicina
lamdr2 Sin datos 5-fluorouracilo 71
T. cruzi tcpgp2 Sin datos No identificado 38,59
tcpgp1
T. brucei spp. tbabc1 Antifolatos:
thabc2 metotrexato 59,62
thabc3
P. falciparum pfmdr1 Sin datos Cloroquina, 39,53,59,60,
pfmdr2 mefloquina, 74
halofantrina y
quinina
E. histolytica ehpgp1 Sin datos Emetina 63-65
ehpgp2
ehpgp5
ehpgp6

altpgp: gen pgp de L. tarentolae; Impgp: gen pgp de L. major; ldmdr: gen pgp de L. donovani; lemdr: gen pgp de L. enrietii;
lamdr: gen pgp de L. amazonensis; tcpgp: gen pgp de T. cruzi; tbabc: gen pgp en T. brucei spp; pfmdr gen pgp de P.

falciparum; ehpgp: gen pgp de E. histolytica.

amplifica en parasitos resistentes a terbinafina y
primaquina (50) que son medicamentos
estructuralmente no relacionados, mientras que
el gen mdr de L. donovani corresponde al gen
ldmdr1 que amplifica en parasitos resistentes a
vinblastina que también muestran resistencia
cruzada alos compuestos hidrofébicos puromicina
y antraciclinas (55).

En L. enriettii, el gen mdr corresponde alemdr1y
en L. amazonensis a lamdr1 y lamdr2; tanto el
gen lemdr1 como el gen lamdr1 se describieron

en parasitos con resistencia cruzada a puromicina
y valinomicina pero no a SbV (57,70), mientras
que el gen lamdr2 se describié en una cepa
resistente a 5-fluorouracilo (71).

La secuencia de /fpgpA predice una estructura
similar a la de otros transportadores ABC como
la proteina MRP con cuyo gen presenta mayor
homologia que con el gen mdr1 (33% versus 22%,
respectivamente) (37,53). Las secuencias de los
genes Idmdr1 (L. donovani) y lemdr1 (L. enriettii)
son homologas en 83% aunque también predicen
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una estructura similar a otros transportadores ABC
como la proteina MRP (57), mientras que la
secuencia de lamdr1 (L. amazonensis) es 91%y
78% homologa a los genes Idmdr1 y lemdr1,
respectivamente (72).

Por otro lado, el fenotipo de resistencia mostrado
por L. donovani es similar al de células mamiferas
con fenotipo MDR en las cuales la resistencia es
exclusivamente para moléculas de naturaleza
hidrofébicas y difiere del fenotipo observado en
L. tarentolae y L. major en donde se produce
resistencia para compuestos hidrofilicos (56).

En promastigotes de L. braziliensis, L. guyanensis
y L. mexicana, aunque no hay informes de genes
mdr asociados con resistencia, si se sugiere la
existencia de otros sistemas transportadores de
medicamentos, todos dependientes de energia y
que comparten similitud con la MRP1. Estos
sistemas incluyen: 1) una bomba de eflujo de
pirarrubicina cuya actividad se inhibe por la accién
del verapamilo y por algunos derivados de la
fenotiazina como la tiodirazina, la proclorperazina,
la trifluoperazina, la clorpromazina y la
triflucropromazina; 2) una bomba de eflujo de
acetoximetiléster de calceina que se puede inhibir
por la accién de los derivados de la fenotiazina
pero no por el verapamilo; y 3) una bomba de eflujo
de calceina, la cual se demostré en L. braziliensis
y L. guyanensis y que sélo es inhibida por la
proclorperazinay la trifluoperazina (73). Tanto la
calceina como el acetoximetiléster de calceinay
el derivado antraciclico pirarrubicina son sustratos
conocidos de las bombas de eflujo MDR de las
células mamiferas.

