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Leishmania sp.: efecto de la glibenclamida, un bloqueador de canales
de K',.,, sobre el ciclo de vida in vitro.

Andrea Orué, José Luis Pérez C., José Fuentes, Imeria Odreman, Xendén Serrano-Martin, Alexis Mendoza-Ledn.

RESUMEN

Estudios previos tanto in vitro como in vivo en Leishmania sp.
muestran su gran susceptibilidad a glibenclamida, un
bloqueador de canales de K, recientemente descrito como
un inhibidor de la proteina Pgp, la cual esté involucrada en el
fenotipo de resistencia multiple a drogas (MDR). En este
estudio desarrollamos cultivos de amastigotes axénicos del
aislado venezolano L. (L.) mexicana M9012 y evaluamos el
efecto de la glibenclamida sobre el crecimiento y el proceso de
transformacion in vitro de Leishmania. Los resultados
muestran que la susceptibilidad de los axénicos a la
glibenclamida fue mayor que la de los promastigotes. Lineas
de promastigotes resistentes a la droga, genéticamente
estables, son afectadas en su crecimiento en condiciones de
transformacion a amastigotes axénicos; sin embargo, su
transformacion no parece ser afectada por la droga. La mayor
sensibilidad de los axénicos a la droga puede deberse a una
remodelaciéon en la membrana, con una mejor exposicion de
los blancos de la misma.
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ABSTRACT

Leishmania spp.: effect of glibenclamide, a K*,;. channel
blocker, on in vitro life cycle.

Previous in vitro and in vivo studies showed a high
susceptibility of Leishmania sp. to glibenclamide, a Ky,
channel blocker recently described as inhibitor of Pgp protein,
which has been related with the multidrug resistant phenotype
(MDRY). In this study, we developed axenic amastigote cultures
of the Venezuelan isolate L. (L.) mexicana M9012 and
evaluated the effect of glibenclamide on growth and on the in
vitro transformation of Leishmania. The results showed that the
susceptibility of axenics to the drug was higher than
promastigotes. Growth genetically stable resistant
promastigote lines was affected during the transformation to
axenic amastigotes; however, the transformations itself was
apparently unaffected by the drug. The higher sensitivity of
axenics to the drug may be due to remodeling of the
membrane, with a better exposure of the drug targets.

Key words: Leishmania, axenic amastigotes, resistant,
glibenclamide.
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INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad compleja causada por
diferentes especies del parasito protozoario Leishmania. La
enfermedad se encuentra ampliamente distribuida en el
mundo y se presenta con un amplio espectro de
manifestaciones clinicas, estimandose alrededor de 12
millones de humanos infectados, una incidencia de casos
viscerales en humano de 0,5 millones y 2 millones de casos de
la forma cutanea de la enfermedad (1,2,3). El tratamiento de la
leishmaniasis se lleva a cabo principalmente mediante
quimioterapia, a través de la administracion de agentes
antimoniales pentavalentes. Sin embargo, en los ultimos afios
ha incrementado la demanda de nuevas drogas para el
tratamiento de la enfermedad debido a la toxicidad de los
antimoniales pentavalentes y al desarrollo y expansiéon de
resistencia a estos agentes (4,5,6). En este sentido, el avance
mas significativo ha sido la incorporacion de la miltefosina, un
alkil liso-fosfolipido, como el primer tratamiento oral de la
enfermedad, inicialmente utilizado en la forma visceral y
posteriormente extendido su uso para la forma cutanea (4); sin
embargo, su principal limitacion es su teratogenicidad (4,7).
Por otro lado, terapias combinadas de drogas han sido
utilizadas como excelente alternativa para la prevencion y
control del desarrollo de resistencia en algunas especies de
Leishmania (5,8,9).

