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Abstract

La identificación de quimio-resistencia con marcadores ce-
lulares fáciles de cuantificar no ha sido descrita en Leishma-
nia. En este trabajo comparamos la susceptibilidad in vitro a 
drogas leishmanicidas vs. la retención intracelular de calcei-
na, una medida indirecta de la actividad de los transporta-
dores MDR1 y MRP1, en parásitos aislados de pacientes 
con Leishmaniasis Cutánea Difusa con fracaso terapéutico 
a Glucantime. Estos hallazgos los comparamos con resulta-
dos obtenidos de especies de referencia. Encontramos que 
el ensayo de susceptibilidad a drogas leishmanicidas, es fá-
cil, rápido y reproducible, mas no necesariamente predictivo 
de fenotipo quimio-resistente. Por otra parte, la detección 
fluorimétrica de retención de calceína permitió diferenciar 
a los aislados de acuerdo a su capacidad de expresar los 
diferentes transportadores ABC. En conclusión, esta última 
metodología podría incorporarse al esquema seguido hasta 
ahora para el diagnóstico y tratamiento de la leishmaniasis, 
como predictiva del éxito de la terapia leishmanicida. 

Palabras clave: Leishmania, susceptibilidad a fármacos, qui-
mio-resistencia, retención de calceína, transportador ABC.

Chemo-resistance screening with cell markers is easy to 
quantify but has not been implemented for leishmaniasis. In 
this paper we compared the in vitro susceptibility to classical 
and experimental drugs with calcein retention by parasites 
isolated from patients with Diffuse Cutaneous Leishmani-
asis, suffering chemotherapeutic failure to Glucantime. Cal-
cein is a natural ABC transporter substrate and its accumu-
lation reflects the activity of MDR1 and MRP1 transporters. 
The results were compared with those obtained from WHO-
reference Leishmania strains. Our results suggest that the 
screening of Leishmania promastigotes drug susceptibility is 
easy, fast and reproducible, but not necessarily predictive of 
the chemo-resistant phenotype. Moreover, the results dem-
onstrate that the evaluation of calcein retention differentiates 
the studied isolates according to their ability to express dif-
ferent ABC transporters and suggest that this methodology 
could be part of a scheme for diagnosis and treatment of 
leishmaniasis as predictive of leishmanicidal therapy. 

Key words: Leishmania, drugs susceptibility, Chemo-resis-
tance, calcein retention, ABC transporters.

Leishmaniasis es el término descriptor de las expresiones 
clínicas de la enfermedad causada por un parásito intracelu-
lar obligado de las células del sistema fagocítico monocitario 
del género Leishmania (L.)1. En Venezuela, la leishmaniasis 
cutánea (98,8 % de los casos) es endémica2. Para su tra-
tamiento, el fármaco de elección es el antimoniato de me-
glumina3,4 (Glucantime®, de Aventis), o la Ulamina, fabricada 

en Venezuela, con propiedades similares al Glucantime5. Su 
administración intramuscular dolorosa, la duración del tra-
tamiento (varias semanas) y los efectos secundarios, limitan 
el éxito de esta terapia. Otros aspectos a considerar son el 
fracaso terapéutico en algunos pacientes así como las reci-
divas. Alternativamente y desde los años 80 en Venezuela se 
usa la inmunoterapia6. 

Introducción

Resistence markers in Leishmania: in vitro susceptibility to leishmanicidal
drugs vs. calcein retention isolated from patients
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La quimio-resistencia, definida como la disminución de la 
eficacia del medicamento en una población previamente 
susceptible, es una de las causas del fracaso terapéutico 
en la leishmaniasis7. La quimio-resistencia puede ser natural 
o innata (p.e. L. braziliensis al ketoconazol); o adquirida, al 
seleccionar parásitos con características que les permiten 
sobrevivir en presencia de la droga al ser expuestos reitera-
damente a dosis sub-óptimas de fármacos1,8. Al igual que en 
células de mamíferos, en Leishmania este fenómeno implica 
la disminución de la acumulación celular de fármacos debi-
do a la sobre-expresión de transportadores ABC (por ATP 
Binding Cassette) responsables de la eliminación efectiva 
de desechos celulares, toxinas ambientales y otros xeno-
bióticos9,10. El primer transportador ABC descrito (y el más 
estudiado) fue el ABCB1 (glicoproteína P, P-gp, MDR) cuyos 
sustratos son drogas hidrofóbicas, catiónicas o neutras11. 
Posteriormente fueron identificados el ABCC1 (MRP, por su 
siglas en inglés, Multidrug Resistance-associated Protein) 
para drogas aniónicas12 y el ABCG2 (MXR, Mitoxantrone Re-
sistance Protein o BCRP, Breast Cancer Resistance Protein) 
para drogas hidrofóbicas11. En Leishmania, Ouellette y co-
laboradores 13 fueron pioneros al describir el círculo H, una 
estructura extracromosomal que contiene genes para los 
transportadores ABCC, cuyo aumento en su expresión está 
asociado a la resistencia a drogas en Leishmania. 