En P. falciparum los genes mdr se denominan
pfmdr1y, pfmdr2 (39,59,60,74) y se asocian con
resistencia a cloroquina, mefloquina, halofantrina
y quinina (47,48,75-79). Los genes mdrde T. cruzi
se conocen con los nombres tcpgp1, tcpgp2
(38,59) y en T. brucei spp. como thabc1, thabc2
y thabc3 (59,62) los cuales estan asociados al
gen ptr1 que confiere resistencia a los compuestos
antifolatos (80). En E. histolytica, los genes mdr se
denominan ehpgp1, ehpgp2, ehpgp5y ehpgpby
se relacionan con resistencia a la emetina (63-65).

A pesar de la existencia comprobada de genes
pgp en especies de Leishmania tanto patégenas
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para el humano (por ejemplo, L. donovani, L.
major, L. tropica, L. amazonensisy L. guyanensis)
como no patdgenas (por ejemplo, L. tarentolae),
es poco probable que niveles altos de resistencia
necesiten unicamente de la amplificacién de un
gen como el pgp.

Los diferentes estudios concuerdan en sugerir que
la resistencia es multifactorial por lo que factores
adicionales a la expresion exagerada de la Pgp
son necesarios para la generacion de resistencia,
lo que se demuestra por los siguientes hallazgos:
1) la transfeccién de los genes ltpgpA, lemdr1 y
ImpgpA muestra ausencia o sélo niveles parciales
de resistencia (52,57,66); 2) la transfeccion del
amplicon V demuestra la presencia de otros genes,
ademas del gen lemdr1, los cuales podrian estar
asociados también con resistencia (49), y 3) la
caracterizacién de un fenémeno que conduce a
la permeabilidad de la membrana a medicamentos
citotoxicos como un componente de difusiéon
pasiva a través de la misma (81).

En el caso de resistencia al SbV que, como se
menciond previamente, es practicamente el unico
medicamento disponible para el tratamiento de
cualquiera de las formas clinicas de leishmaniasis
producidas por cualquiera de las especies de
Leishmania, el conocimiento acerca del
mecanismo 0 mecanismos que participan en la
generaciéon de resistencia al SbV no es
completamente claro.

Probablemente, el escaso conocimiento al
respecto se debe a que el mecanismo de accion
del SbV todavia no esté bien definido. Hasta ahora
se acepta que el parasito es susceptible a los
antimoniales porque el amastigote es capaz de
reducir la forma pentavalente a una forma
trivalente capaz de matar el parasito por la accion
de una enzima reductasa denominada TDR1 (del
inglés, Thiol dependent reductase), un trimero
cuyos mondémeros conservan similitud con la
enzima glutatién S transferasa y que utiliza el
glutation como agente reductor (82).

Luego, el Sblll inhibe en forma reversible la
enzima tripanotion reductasa (TR) (83). La TR es
un enzima responsable de conservar el tripanotion
(N,N-(bis)glutationilespermidina) en estado ditiol
denominado T(SH)2. El sistema T(SH)2/TR,
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conocido como metabolismo tiol, participa en
varias funciones metabdlicas importantes en el
parasito como son: sintesis de deoxirribo-
nucleoétidos (84), conjugacién, secuestro y
transporte de metales y medicamentos (85-87),
homeostasis del acido ascoérbico (88) y reduccion
de radicales oxidativos tales como H,O,, O,-, OH-
(89-93).

Dado que la TR es una enzima clave en el
metabolismo redox de Leishmania (y otros
parasitos tripanosomatidos como T. cruziy T.
bruceispp.)y, por ende, necesaria para proteger
al parasito de la accién de los radicales oxidativos
generados por el hospedero durante la respuesta
inmune y de los efectos toxicos de los metales
pesados, permitiendo la supervivencia del parasito
al interior de la célula hospedera y que esta via
de detoxificacién de compuestos nocivos no la
comparten el parasito y el hospedero mamifero,
es posible pensar que un mecanismo de
resistencia a los antimoniales involucre las
enzimas del metabolismo Tiol. Se ha observado,
por ejemplo, que los niveles de T(SH)2 estan
incrementados en algunas especies de L.
mexicana, L. tropica y L. tarentolae resistentes a
antimoniales y arsenicales (85,86,94).