Leishmania presenta un ciclo de vida digenético, donde se
encuentra sometido a un conjunto de condiciones naturales de
estrés tanto en el hospedero vertebrado, en su forma
intracelular o amastigote, como en el mosquito vector, en su
forma flagelada o promastigote. La sobrevivencia del parasito
depende de su capacidad en dar respuestas efectivas a tales
condiciones de estrés, como por ejemplo su capacidad para
adaptarse a ambientes que difieren entre si en condiciones de
temperatura, pH, disponibilidad de nutrientes y osmolaridad,
entre otras caracteristicas. Particularmente, en su forma
amastigote, tales propiedades sugieren un rol importante de la
membrana celular del parasito en el mantenimiento de la
homeostasis celular para su sobrevivencia en el interior de la
vacuola parasitofora del macrofago, donde el pH es acido (10).
Esto justifica el estudio de proteinas de membrana implicadas
en estructuras relacionadas con sistemas de transporte, tales
como canales ionicos, que a su vez pudiesen ser evaluados
como potenciales blancos farmacolégicos.

Interesados en la evaluacion de algunos canales idGnicos como
potenciales blancos de droga y en el estudio de los posibles
mecanismos genéticos y bioquimicos involucrados en el
fendomeno de resistencia a drogas, hemos llevado a cabo un
estudio del efecto de inhibidores clasicos de canales iénicos
sobre el crecimiento y viabilidad de Leishmania sp. (11,12).
Estudios previos han puesto en evidencia la susceptibilidad de
Leishmania sp. a glibenclamida, un bloqueador de canales de
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K" dependientes de ATP (K',») Y de glicoproteina P (Pgp), un
miembro del grupo de transportadores del tipo ABC
relacionado con el fenotipo MDR (11,12,13). En el caso
particular de L. (L.) major, la droga afect6 la entrada y
establecimiento de la infeccién en el macrofago por parte de
promastigotes, al igual que la sobrevivencia del amastigote
una vez establecida la infeccién (12); la droga no mostro
ningun efecto sobre la viabilidad y funcionamiento del
macrofago. Este efecto parece estar asociado con un
incremento de interferon gamma y la estimulacion de
mecanismos relacionados con una respuesta inmunolégica
del tipo Th1. Por otro lado, ratones BALB/c infectados por L.
(L.) mexicanay sometidos a tratamiento con glibenclamida (80
mg/kg/dia) mostraron una reduccion significativa de las
lesiones (14). En este estudio desarrollamos cultivos de
amastigotes axénicos del aislado venezolano L. (L.) mexicana
M9012 y evaluamos el efecto de la glibenclamida sobre el
crecimiento y el proceso de transformacion in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos: los reactivos utilizados en el estudio son de grado
biologia molecular o una calidad similar y provienen en su
mayoria de la casa comercial SIGMA. La glibenclamida (Gb)
se obtuvo de Research Biochemical International (Natick
Mass., USA)y se preparé de acuerdo a lo descrito previamente
(12).

Parasitos: el aislado venezolano L. (L.) mexicana
(MHOM/VE/90/LCP9012), obtenido a partir de una lesion
cutanea de un paciente en el Estado Tachira (14) fue utilizado
en todo el estudio. Los promastigotes de la cepa M9012 fueron
cultivados a temperatura ambiente en medio Schneider's
Drosophila ajustado a pH 7,2; suplementado con suero fetal de
bovino al 10 % (GIBCO) y kanamicina a una concentracion de
50 pg/ml (SIGMA). El crecimiento de los parasitos fue
cuantificado diariamente mediante conteo directo en camara
de Newbauer.

Cultivo de amastigotes axénicos: los promastigotes fueron
sometidos a transformacion mediante choque térmico y
cambios de pH. En una primera etapa, un in6culo inicial de
1x10° promastigotes/mL cultivado en medio Schneider's
Drosophila a pH 7,2 se colocé en frascos de cultivo de 25 mL,
que contenian 3 mL de medio a pH 6,0 suplementado con 20%
de suero fetal bovino, atemperatura ambiente durante 48 h. En
una segunda etapa, un inéculo de 1 x10° promastigotes/mL de
este ultimo cultivo se colocd en un frasco de cultivo de 150 mL
que contenia 5 mL de medio fresco a pH 6,0 y 20% de suero
fetal bovino y se incubd a una temperatura de 33 °C; luego de
24 h fue posible observar formas redondeadas y a partir del
tercer dia la poblacidn mostré pérdida total del flagelo,
reduccion de tamafio y una morfologia redondeada,
caracteristicas propias de la forma amastigote. Estos parasitos
son considerados como la forma axénica de amastigotes y
como tal se utilizaron en este trabajo. Al quinto dia de
incubaciéon se realiz6 el primer pasaje del cultivo de
amastigotes axénicos, utilizando una diluciéon 1:2 en medio
fresco previamente preincubado a 33°C. A partir de este cultivo
se obtuvieron los amastigotes axénicos para posteriores
experimentos, partiendo de un indculo inicial de 2,5 x 10°
amastigotes axénicos/mL para un volumende 5mL.