Los mecanismos de quimio-resistencia para un fármaco es-
pecífico pueden ser múltiples y no ser exclusivos para un 
tipo de droga. Esto sugiere que diversos sistemas contribu-
yen a la preservación de este fenotipo celular. Por ejemplo, la 
expresión de marcadores de metaciclogénesis, así como de 
transportadores asociados a la incorporación de nutrientes 
disminuye en Leishmania quimio-resistente8. Adicionalmen-
te, la actividad de enzimas del metabolismo de la glucosa 
y los amino ácidos está alterada, al igual que los niveles de 
metabolitos involucrados en la homeostasis redox como 
pterina y tripanotiona, y la actividad de la enzima dihidrofola-
to-reductasa / timidilato-sintetasa8. Estos cambios sugieren 
que el monitoreo de la quimio-resistencia debería incluir la 
determinación de marcadores celulares tal y como fue pro-
puesto por Croft y colaboradores en 20061. 

La alternativa actual para determinar este fenotipo en las 
especies de Leishmania utiliza el modelo in vitro macrófago-
amastigote. Su uso permite correlacionar la respuesta clínica 
a los medicamentos y la disminución cuantitativa de la tasa 
de infección de los macrófagos a concentraciones crecien-
tes de las drogas. Sin embargo, esta técnica es laboriosa y 
de alto costo, condiciones que desestimulan su aplicación 
en el laboratorio de rutina. Debido al aumento de la inci-
dencia de casos de leishmaniasis con fracaso terapéutico, 
urge entonces identificar marcadores de resistencia fáciles 
de utilizar en el laboratorio de rutina, para guiar la terapia 
leishmanicida. 

En nuestro estudio, pionero en Venezuela, evaluamos si la 
acumulación de calceina diferencia a los aislados de acuer-

do a su capacidad de expresar los transportadores ABC, y 
comparamos los resultados con aquellos que determinan la 
susceptibilidad de los parásitos a drogas clásicas y experi-
mentales leishmanicidas. La prueba fluorescente que utiliza 
calceína acetoximetilada (calceína/AM–no fluorescente) es 
útil para demostrar quimio-resistencia mediada por trans-
portadores ABC en parásitos y otras células14. La calceína/
AM difunde a través de las membranas celulares, es degra-
dada por esterasas endógenas y es transformada en cal-
ceína fluorescente. Si los transportadores ABC están sobre-
expresados en la célula, eliminan la calceina, la cual no se 
acumula en el interior celular, y disminuye la fluorescencia 
intracelular15. El uso de inhibidores específicos para cada 
tipo de transportador permitió determinar la contribución de 
cada uno de ellos al fenotipo quimio-resistente. Nuestros re-
sultados sugieren que esta metodología podría incorporarse 
al esquema seguido hasta ahora para el diagnóstico y trata-
miento de la leishmaniasis.

Métodos 

Se utilizaron especies de referencia certificadas por la Or-
ganización Mundial de la Salud: Leishmania (V.) braziliensis 
(MHOM/BR/84/LTB300), Leishmania (L.) mexicana (MHOM/
BR/82/Bel21), Leishmania (L.) amazonensis (MHOM/BR/77/
LTB0016) y parásitos aislados de lesiones de tres pacientes 
con Leishmaniasis Cutánea Difusa con fracaso terapéuti-
co al tratamiento con Glucantime (VE2000MM, VE98MR y 
VE96ZC). Su historia clínica se describe en la Tabla I. Los 
aislados se mantuvieron en nitrógeno líquido hasta su uso, 
se descongelaron según protocolos convencionales y para 
su crecimiento fueron sub-cultivados en medio semisólido 
de agar-sangre/medio glucosado bajo criterios establecidos.