Las hipotesis en estudio implican al T(SH)2 y al
glutatién (g-L-glutamil-L-cisteinilglicina o GSH) en
la detoxificacion del Sblll y otros metales pesados
mediada por bombas de eflujo dependientes de
ATP (85,95,96) contradiciendo un estudio inicial
en el cual se evidenci6 que la amplificacion del
gen ImpgpA estaba asociada con resistencia a
Sblll al disminuir el influjo y sin aumentar el eflujo
del medicamento (41). Actualmente, se sugiere
que la resistencia al Sblll se asocia con la
expresién exagerada de g-glutamilcisteina
sintetasa (87) y ornitina descarboxilasa (97) que
son enzimas necesarias para la biosintesis de
GSH y T(SH)2, respectivamente, y con la
expresion exagerada de PgpA (87,94).

Los diferentes estudios concuerdan en sugerir que
la generacion de resistencia a un medicamento
implica la participacion de varios genes y que
dependiendo del perfil de los genes amplificados
ocurriria resistencia a un tipo de SbV pero no a
otro. El hecho de que un parasito sea resistente a
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un tipo de SbV pero no al otro como ocurre con
promastigotes de L. guyanensis resistentes a
antimoniato de meglumina pero sensibles al
estibogluconato de sodio, paromicina y vinblastina,
y en los cuales la resistencia se asocia con la
amplificacién de un gen homologo al gen ltpgpA
(98), sugiere también que la resistencia puede
deberse a mecanismos diferentes, tema que aun
no se ha estudiado.

Actualmente estamos ejecutando un proyecto de
investigacion que consiste en la deteccion y
caracterizacién de genes que estén asociados con
la resistencia al antimoniato de megluminay que,
ademas, se expresen en forma diferencial en
promastigotes y amastigotes de L. panamensis a
fin de dilucidar si la resistencia se debe a la
expresion exagerada de genes, entre ellos, los
genes mdr.

Posibles estrategias para revertir
el fenotipo MDR

Se han disefiado diferentes estrategias
bioquimicas, farmacolégicas y clinicas para
contrarrestar el fenotipo MDR en diferentes lineas
celulares. Una de estas estrategias consiste en
utilizar altas concentraciones del medicamento
para compensar la pérdida por el eflujo de la célula
y mantener, por lo tanto, los niveles terapéuticos;
sin embargo, el incremento en las dosis del
medicamento podria favorecer la aparicion o el
aumento de los efectos colaterales.

Otra estrategia consiste en la utilizacion de
medicamentos que no sean afines a las Pgp, tales
como la ciclofosfamida y el cis-platino aunque son
pocos los medicamentos disponibles con estas
propiedades y no se lograria inhibir el transporte
de algunos compuestos analogos (35).

La efectividad de los agentes moduladores de las
Pgp en la quimiosensibilizacion de células
cancerosas resistentes a medicamentos estimulo
la busqueda de agentes capaces de contrarrestar
el fenotipo MDR en parasitos protozoos (25,29).

Dado que, al parecer, el fenotipo MDR se asocia
con altos niveles de proteina cinasa C (PKC) y,
en especial, con la isoforma a (99,100), se sugiere
que la Pgp constituye un blanco de fosforilacion
lo que, a su vez, sustenta la hipétesis que la PKC
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puede servir como un importante modulador en el
desarrollo de resistencia a medicamentos y
sugiere que puede ser otra estrategia para regular
la actividad de la Pgp.

Se ha demostrado que la exposicion de células
con fenotipo MDR a activadores de PKC aumenta
la fosforilacion de la Pgp, disminuye la
acumulacién del medicamento e incrementa la
resistencia a los farmacos (101,102); al contrario,
la presencia de inhibidores de PKC disminuye la
fosforilacion e incrementa la acumulacién del
medicamento (103).