Susceptibilidad a glibenclamida: promastigotes de L. (L.)
mexicana Gb® se cultivaron en presencia y ausencia de Gb,
utilizando un inéculo inicial de 1x10° promastigotes/mL, y su

crecimiento fue seguido de acuerdo a lo descrito
previamente. El efecto dela droga sobre el crecimiento se
expres6 como el porcentaje de la densidad de parasitos
obtenidos en cada concentracién de droga utilizada, respecto
a la densidad de parasitos en el cultivo control en ausencia de
la droga luego de 72 h de crecimiento. Estos valores se
utilizaron para la construccién de una curva dosis-respuesta y
a partir de ella estimar la concentracion efectiva de la droga
inhibitoria del 50 % del crecimiento de los parasitos (IC,,)
mediante interpolacion lineal (15).

Seleccion de promastigotes resistentes a glibenclamida:
los promastigotes (1x10° cel/mL) fueron incubados en un
rango de concentraciones de glibenclamida de 10, 25,50y 100
UM durante 5 dias, al cabo de los cuales fueron pasados a
medio fresco, manteniendo siempre la misma concentracion
de droga. El crecimiento de los parasitos fue cuantificado
diariamente, mediante el contaje directo en camara de
Newbauer, realizando tres réplicas independientes para cada
condicion. Los parasitos fueron considerados resistentes (Gb')
al alcanzar en presencia de la droga, el mismo crecimiento de
aquellos Gb®en ausencia de ladroga.

Evaluacion de la resistencia a glibenclamida durante el
proceso de transformacién: promastigotes resistentes a
concentraciones de Gb de 50 uM (Gb ) y 100 uM (Gb ™)
fueron transformados a amastigotes axénicos, de acuerdo al
protocolo descrito previamente. En ambos casos, los
promastigotes fueron colocados en ausencia de la droga (0
UM) y a la misma concentracion de droga a la cual fueron
seleccionados (50 y 100 uM) en medio de cultivo previamente
ajustado a pH 6,0 y 33°C. El crecimiento fue seguido
diariamente mediante el conteo directo de los parasitos en
camara de Newbauer, y se realizaron tres réplicas
independientes para cada condicion.

Viabilidad: la determinacion de viabilidad se llevd a cabo
empleando naranja de acridina (1,44 mg/mL). Para ello, un
volumen de 5 pL de un cultivo de parasitos en fase logaritmica
de crecimiento fue colocado sobre un portaobjeto y se
afadieron 2uL de la solucion de naranja de acridina;
seguidamente, estos parasitos se observaron en un
microscopio de fluorescencia ECLIPSE E400 (Nikon YFL),
empleando un filtro de longitud de onda integrado (Dapi, FITC
yrojotexas: D.F.T)

