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¢Alguna vez se ha preguntado por qué, en ocasiones,
una persona afectada por cierta enfermedad infecciosa no
responde al tratamiento aplicado? ¢, Por qué a veces se nece-
sita un conjunto de medicamentos para atacar un padeci-
miento causado por un solo tipo de organismo patdgeno?
Uno de los mayores problemas al que cientificos y médicos
se han enfrentado en su lucha para la prevencion, el control
y la erradicacion de enfermedades causadas por parasitos,
asi como variostipos de cancer, es la resistencia que las célu-
las afectadas presentan alas diversas drogas o farmacos usa-
dos en el tratamiento de estas afecciones.

El origen de este problema se desconaoce, pero puede deber-
se, en parte, alainterrupcion de los tratamientos debido a
los efectos secundarios que los medicamentos causan enlos
pacientes. A pesar de numerosas investigaciones sobre este
fendmeno se conoce muy poco acerca de las alteraciones
bioguimicas o moleculares por las cuales células y parasitos
se convierten en resistentes o refractarios a farmacos. Sin
embargo, se han podido analizar algunos de los mecanis-
mos involucrados en la resistencia a maltiples drogas o MDR
(multidrug resistance) al desarrollarse técnicas de biologia
molecular como la generacion de anticuerpos monoclonales
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dirigidos contra las proteinas involucradas en el proceso, el
aislamiento de ciertos genes que codifican para dichas pro-
teinasy la transfeccién o introduccion de estos genes en
células o parasitos sensibles a drogas y a los que se les
confiriere el fenotipo de resistencia a ellas.

Laresistencia a multiples farmacos se describié por primera
vez en células cancerosasy luego envirus, bacterias, hongos,
plantas y animales. La MDR se ha definido como la capaci-
dad que tienen las células para desarrollar resistenciaa una
droga que se usacomo agente selectivoy, ademas, presentar
resistencia cruzada a farmacos no relacionados bioquimica
ni estructuralmente con la droga que se us6 en la seleccion.
Otra caracteristica de este fenotipo es que puede ser reverti-
do mediante la adicién al cultivo celular del agente quimico
verapamil, un bloqueador de canales de calcio cuyo meca-
nismo de accion en el fendmeno no ha sido esclarecido.

Los farmacos que con mas frecuencia estan involucrados en
el fenotipo MDR son del tipo de los alcaloides o de los
antibidticos. La accion de estas sustancias esta dirigida a blo-
guear la sintesis de macromoléculas como el DNA
(imidazoles), el RNA (actinomicina D y melfafan) y las pro-

teinas (puromicinay emetina). Farmacos como la colchicina
ylos vinca alcaloides interfieren en el ensamble de proteinas
como la tubulina, cuya funcién es formar y mantener el
soporte celular o citoesqueleto. Otras sustancias (como las
antraciclinas y podofilinas) bloguean la activacion de la
enzimatopoisomerasa Il que tiene como funcién “desenro-
llar” la doble hélice de DNA para permitir su replicacion.

¢,Cual es el mecanismo que las células resistentes emplean
para evadir la accion de los medicamentos? Laresistenciaa
multiples farmacos se debe a un decremento en laacumula-
cionintracelular de éstos mediada por unincremento enel
eflujo o extrusion de los mismos. ¢ Cémoy quién realiza
este eflujo? En células tumorales frecuentemente se ha ob-
servado la expresion exacerbada o sobreexpresion de una
fosfoglicoproteina de membrana de aproximadamente 170
kilodaltones, denominada P-glicoproteina o Pgp.

En el humano, la Pgp es codificada por el gen MDR1 Yy se ha
descrito, ademas, la presencia de otros dos genes: el MDR2y
el MDR3. Estos genes se expresan de maneranormal en dife-
rentes tejidos y 6rganos como el rifién, higado, intestino,
pancreas, colon, células endoteliales de cerebro, testiculos y
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en células de la corteza adrenal. Sinembargo, en células can-
cerosas los niveles de expresion de los genes MDR se
incrementany se sugiere que esta expresion puede ser mo-
dificada en diferentes tipos celulares por una amplia varie-
dad de estimulos como la hapatectomia parcial, el tratamien-
to con xenobidticos, el choque térmico, el dafio al DNA, la
presencia de agentes quimioterapéuticos y algunos factores
de crecimiento, entre otros. Dentro de los mecanismos in-
volucrados en la sobreexpresion de los genes MDR se ha vis-
to una amplificacion de ellos (es decir, se incrementa el nu-
mero de copias del gen) y, también, que su regulacion esta
dada principalmente a nivel de la sintesis de RNA, proceso
conocido como transcripcion.