Sin embargo, muchos de los activadores e
inhibidores de PKC utilizados para alterar el estado
de fosforilacion de la Pgp no son muy especificos
por lo que podrian causar multiples efectos en
las células. En este sentido, se han descrito tres
tipos de complicaciones producidas por la
utilizacion de agonistas o antagonistas de PKC
que dificultan el analisis de los datos: 1) varios
activadores e inhibidores de PKC pueden afectar
la expresion de Pgp por activacion o desactivacion
de la transcripcion, lo cual sugiere que las sefiales
transmitidas por PKC pueden regular la expresion
del gen mdr(100); 2) algunos moduladores de PKC
son moléculas amfipaticas que se pueden unir a
la Pgp e inhibir la actividad de transporte de
medicamentos si se tiene en cuenta que los
trabajos recientes en L. tfropica y otros tipos de
células muestran que los moduladores de la PKC
se unen directamente con la Pgp e inhiben la
fosforilacion en la Pgp y de su actividad (104), y
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3) el tiempo de exposicion de las células a un
modulador particular de PKC puede afectar el
mecanismo de accién como ocurre con la
exposicion de células al activador TPA (12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato) que puede activar
la PKC. Sin embargo, el tiempo necesario para
que ocurra esta union puede disminuir los niveles
de PKC al aumentar la tasa de proteolisis
(105,106). Ademas, algunas investigaciones
sefialan que la fosforilacién no juega un papel
importante en la regulacién de la actividad de las
Pgp en lineas de células tumorales de mama y
fibroblastos (107,108) lo cual sugiere que esta
estrategia puede ser poco eficaz.

Como la actividad de la Pgp se reconoce como
un factor clave en la direccion del fenotipo MDR,
la reversion de la resistencia mediante el bloqueo
del eflujo de los medicamentos por inhibicion de
las funciones de la Pgp se ha convertido en la
estrategia mas ampliamente utilizada (32).
Actualmente, los medicamentos que actuan
bloqueando la Pgp reciben el nombre de
quimiosensibilizadores (109) o moduladores
(35,110).

El cuadro 3 muestra algunos de los moduladores
en células cancerigenas que alteran la capacidad
de las Pgp para mantener concentraciones
intracelulares alteradas o bajas de los
medicamentos. Entre ellos, tenemos productos
naturales hidrofébicos (derivados de plantas o
microorganismos), analogos semisintéticos y
compuestos organicos sintéticos. Aunque la

Cuadro 3. Compuestos que interactuan con Pgp. Medicamentos anticancerigenos y compuestos citotdxicos eliminados
mediante Pgp y compuestos que revierten el fenotipo MDR al alterar la capacidad de las Pgp para mantener alteradas o
bajas las concentraciones intracelulares de los medicamentos.

Medicamentos anticancerigenos
Alcaloides de la vinca (vinblastina)
Antraciclinas (dexorubicina)
Antibidticos (actinomicina D)

Otros (mitomicina C, taxol)

Otros compuestos citotéxicos

Drogas antimicrotubulos (colchicina)

Inhibidores de la sintesis proteica (puromicina, emetina)
Intercaladores del ADN (bromuro de etidio)

Péptidos téxicos (valinomicina)

Compuestos que revierten el fenotipo MDR
Blogueadores de los canales de calcio (verapamilo)
Antiarritmicos (quinidina)

Antihipertensivos (reserpina)

Antibiéticos (cefalosporinas)

Antihistaminicos (terfenadina)
Inmunosupresores (ciclosporina A)

Hormonas esteroideas (progesterona)
Esteroides modificados (tamoxifeno)
Diterpenos (forskolina)

Detergentes (Tween 80)

Antidepresores (tioperidona)

Antipsicéticos (fenotiazinas)
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quimica no es compartida por estos diversos
moduladores, todos son compuestos amfipaticos
preferiblemente solubles en lipidos (31,111), lo
cual facilita las interacciones hidrofobicas entre
el medicamento y la Pgp debido a la gran cantidad
de aminoacidos aromaticos presentes en estas
proteinas (112,113).