RESULTADOS

Susceptibilidad de promastigotes de L. (L.) mexicana a
glibenclamida. Promastigotes Gb°® provenientes de Ila
transformacién de amastigotes obtenidos de lesiones de ratén
y colocados en medio de cultivo Scheneider's Drosophila, se
utilizaron para evaluar su crecimiento en ausencia y
presencia de diferentes concentraciones de glibenclamida.
Los resultados mostraron que promastigotes de L. (L.)
mexicana fueron extremadamente susceptible a la droga y el
efecto resulté ser dosis dependiente (Fig. 1A), con un IC,, de
54,1 + 1,0 uM (Fig. 1B). Posteriormente, se seleccionaron
lineas de promastigotes resistentes a glibenclamida (Gb"),
mediante crecimiento de promastigotes Gb°® a una
concentracion fija de droga; utilizando una linea seleccionada
a 50 uM Gb (Gb™) se evalud la infectividad y estabilidad
genética de dicha resistencia. Los resultados mostraron que
lalinea Gb™ fue capaz de producir lesiones tipicas en ratones
BALB/c en ausencia de la droga y los promastigotes Gb™
aislados a partir de las lesiones fueron capaces de alcanzar,
en presencia de 50 pM glibenclamida, un crecimiento similar
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Figura 1: Susceptibilidad de promastigotes de L. (L.) mexicana a glibenclamida. Un
inéculo de 1 x 10° promastigotes de L. (L.) mexicana M9012 sensible a glibenclamida,
Gb°, e igual indculo de una linea resistente seleccionada a 50 uM glibenclamide, Gb™,
fueron inoculados en ratones BALB/c. Una vez establecida la lesion, los amastigotes
fueron aislados y transformados a promastigotes en medio Schneider's Drosophila
como se describe en Materiales y Métodos. (A) Curvas representativas del
crecimiento de promastigotes Gb® y Gb™ en presencia de diferentes concentraciones
de glibenclamida (m:0; ®:50; v :100; #:200;y a:300uM)y Gb™ (a:50 uM).

(B) Efecto de la glibenclamida sobre la viabilidad de Gb*. Los datos se presentan como
la media + error estandar de la media (barras) de 6 replicas. El valor IC,, = 54,3 + 1,0
UM se obtuvo por el método de interpolacion lineal de Huber y Koella (15).

al de promastigotes Gb® en ausencia de la droga, sugiriendo
una gran estabilidad del fenotipo de resistencia (Fig. 1A).

Transformacion de L. (L.) mexicana y resistencia a
glibenclamida. El proceso de transformacion fue analizado
en términos del crecimiento y viabilidad de los parasitos (Fig.
2). Los resultados muestran un crecimiento similar en
aquellos parasitos Gb® mantenidos a temperatura ambiente y
un pH del medio de cultivo de 7,2 6 6,0 (Fig. 2A) y una
evaluacion de la morfologia de los parasitos mostré que la
misma no sufrid efecto alguno, encontrandose en ambas
condiciones la forma tipica de promastigotes; sin embargo, es
notoria la forma redondeada de los promastigotes mantenidos
apH 6,0 (Fig. 2B). Cuando los parasitos se cultivaron a pH 6,0
y 33°C se produjo una reduccion significativa del crecimiento
(Fig. 2A) y un cambio en su morfologia a una forma

redondeada carente de flagelo (Fig. 2B), tipica de los

amastigotes axénicos.

Figura 2.
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Figura 2: Transformacién in vitro de L. (L.) mexicana. Un inéculo de 1 x 10°
promastigotes de L. (L.) mexicana M9012 sensible a glibenclamida, Gb*, fue colocado
en medio Schneider's Drosophila e incubados en condiciones de transformacion como
se describe en Materiales y Métodos. (A) Crecimiento de promastigotes Gb® bajo las
condiciones de pH 7,2 (®) y pH 6,0 (O) a temperatura ambiente, y amastigotes
axénicos (pH 6,0 a 33 °C) (). (B) Morfologia y viabilidad de promastigotes Gb® a pH
7,2y 6,0 atemperatura ambiente, y amastigotes axénicos (pH6,0/33 °C).

Una vez establecido el sistema, los promastigotes Gb® y
aquellos seleccionados como resistentes a una concentraciéon
de glibenclamida de 50 yM (Gb®) y 100 uM (Gb™™)
respectivamente (Fig. 3A), se utilizaron para comparar su
crecimiento y transformacion en presencia y ausencia de la
droga. En comparacion con Gb°, el crecimiento de los
promastigotes Gb™ y Gb"® cultivados a pH 6,0 en presencia
de la misma concentracion de glibenclamida a la cual fueron
seleccionados, mostré una reduccion de un 30 al 40% entre
las 48 y 96 h (Fig. 3B); sin embargo, bajo las mismas
condiciones pero en ausencia de la droga estos cultivos (Gb™
y Gb™®) mostraron un crecimiento similar al obtenido a pH 7,2
y al de aquellos Gb° cultivados a pH 6,0 (Fig. 3B). Sorpresivo
resulto lo observado bajo condiciones de pH 6,0 y una
temperatura de 33 °C, donde hay un crecimiento limitado para
Gb®, Gb™ y Gb™ en ausencia de la droga, al igual que un
crecimiento no significativo para Gb™ y Gb™® (no mostrado) a
25 uM glibenclamida (Fig. 3C), la cual es una concentracién
muy por debajo de la utilizada en su seleccién (50 uM).