Se evaluó la susceptibilidad de los promastigotes de las es-
pecies de referencia a las drogas leishmanicidas [pentamidina 
(0 a 150 µM) y anfotericina-B (0 a 10 µM)] y no leishmanicidas 
[glibenclamida (0 a 100 µM)]. Los parásitos (1 x 107 células ml-1) 
se sembraron y se incubaron a temperatura ambiente (TA). 
La droga se añadió al segundo día; se determinó la densidad 
celular en las siguientes 24, 48 y 72 h. Se construyeron curvas 
dosis respuesta y se estableció la GI50, parámetro propuesto 
por el National Cancer Institute para fijar la concentración de 
droga que causa 50 % de inhibición del crecimiento celular. 
Su cálculo corrige el valor encontrado en base a la densidad 
celular a tiempo cero para cada droga16. Al determinar la GI50 
para cada especie de referencia y para cada droga calcula-
mos el porcentaje de crecimiento de cada aislado en presen-
cia concentraciones de 3 a 7 veces el GI50 de pentamidina 
(12,5 µM), anfotericina-B (1 µM) y  glibenclamida (100 µM).

Se evaluó la retención basal de calceína en alícuotas de 100 
µl (4 x 108 células ml-1). Para ello se utilizó el protocolo del 
kit VybrantTM optimizado en el laboratorio17. La retención de 
calceína fue medida como fluorescencia específica en un 
espectrofluorímetro Perkin Elmer Victor Wallac (Finlandia) 
a λem = 517 nm (λex = 494 nm). La glibenclamida es un in-
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hibidor de transportadores MRP1 y además de canales de 
potasio Ikr

17,18. La ciclosporina-A es un bloqueador de amplio 
espectro, no competitivo, preferencialmente para transpor-
tadores MDR1, aunque afecta transportadores MRP119. El 
verapamil es un inhibidor selectivo de los transportadores 
ABC-MDR120. El uso de estas drogas permitió evidenciar el 
(o los) tipos de transportadores expresados en las diferentes 
especies de Leishamania evaluadas en este trabajo.

El análisis estadístico de los datos se realizó con los progra-
mas Microsoft Excel 2002® y Graph-Pad Prism5®. Los valo-
res se presentaron como la media ± el error estándar de al 
menos tres experimentos realizados por duplicado. 

Resultados 

Inicialmente establecimos la susceptibilidad in vitro de las 
especies de referencia estudiadas. Para ello determinamos 
la GI50 para, pentamidina, anfotericina-B y glibenclamida. En 
la Tabla II comparamos los valores de GI50 obtenidos 72 h 
luego de añadir cada droga, en cada especie utilizada. Los 
resultados demuestran que las especies de referencia son 
más susceptibles a anfotericina-B que a pentamidina y con-
firman que glibenclamida es un agente leishmanicida mode-
rado; adicionalmente, y sugieren que la GI50 es un indicador 
confiable de la susceptibilidad diferencial de los promastigo-
tes a los compuestos.

Para analizar si los aislados provenientes de pacientes con 
fracaso terapéutico al Glucantime expresan un fenotipo qui-
mio-resistente se escogieron concentraciones entre tres y 
siete veces mayor al GI50 de las drogas utilizadas y se deter-
minó su efecto sobre el crecimiento de los parásitos durante 
tres días. Los datos se resumen en la Tabla III. En la misma 
se demuestra que LTB300 y LTB0016 presentan un porcen-
taje de supervivencia a altas concentraciones de las drogas 
(cercanas al GI90) que no superan un 30 %. Por su parte, 
el porcentaje de supervivencia de Bel 21 a concentraciones 
equivalentes de los compuestos se mantuvo entre un 25 y un 
50 %, lo que sugiere que ésta es la especie menos sensible 
de todas las de referencia utilizada en este trabajo. Mas aún, 
al comparar estos resultados con los datos de los aislados 
de pacientes encontramos que: (a) los tres aislados sobrevi-
ven en presencia de 100 mM glibenclamida en porcentajes 
superiores al 40 %; (b) los aislados VE2000MM y VE98MR 
son susceptibles a 12,5 μM pentamidina con porcentajes de 
supervivencia cercanos al 30%, mas no así VE96ZC quien 
tiene un porcentaje de supervivencia de 58%; finalmente (c) 
los tres aislados sobrevivieron en porcentajes iguales o su-
periores a un 50% en presencia de altas concentraciones de 
1 µM anfotericina-B.