Entre los primeros moduladores de Pgp que se
evaluaron estan algunos bloqueadores de los
canales de calcio como el verapamilo, la
nifedipina, la imipraminay la azidopina (114-117);
se ha encontrado que los inhibidores de los
canales de calcio como el verapamilo (118,119),
la eritromicina (120) y los derivados de las
fenotiazinas (121) son capaces de revertir el
fenotipo MDR en P. falciparum.

Otros moduladores de la Pgp que se han evaluado
incluyen compuestos tipo antisicoticos y
antidepresivos como las fenotiazinas y los
tioxantenos (122-124), inmunosupresores como la
ciclosporina A (125) y algunos esteroides y
hormonas analogas (126). Sin embargo, las dosis
optimas de estos moduladores producen serios
efectos téxicos inherentes a su actividad
farmacologica que incluyen complicaciones
cardiacas, inmunosupresion y nefrotoxicidad (127),
lo cual hace urgente la busqueda de nuevos
moduladores que sean altamente selectivos.

Moduladores de Pgp en Leishmania spp.

Similar a lo observado en P. falciparum, el
verapamilo modula la resistencia de los
promastigotes de L. donovani resistentes a los
arseniatos al producir una disminucion de la
expresion de Pgp (128). No obstante, y a pesar
de lo anterior, estos moduladores no son utilizados
por su alta toxicidad y baja eficacia (129).

Varios compuestos de origen natural se han
utilizado para revertir el fenotipo MDR. Hasta
ahora, se han establecido varios grupos quimicos
que, al parecer, inhiben la funcién de la Pgp al
competir con algunos medicamentos por la unién
a dicha glicoproteina en el dominio TM que
participa directamente en el transporte del
medicamento o por la union al sitio de fijacién del
nucleétido conocida como regién NBD y, de esta
forma, evitan que los medicamentos sean

LEISHMANIAY GLICOPROTEINA P

finalmente expulsados mediante la proteina de
eflujo Pgp.

Entre los compuestos que poseen capacidad de
unién alaPgpy, por ende, capacidad para revertir
el fenotipo MDR, se incluyen terpenoides y
flavonoides. A continuacién se discuten algunas
de las principales caracteristicas y propiedades
de estos compuestos al igual que las
observaciones encontradas hasta ahora en
especies de Leishmania.

Terpenoides: son carbohidratos de origen biolégico
derivados del isopreno [CH,=C(CH,)CH=CH,].
Algunos se caracterizan por poseer atomos de
oxigeno en diferentes grupos funcionales y se
subdividen segun el nimero de atomos de carbono
en hemiterpenos (C,), monoterpenos (C,)),
sesquiterpenos (C,,), diterpenos (C,),
sesterterpenos (C,,), triterpenos (C,)) vy
tetraterpenos o carotenoides (C, ). Varios trabajos
recientes sugieren que estos compuestos tienen
la capacidad de revertir el fenotipo MDR en células
cancerigenas (130-135).

Asi mismo, algunos sesquiterpenos hallados en
la familia Celastraceae son compuestos naturales
conocidos por su actividad moduladora del
fenotipo MDR en varias lineas celulares
cancerigenas humanas y en cepas de Leishmania
(132,136,137) (figura 2). Entre estos tenemos los
sesquiterpenos del tipo dihidro-b-agarofuranos
obtenidos de Maytenus magellanica'y Maytenus
chubutensis como promisorios moduladores del
fenotipo MDR en L. tropica resistente a
daunomicina (138).

Otro ejemplo lo constituyen los sesquiterpenos
aislados de las partes aéreas de Crossopetalum
tonduzii y de las semillas de Maytenus
macrocarpa, los cuales inhiben el crecimiento de
parasitos resistentes a daunomicina en el 75%
(139), mientras que los sesquiterpenos obtenidos
de M. magellanica y M. chubutensis inhiben el
crecimiento de estos mismos parasitos en el 95%
(138).