Pero, ¢, como es una P-glicoproteina? Las Pgp presentan ca-
racteristicas topoldgicas que les permiten llevar a cabo la
funcién de bomba expulsora de farmacos del interior al ex-
terior celular. Estas moléculas pertenecen a lafamilia de pro-
teinas ABC (ATP binding cassette), cuya caracteristica es que
en su secuencia de aminoacidos tienen segmentos que reco-
noceny se unen a unamolécula de trifosfato de adenosina
(atP). Las Pgp estan constituidas por dos mitades homélogas
con seis dominios transmembranales cada una. Los 12 seg-
mentos que atraviesan lamembrana forman un poro atra-
vés del cual pasan las drogas. En la cara de la proteina que
mira hacia el citoplasma, las Pgp tienen dos sitios de unién
aATP, unamolécula que al ser rota o hidrolizada provee la
energianecesaria paraque estas proteinas actien como bom-
bas capaces de expulsar las drogas.

En el curso de las investigaciones realizadas el alineamiento
y lacomparacion de las secuencias de DNA de las dos mita-
des homélogas de las Pgp han mostrado que existe ungran
parecido entre ellas, lo que sugiere que podrian provenir de
la duplicacion de un ancestro comun. Luego de ser sinteti-
zadas las Pgp se modifican cuando se les unen pequenas
cadenas de azUcares u oligosacaridos. Este mecanismo, lla-
mado glicosilacion, al parecer no participa en la funcién de
transporte de la proteina, y sinembargo es una de las carac-
teristicas que la definen.

Otra modificacion de las Pgp es la fosforilacion; es decir, la
adicién de grupos fosfato a aminoacidos como la serinay la
treonina. La fosforilacion de las Pgp, al parecer, tiene un
efecto directo sobre su actividad, pues dentro de la secuen-
cia primaria de la proteina existen varios sitios que son blan-
cos paralas cinasas (moléculas que llevan a cabo la funcion

de unirlos grupos fosfato a la proteina). Ademas, el tipo de
actividad bioldgica que las Pgp realizan sugiere, con una
probabilidad muy alta, que esta molécula esta bajo el con-
trol de algun sistema de regulacion fino como seria la fos-
forilacion reversible.

El papelfisiolégico de las Pgp en el eflujo de drogas ha sido
postulado con base en la expresion de estas proteinas enla
membrana apical del epitelio intestinal, células de higadoy
tbulos renales, en donde pueden realizar procesos de
destoxificacion. Sin embargo, las Pgp se expresan también
en glandulas adrenales, en células hematopoyéticas, en cé-
lulas del sistema inmunoldgico—como las llamadas asesi-
nas naturales (NK)—, en células dendriticas presentadoras
de antigenoy en linfocitos Ty B. Ademas, se ha encontrado
expresion de Pgp en embrionesy en placenta humana.

Laexpresion de las Pgp en epitelios gastrointestinales o del
sistema urinario esta en concordancia con su papel de re-
mocion de drogas o sustancias toxicas, mientras que su ex-
presion en células adrenales y hematopoyéticas hallevado a
proponer funciones adicionales para estas proteinas. Asi, se
ha encontrado que las Pgp también participan en el trans-
porte de citocinas, la translocacion de lipidos, en apoptosis,
en diferenciacion celular y en la regulacion de canales de
cloro activados por cambios en el volumen celular. Elhecho
de estar involucradas en una amplia gama de actividades
fisiologicas apoya fuertemente la teoria de que la fosforilacion
puede determinar el papel bioldgico de las Pgp en diferen-
testipos celulares y en respuesta al estimulo adecuado.

Esta breve exposicion de las caracteristicas de la Pgp y del
fenébmeno MDR permite observar que este es un mecanismo
complejo. Laresistencia a drogas en células que son perju-
diciales para el organismo, como en el caso del cancer o de
infecciones con microorganismos patégenos, ha constitui-
do un punto clave a nivel de los tratamientos clinicos a los
gue se somete alos pacientes afectados por este tipo de pa-
decimientos. Algunos ejemplos de la manifestacion del
fenotipo MDR se pueden ver en las infecciones causadas por
parasitos protozoarios.