Para constatar si estos resultados, obtenidos de aislados prove-
nientes de pacientes con fracaso terapéutico al Glucantime nos 
permitían determinar si los parásitos expresaban un fenotipo 
quimio-resistente, evaluamos en los mismos la acumulación de 

calceína en presencia y ausencia de los inhibidores especí-
ficos de los transportadores, glibenclamida, ciclosporina-A 
y verapamil. La Tabla IV resume las concentraciones inhibi-
torias 50 (CI50) calculadas para cada especie de referencia 
y cada aislado en presencia de cada inhibidor utilizado, e 
incluye resultados previos para LTB001617. Los resultados 
demuestran que: a) ninguno de los aislados se comporta 
similar a LTB300; b) las concentraciones de glibenclamida, 
ciclosporina-A y verapamil necesarias para inhibir en un 50 
% la funcionalidad de los transportadores en los aislados 
son menores que las necesarias para ejercer el mismo efecto 
en las especies de referencia; c) VE2000MM y LTB0016 son 
insensibles a ciclosporina-A en el rango de concentración 
explorado (hasta mM); d) VE98MR y VE96ZC se comportan 
de forma similar, y al igual que Bel 21 son insensibles al vera-
pamil en el rango explorado. Estos resultados confirman que 
los sistemas de transporte de drogas expresados en espe-
cies de Leishmania son sensibles de forma diferencial a los 
inhibidores utilizados. Finalmente, la susceptibilidad aumen-
tada a inhibidores de transportadores ABC de los aislados 
de pacientes con fracaso terapéutico a Glucantime, sugiere 
un aumento de la expresión y de la funcionalidad de estos 
transportadores en los aislados estudiados con respecto a 
las especies de referencia.

Discusión 

El aumento de la incidencia de casos de leishmaniasis con 
fracaso quimioterapéutico resalta la urgencia de identificar 
marcadores de resistencia fáciles de utilizar en el laboratorio 
de rutina, a fin de identificar los parásitos que expresen este 
fenotipo y que permitan guiar la terapia leishmanicida hacia 
un pronóstico de éxito. 

En nuestro estudio, pionero en Venezuela, hemos evaluado 
la acumulación de calceina como un marcador celular de fá-
cil implementación en el laboratorio clínico, potencialmente 
útil para identificar fenotipos quimio-resistentes y predictiva 
en el éxito de la terapia leishmanicida. Para ello, compara-
mos la susceptibilidad a drogas leishmanicidas de parásitos 
aislados de pacientes con fracaso terapéutico a Glucantime, 
con la capacidad de los parásitos de estos aislados de acu-
mular calceina, substrato de los transportadores ABC. 

De acuerdo a las características clínicas de los pacientes 
(ver Tabla I) se constata que VE2000MM y VE98MR perte-
necen a la especie L. amazonensis, mientras que VE96ZC 
pertenece a la especie L. mexicana. Al evaluar la susceptibi-
lidad in vitro de los parásitos a dos agentes leishmanicidas 
(anfotericina-B y pentamidina), y a una sulfonilurea (gliben-
clamida) determinamos la GI50 (Tabla II) para cada compues-
to y cada especie de referencia. Los resultados encontrados 
nos permitieron corroborar la reproducibilidad de los datos 
acorde con valores descritos en la literatura21,22. Posterior-
mente, determinamos la supervivencia de los parásitos de 
los aislados a concentraciones 3-7 veces superiores a las 
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necesarias para alcanzar la GI50 en las especies de referen-
cia. Los datos encontrados, sugieren que los aislados son 
susceptibles a pentamidina en un rango de concentración 
similar al que afecta el crecimiento de las especies de refe-
rencia y demuestran que los parásitos de los aislados, son 
menos susceptibles a anfotericina-B que sus especies de 
referencia. Finalmente, los datos indican que las especies de 
L. amazonensis aisladas de pacientes son menos suscepti-
bles a glibenclamida que su homóloga referencial, mientras 
que ambas, L. mexicana (de referencia y aislada), tienen una 
susceptibilidad similar a esta droga. Nuestros datos indican 
que la susceptibilidad de los aislados de pacientes a altas 
concentraciones de drogas es un parámetro medianamen-
te confiable en la identificación de aislados potencialmente 
susceptibles y/o quimio-resistentes. 