Hasta hace poco, el mecanismo molecular por el
cual los sesquiterpenos revertian la resistencia
de L. (L) tropica al medicamento no habia sido
caracterizado, se especulaba que posiblemente
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Figura 2. Moduladores del fenotipo MDR en protozoos. A. Sesquiterpenos del tipo b-agarofuranicos de Maytenus
magellanica (1) y Maytenus chubutensis (2), y sesquiterpenos aislados de las partes aéreas de Crossopetalum tonduzii
(3) y de las semillas de M. macrocarpa (4) utilizados como moduladores en L. (L) tropica resistente a daunomicina. B.
Flavonoides como el kaempferol (5), la quercetina (6) y el 8-(3,3-dimetilalil)-dehidro-silibin (7), moduladores de resistencia
contra medicamentos en células cancerigenas y en L. (L) tropica. C. Alcaloides monoinddlicos como isoretulina (8) y del
tipo bisbenzilisoquinolina como fangchinolina (9), moduladores del fenotipo MDR en P. falciparum.
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ocurria por la fijacion de los compuestos al dominio
TM de la Pgp y no alaregién NBD, al menos, en
el bloqueo del eflujo de daunomicina (139).

En un trabajo reciente, se estudiaron 28
sesquiterpenos capaces de revertir el fenotipo
MDR dependiente de Pgp para elucidar su
mecanismo molecular de acciéon (137). La
investigaciéon sugiere que los sesquiterpenos
interactian, principalmente, con los dominios
transmembrana de Pgp y a altas concentraciones
pueden actuar como inhibidores no competitivos
de la actividad ATPasa (137).

Flavonoides: constituyen una clase de
compuestos polifenélicos con 15 atomos de
carbono; dos anillos de benceno unidos por una
cadena de tres carbonos conocido como sistema
C,-C,-C,(figura 2). Son moduladores naturales de
diferentes proteinas transportadoras al unirse a
ellas (140-143); en el caso de la Pgp, al parecer,
los flavonoides interactuan al contrario de los
sesquiterpenos, con el sitio de fijacion del ATP o
dominio NBD y con una region hidrofébica
adyacente a este dominio (144-146). Varios de
estos compuestos son capaces de inhibir el eflujo
de medicamentos y revierten el fenotipo MDR en
unalinea de L. tropica resistente a la daunomicina
(147,148).

Entre los flavonoides naturales y sintéticos
promisorios por presentar afinidad de fijacion a la
Pgp en diferentes lineas celulares, se encuentran
algunos flavonoides como el kaempferol y la
quercetina, isoflavones como la genisteina,
chalconas halogenadas, flavonoides que
contienen una cadena de N-benzilpiperazinay el
flavanolignano derivado del silibin denominado 8-
(3,3-dimetilalil)-dehidro-silibin (144,145,148).

Los diferentes compuestos naturales evaluados
hasta ahora son capaces de interactuar con las
Pgp y ejercen sus efectos en varias posiciones
de la proteina como son los sitios de transporte o
dominios TMy con los sitios de regulacion o sitios
NBD (149). Sin embargo, futuras investigaciones
en el campo de los productos naturales como
posibles moduladores del fenotipo MDR en
Leishmaniay en otros tipos celulares ayudaria al
entendimiento de la interaccion entre dichos
compuestos y la Pgp del parasito.
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Un grupo de compuestos naturales promisorio para
futuras evaluaciones contra la Pgp de especies
de Leishmania incluye los alcaloides que son
compuestos organicos nitrogenados de caracter
basico, con potentes acciones fisiolégicas.
Aunque los alcaloides no se han implicado en la
modulacién de la resistencia a los medicamentos
en Leishmania, si se sabe que los alcaloides de
tipo inddlico como la kopsoflorina presenta un
incremento en la citotoxicidad de las drogas contra
las células tumorales resistentes (150).

Lo mismo sucede con los alcaloides del tipo
monoindoélico, como la isorretulina, y del tipo
bisbenzilisoquinolina, como la fangchinolina
(figura 2); se han utilizado para revertir la
resistencia a la cloroquina y la mefloquina en P.
falciparum (151,152).