Los parasitos tanto en ausencia como a 25 uM glibenclamida,
mantienen la capacidad de transformarse a amastigotes
axénicos (Fig. 3D). Estos resultados sugieren un incremento
de la susceptibilidad a la droga por parte de los amastigotes
axénicos. La viabilidad de los parasitos, tanto resistentes
como sensibles, bajo estas condiciones se encontro
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extremadamente comprometida a concentracion de
glibenclamida superiores a las utilizadas (resultados no
mostrados).

Figura 3.
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Figura 3: Transformacién de L. (L.) mexicana y resistencia a glibenclamida. Un
inéculo de 1 x 10° promastigotes de L. (L.) mexicana M9012 sensibles (Gb®) y
resistentes (Gb™ y Gb"”) a glibenclamida, fueron inoculados en medio Schneider's
Drosophila, en ausencia y presencia de glibenclamida, y se llevd a cabo un
seguimiento de su crecimiento y transformacion a amastigotes axénicos como se
describe en Materiales y Métodos. Curvas representativas del crecimiento en medio
Schneider's Drosophila a pH y temperatura seleccionada, fueron obtenidas por
contaje directo en cadmara de Newbauer. (A) pH 7,2/ 25 °C, promastigotes Gb®(+ : 0
UM Gb), Gb™ (®:50 uM Gb)y Gb"* (O: 100 uM Gb). (B) pH 6,0/ 25 °C, promastigotes
Gb°(m: 0 uM Gb), Gb™ (®:0uM Gby +:50 UM Gb)y Gb"* (O:0uM Gby »: 100 uM
Gb). (C) pH 6,0/33°C, promastigotes Gb°(~ : 0 uM Gb), Gb™ (O: 0 uM Gb; ®: 25 uM
Gb) y Gb "™ (+: 0 uM Gb). Como referencia para la construccién de la grafica se

100

utilizaron los valores obtenidos para promastigotes Gb™” crecidos apH 7,2/25°C (m:
0 UM Gb). (D) Morfologia y viabilidad de promastigotes Gb™ a pH 7,2y 6,0 y
temperatura ambiente y de amastigotes axénicos Gb™ (Gb 25 uM).

DISCUSION

La toxicidad de los compuestos antimoniales, asi como el
desarrollo y expansion de resistencia a estos compuestos, ha
generado una necesidad urgente de desarrollo y evaluacion de
nuevas drogas, y la identificacion de nuevos blancos
terapéuticos para el tratamiento de la leishmaniasis. La
variabilidad genética tanto del parasito Leishmania sp. como
de la poblacién humana en riesgo influyen de la diversidad en
la respuesta inmunoldgica, asi como en la farmacocinética y
farmacodinamica de las drogas y, en general, en la
quimioterapéutica anti-leishmania. Tomando en cuenta el rol
de la membrana celular en la homeostasis de estos parasitos e
interesados en el estudio de los mecanismos genéticos y
bioquimicos involucrados en el fenotipo de resistencia a
drogas en Leishmania sp., evaluamos el efecto de
glibenclamida sobre el crecimiento y transformacion de
promastigotes a amastigotes axénicos. Los resultados de los
ensayos presentados en este estudio, muestran un efecto
diferencial de la glibenclamida sobre el crecimiento de
promastigotes y amastigotes axénicos de L. (L.) mexicana
M9012, encontrandose que estos Ultimos parecen ser mas
susceptibles a la droga (IC,, < 10,0 uM, resultados no
mostrados). Resultados similares se han obtenido utilizando
otras drogas, tales como glucantime que parece ser especifico
para el estadio amastigote. Sin embargo, se han obtenido
resultados controversiales relacionados con diferencias en la
sensibilidad de distintas especies de Leishmania sp. a
glucantime (4,16,17). Podria especularse que tal diferencia en
susceptibilidad a la droga entre promastigotes y amastigotes
se deba a modificaciones bioquimicas y fisicoquimicas que
ocurren en la superficie del parasito durante el proceso de
transformacion, debido a la variacion de pH y el choque
térmico, con una mayor o mejor exposicion de los blancos de
accion de la droga en la forma amastigote en comparacién con
la forma promastigote. No necesariamente los blancos tienen
que ser los canales de K., en Leishmania sp. |la evidencia de
la existencia de estos canales es indirecta (18). Estudios
previos muestran la existencia de modificaciones diferenciales
importantes de la superficie del parasito en ambos estadios,
ejemplos de ello lo constituyen la aglutinacion diferencial con
algunas lectinas (19) y los cambios que ocurren en la
composicion de esteroles de amastigotes resistentes a la
anfotericina B (20).