Seguidamente evaluamos la acumulación de calceina por 
los parásitos aislados de pacientes y lo comparamos con 
los niveles evidenciados en especies de referencia. Para-
lelamente, identificamos los tipos de transportadores ABC. 
Esta determinación constituye una medida indirecta de la 
funcionalidad de los transportadores MDR1 y MRP1 en 
muchos tipos celulares18. Nuestros datos demuestran que 
los parásitos expresan constitutivamente transportadores 
MDR1, tal y como ha sido demostrado previamente14,17. Sin 
embargo, los aislados presentan una sensibilidad diferencial 
a ciclosporina-A y verapamil. Así, la ciclosporina-A aumenta 
la retención de calceina en L. mexicana VE96ZC y L. ama-
zonensis VE98MR mas no en L. amazonensis VE2000MM. 
En la especie de referencia de L. amazonensis (LTB0016) la 
ciclosporina-A -hasta concentraciones mM-, no aumenta la 
extrusión de calceína17. Estos datos, sugieren que sólo en 
uno de los aislados de L. amazonensis (VE98MR) hay una 
inducción de la expresión y la funcionalidad de transporta-
dores MDR, motivado posiblemente por la presión ejercida 
por el tratamiento con Glucantime. 

Por otra parte, todos los aislados al igual que las especies 
de referencia respondieron a glibenclamida. L. amazonensis 
VE2000MM y VE98MR, al igual que su homóloga de refe-
rencia LTB0016, fueron susceptibles pero a concentraciones 
menores. L. mexicana VE96ZC presentó una susceptibilidad 
similar a la de su homóloga referencial Bel 21. Estos datos 
permiten inferir la expresión y funcionalidad aumentada de 
transportadores tipo MRP1 en los parásitos (sólo L. amazo-
nensis) aislados de pacientes. 

Finalmente el verapamil, aumentó significativamente la 
retención de calceina en los parásitos (L. amazonensis) 
VE2000MM, datos que sugieren que la expresión de los 
transportadores MDR1, selectivamente inhibidos por este 
compuesto, fue inducida sólo en este aislado. Resultados 
similares han sido descritos en L. amazonensis LTB0016 17. 
El análisis funcional de estos resultados nos permite con-
cluir que: LTB0016, con supervivencia comprometida en 
presencia de glibenclamida, pentamidina y anfotericina-B, 
expresa transportadores MDR1 de alta afinidad y MRP1 de 

baja afinidad. Bel 21, con supervivencia comprometida en 
presencia de anfotericina-B expresa transportadores MDR1 
de mediana afinidad y MRP1 de baja afinidad. Por su par-
te, VE2000MM y VE98MR con supervivencia comprometida 
en presencia pentamidina, expresan transportadores MDR1 
de baja afinidad (con sensibilidad diferencial a verapamil y 
a ciclosporina-A) y MRP1 de baja afinidad, y VE96ZC cuya 
supervivencia no está comprometida en ningún caso (siem-
pre mayor o igual a 50%) expresa transportadores MDR1 y 
MRP1 de baja afinidad. Sorprendentemente, este es el pa-
ciente que sanó al usar Glucantime e inmunoterapia. 

Estos resultados sugieren que (a) el ensayo de susceptibili-
dad en promastigotes de Leishmania es fácil, rápido y repro-
ducible, más no predictivo de la resistencia a antimoniales, 
ni otros leishmanicidas ya que la célula de interés para la 
infección en humanos es el amastigote, (b) la evaluación de 
la acumulación de calceina como indicativo de la funciona-
lidad de los transportadores ABC tiene un papel limitado en 
la determinación de las causas del fracaso terapéutico en 
leishmaniasis. La validación de estos datos en una pobla-
ción mayor confirmaría la utilidad de esta metodología como 
parte de una batería de análisis discriminatorios del fenotipo 
quimio-resistente. En el laboratorio de Fisiología Molecular 
existe el equipo necesario para esta prueba por lo cual, po-
dría ofrecer sus servicios para realizar los análisis respecti-
vos como un ensayo especial. 
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