Los estudios de relacion estructura-actividad de
la interaccion entre los moduladores con la Ppg
han permitido identificar farmacéforos y
propiedades fisicoquimicas para dichos
moduladores que incluyen estructuras con anillos
aromaticos, alta lipofilicidad y la presencia de
atomos de nitrégeno basico (153,154). Esto
sugiere que los alcaloides aromaticos son
promisorios para ser modulares activos del
fenotipo MDR en parasitos potozoos, incluida
Leishmania.

Dado que los alcaloides son compuestos con
potentes efectos toxicolégicos y farmacologicos,
derivados exclusivamente de plantas, y a que,
en la actualidad, la busqueda de nuevos
medicamentos se concentra en gran parte en la
evaluacion de productos derivados de plantas, es
importante incluir en las evaluciones no sélo una
actividad antimicrobiana o citotdxica determinada,
sino también la capacidad de dichos compuestos
para modular la resistencia a otros medicamentos.

Conclusiones

Aunqgue el mecanismo que induce la aparicion de
resistencia a diferentes medicamentos en
Leishmania y otros protozoos, al parecer, es
multifactorial con la participacion de multiples
genes, es claro que la Pgp juega un papel
importante en la generacion de resistencia, toda
vez que las mutaciones en los genes de Pgp
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resultan en una hipersensibilidad de los parasitos
a los medicamentos.

El patrén de resistencia o de sensibilidad y las
caracteristicas fisicoquimicas de los
medicamentos para los cuales los protozoos
tienen amplificado los genes pgp dependen de la
especie del parasito involucrado. Por un lado, la
expresion exagerada de los genes ltpgpA de L.
tarentolae y ImpgpA de L. major provocan
resistencia a los agentes hidréfilos como los
arseniatos y a agentes antimoniales los cuales
no son substratos para la Pgp de las células de
mamiferos y de P. falciparum que actian
preferiblemente sobre moléculas hidrofobicas.

Por otro lado, los genes ldmdr1 de L. donovani,
lemdr1 de L. enriettii y el gen lamdr1 de L.
amazonensis se asocian con la resistencia a
medicamentos como la vinblastina, la puromicina,
la valinomicina y las antraciclinas, todos ellos
hidrofébicos por lo que el patrdn de resistencia es
similar al de las células mamiferas con fenotipo
MDR.

Sin embargo, se requiere mas investigacion en
estos sistemas transportadores en protozoos a
fin de obtener un mayor conocimiento sobre la
forma en que los diferentes medicamentos
interactuan con la Pgp para poder ser expulsados
del interior del parasito.

La aparicién aumentada de fallas terapéuticas con
los SbV pone en evidencia la necesidad de
identificar nuevos blancos terapéuticos, o
desarrollar nuevos compuestos con propiedades
anti-Leishmania, o ambas. Sin embargo, es
importante evaluar dichos compuestos promisorios
con el fin de asegurar que no sean substratos
para la Pgp y otros transportadores ABC y
garantizar que no se desarrolle un fenotipo de
resistencia al medicamento.

Aunque el uso de compuestos naturales como
moduladores del fenotipo MDR en Leishmania y
en otros tipos celulares ayuda a la compresion
del papel ejercido por la Pgp en la resistencia a
los medicamentos, se necesitan trabajos
adicionales para caracterizar las moléculas
efectivas en la regresion de laresistenciaoen la
generacién de nuevos compuestos que actuen
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sobre las vias metabdlicas en las cuales no se
realice extrusién del medicamento por parte de
estas proteinas.

Una observacion interesante son los mecanismos
analogos de expulsién de medicamentos llevados
a cabo por los microorganismos, lo cual hace mas
evidente que los sistemas de salida de multiples
medicamentos encontrados en células
procariéticas son muy similares a los observados
en las células eucaridticas. Por esta razén se
puede establecer que algunas sustancias
quimicas relacionadas con los productos naturales
o derivados sintéticos utilizados para revertir el
fenotipo MDR en las lineas tumorales tienen,
posiblemente, igual o mayor eficacia para revertir
el fenotipo MDR en Leishmania y otros protozoos.
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