La seleccién de resistentes a glibenclamida, permitié evaluar
el efecto de la droga sobre su crecimiento y transformacion de
estos parasitos. Las lineas resistentes fueron capaces de
crecer en la respectiva concentracion de glibenclamida a la
cual fueron seleccionadas (50 6 100 M) y en condiciones de
cultivo a pH 7,2. Sorprendente fue la necesidad de disminuir la
concentracién de la glibenclamida por debajo de la
concentracion utilizada en la seleccion inicial, para generar los
amastigotes axénicos a partir de las lineas resistentes Gb™ y
Gb"™; tales concentraciones disminuyeron en un 50 % el
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crecimiento de estas lineas resistentes a pH 6,0/25 °C sin
afectar su viabilidad y causan la muerte de estos parasito a pH
6,0/33 °C. La transformacion a axénicos de las lineas
resistentes solo fue posible en ausencia de la droga o a 25 yM
glibenclamida, donde no se afecto la viabilidad de los
parasitos; sin embargo, después de 120 h no se evidencio
multiplicacion de los amastigotes axénicos generados. Esto
podria sugerir inestabilidad en la retencion del fenotipo inicial
de resistencia después de completar el ciclo de vida
(promastigote a axénico) o una adaptacion de la resistencia
inicial. No obstante, el hecho de pasar los promastigotes Gb™
por animales experimentales y demostrar que se pueden
obtener y mantener de nuevo las lineas resistentes a partir de
lesiones de estos animales sugiere que el fenotipo de
resistencia es genéticamente estable. Por otro lado, en
experimentos preliminares, hemos detectado que cuando los
amastigotes axénicos se colocan en condiciones de
transformacion a promastigotes, el fenotipo de resistencia
revierte a su condicién original, es decir, los parasitos
resultantes recuperan su crecimiento a 50 y 100 pM
glibenclamida, segun haya sido la concentracion utilizada para
la seleccion (resultados no mostrados). La remodelacion de
componentes de la membrana del parasito podria explicar
tanto la pérdida como la recuperacién del fenotipo de
resistencia. Diferencias en la estabilidad de la resistencia
inducida a diferentes concentraciones de pentamidina en
amastigotes axénicos, luego de su transformacién a
promastigotes, han sido descritas en L. (L.) mexicana M379;
tales diferencias se han asociado a una modulacién de la
resistencia durante el ciclo de vida del parasito (21). Tomando
en cuenta el desconocimiento del mecanismo de accion de la
glibenclamida en Leishmania sp., se adelantan experimentos
para obtener el perfil protedmico tanto de promastigotes como
de amastigotes axénicos sensibles y resistentes, a fin de
establecer diferencias en dichos perfiles e identificar
potenciales blancos de la droga. En resumen, en este trabajo
se establecieron condiciones para la transformacion de
promastigotes del aislado venezolano L. (L.) mexicana
M9012 a amastigotes axénicos; la susceptibilidad de los
axénicos a la glibenclamida fue mayor que la de los
promastigotes. La transformacién de lineas resistentes a la
droga, genéticamente estable, no parece ser afectada por la
droga, aunque en condiciones de transformacion la droga
claramente afecta la tasa de crecimiento de los parasitos.
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