Los paréasitos protozoarios son agentes causales de unaam-
pliagama de enfermedades devastadorasy muchas vecesfa-
tales enlos seres humanos. Entre éstas se encuentranlama-
laria, causada por Plasmodium spp; la enfermedad del suefio,
por Trypanosoma brucei gambiensey T. brucei rhodesiense; la
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enfermedad de Chagas, producida por T. Cruzi; la giardiasis,
por Giardia duodenalis; la disenteria amibiana, producida
por Entamoeba histolytica; la leishmaniasis, por Leishmania
spp; y latricomoniasis, por Trichomonas vaginalis.

Para las enfermedades parasitarias no se hanlogrado desa-
rrollar vacunas, por lo que su control ha sido sélo con trata-
mientos quimioterapéuticos. Sin embargo, como se men-
ciono, el tratamiento de estas afecciones se hatopado conla
manifestacion del fenotipo MDR en los parasitos. En algu-
nos de estos organismos los genes que codifican paralas Pgp
han sido aislados y caracterizados. El niimero de genes y/o
sus niveles de expresion han sido implicados en la resisten-
cia de los parasitos a diferentes farmacos. Pero, lamayoria
delas Pgp estudiadas en estos protozoarios no han sido ana-
lizadas funcionalmente y su secuencia de aminoacidos sélo
ha sido predicha con base en la secuencia de bases nucleo-

tidicas de los genes identificados. El alineamiento de
estas secuencias con los genes MDR de mamiferos ha
mostrado una alta homologia con ellos, lo que sugiere
gue las proteinas que codifican podrian tener una acti-
vidad similar a la observada en los organismos de refe-
rencia.

Resistencia a farmacos en P. falciparum

Laevoluciény dispersion de trofozoitos de P. falciparum
resistentes a cloroquina (cQ) halimitado el uso de este
farmaco en muchas regiones donde lamalaria es endé-
mica. En algunas cepas de P. falciparumla resistencia.a
cQ hasido atribuida a una disminucion en la acumu-
lacion de la droga o0 a un elevado eflujo de la misma.
Esto es, que ladroga no entre al citoplasma del parasi-
to 0 que, una vez dentro, sea rapidamente expulsada
de él. De Plasmodium se han aislado dos genes MDR: el
gen pfmdrly el gen pfmdr2. El primero presenta las
caracteristicas tipicas de los miembros de lafamilia Pgp
y hasido implicado en la resistencia del parasito a dro-
gas como la cQy la mefloquina. El segundo, el gen
pfmdr2, presenta unatopologia atipica que se asemeja
mas al gen de resistencia a cadmio presentado por la

levadura Schizosaccharomycespombe.

Resistencia a farmacos en Leishmania

Las diferentes especies de Leishmania sonla causade
un amplio espectro de enfermedades que van desde
unainfeccion cutanea limitada a ciertas areas de la piel
hasta una infeccion visceral virulenta y regularmente
fatal. En Leishmania se ha detectado también la MDR Y la
sobreexpresion de una proteina similar ala Pgp. Sinembar-
go, algunas especies del parasito presentan caracteristicas
distintas a las descritas en la MDR de mamiferos. Dos clases
de genes que codifican para Pgp han sido aisladas de
Leishmania. La primera estarepresentada por los genes tpgpA
y ImpgpA aislados de L. tarentolae y L. major, respectiva-
mente.

Las diferencias observadas en estas dos especies son, por un
lado, que la secuencia de aminoacidos de los genes mencio-
nados presenta una homologia muy baja con respecto alos
genes MDR de humano. Por otro lado, en estas cepas laMDR
no es revertida por verapamil. La segunda clase de genes
aisladosy caracterizados de Leishmania son los que confie-
ren un fenotipo similar al descrito en las células MDR de
mamifero. En L. amazoniensis, L. donovaniy L. enrietti se
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han identificado los genes lamdr1,
I[dmdrlylemdrl, respectivamente. El
alineamiento de las secuencias proteicas
codificadas por los genes mencionados
muestra una alta homologia con laPgp
humana. Ademas, al transfectar al gen
lamdrl en parasitos sensibles adrogas
se observo su sobre expresion 'y, como
consecuencia, los parasitos transfecta-
dos adquirieron el fenotipo MDR.

Resistencia a farmacos en T. vaginalis
T. vaginalis es el agente causal de la
tricomoniasis vaginal o vaginitis. Esta es una enfermedad
de amplia distribucién mundial cuyo tratamiento esta basa-
do en el uso del metronidazol. Sin embargo, también en
este caso se han detectado parasitos resistentes a este medi-
camentoy, de hecho, un gen que codifica para una proteina
similar a la Pgp ha sido identificado. El gen denominado
Tvpgpl predice una proteina similar a una mitad de la Pgp
de mamifero. Esto sugiere que en este ancestral organismo
no hubo una duplicacion del gen, como se sospecha que
existio en otros eucariotas.

Resistencia a farmacos en E. histolytica

E. histolytica es el protozoario causante de la amibiasis en el
hombre. Este parasito vive usualmente como comensal en
ellumen del intestino grueso provocando amibiasis luminal
pero, por razones desconocidas, es capaz de invadirlamucosa
intestinal y provocar disenteria, que es laforma més comin
de amibiasis. Una vez invadido el epitelio intestinal el para-
sito puede diseminarse através de la sangre causando lesio-
nes extraintestinales en érganos como el higado—en don-
de provoca un absceso hepético—y, con menos frecuencia,
en pulmén, cerebro, piel, rganos genitales, bazo y rifion.

Aligual que con otros parasitos el tratamiento contra la
amibiasis es basicamente farmacolégico y los dos medica-
mentos amebicidas mas importantes son el metronidazol y
laemetina. Sinembargo, en este parasito también se ha ob-
servado el fenotipo MDR. E. histolytica tiene al menos cuatro
genes que codifican para proteinas semejantes alas Pgp de
mamifero: EnPgp1, EhPgp2, EnPgp5y EhPgp6. De éstos,
los genes EnPgply EhPgp5 han sido los més estudiados ya
gue se havisto que los trofozoitos con fenotipo MDR tienen
unamayor expresion de ellos aunque ésta es diferente entre

ambosgenes. Elgen EhPgpl se expre-
sade manera constitutiva: sus niveles
de expresion no cambian en las célu-
las resistentes aun cuando se adicione
al cultivo celular una cantidad de dro-
ga superior ala que unacélula puede
resistir de manera basal. En cambio,
elgen EhPgp5 incrementa su nivel de
expresion conforme se aumenta la
concentracion de droga en el medio
de cultivo de los trofozoitos; es decir,
el gen EhPgp5 presenta una expresion
inducible. Estos datos sugieren que
existe un mecanismo de regulacion de expresion génicaa
nivel de la transcripcion de ambos genes 'y, de hecho, ya se
han identificado algunos factores proteicos involucrados en
el proceso.

En parasitos como los trypanosomas y Giardia también se
ha observado unaresistencia alos farmacos empleados enel
tratamiento de los padecimientos causados por estos proto-
zoarios. Desafortunadamente, los estudios bioquimicosy
moleculares realizados con respecto al fenGmeno MDR no
han tenido el avance mostrado en Plasmodium, Leishmania
y E. histolytica. De hecho, tanto de Trypanosoma spp como
de Giardia no se tienen plenamente reconocidos los genes
participantes en el fenotipo de resistencia a drogas.

Laidentificacion de los genes involucrados en laMDR de los
paréasitos descritos constituye apenas uno de los factores par-
ticipantes en este complejo fendmenao. El estudio de las mo-
léculas y los mecanismos que participan y determinan la
evasion de las drogas en las células resistentes a ellas es de
vitalimportancia ya que, en todos los casos mencionados,
la similitud entre el metabolismo del huésped y el parasito
ha hecho dificil el desarrollo de agentes quimioterapéuticos
especificos que actien sélo sobre el parasito y que no sean
toxicos para el huésped. El conocimiento de las diferencias
moleculares y bioquimicas entre el metabolismo de ambos
individuos dara la pauta para desarrollar farmacos dirigidos
de manera exclusiva contra el parasito. Esto, desde luego,
permitira abrir el camino hacia el control de la diseminacion
de estos agentes infecciosos. En consecuencia, se tendrala
posibilidad de disminuir la alta incidencia que tienen las
enfermedades parasitarias, las cuales, en la actualidad, afec-
tan gran parte delmundo.s
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