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1. INTRODUCCION




El género Leishmania constituye un grupo de protozoos
flagelados pertenecientes a la familia Trypanosomatidae.
Son organismos unicelulares caracterizados por poseer un
Gnico flagelo y por su tipico ADN mitocondrial denominado
Kinetoplasto. Estos parédsitos, son los causantes de la
afeccién parasitaria denominada Leishmaniasis.

La leishmania puede encontrarse bien como forma
flagelada, extracelular, denominada forma promastigota, en
el tracto digestivo del vector, o bien como forma carente
de flagelo e intracelular denominada forma amastigota, en
los macréfagos del hospedador vertebrado. Estos pardsitos
son transmitidos bajo~ la forma promastigota pur la picadura
de un insecto vector que pertenece a diferentes especies
del género Phlebotomus en Europa, Asia, y Africa, mientras
que en Iberoamérica pertenecen a las especies del género
Lutzomia y Psychodopvgus. Una vez dentro del huesped, los
pardsitos son fagocitados por los macréfagos, diferencién-
dose intracelularmente a formas amastigotas. Estas formas
se reproducen por biparticién longitudinal (£isién binaria)
y tras la ruptura celular serdn de nuevo fagocitadas por
células del sistema reticulo endctelial. El ciclo se cierra
al picar un vector al animal infectado, ya sea el hombre u
hospedadores reservorios como cénidos o roedores. Las
formas amastigotas pasan al tubo digestivo y se diferencian
a formas promastigotas que se multiplican por biparticiénm.

La leishmaniasis se considera la segunda enfermedad en

importancia entre las enfermedades producidas por protozoos




pardsitos. Se estima en mis de 12 millones las personas
afectadas por esta enfermedad y en cientos de millones las
que viven en &reas endémicas de la enfermedad. Esta
enfermedad puede manifestarse de varias formas: leishmania-
sis visceral denominada Kala-azar, considerada como la
forma m&s severa de la enfermedad, leishmaniasis cuténea
denominada Botén de oriente y leishmaniasis mucocutanea.

La clinica de la leishmaniasis visceral, se caracteri-
za por la aparicién de fiebre de curso oscilante, malestar
general con desnutricién y pérdida de peso, hepato-espleno-
megalia, hipergammaglobulinemia y pancitopenia. Si 1la
enfermedad no es tratada conduce a la muerte en un 90% de
los casos, como resultado de diarrea y neumonia (Berman,
1988) .

En el caso de la leishmaniasis cutdnea, se observan
placas duras, nédulos, pdpulas costrosas y lesiones
verrugosas similares a tumores. Esta enfermedad suele
comenzar con la aparicién de una pdpula enrojecida que
prolifera a dlcera con midrgenes algo elevados.

Las especies que forman parte del género Leighmania
estdn agrupadas en cuatro complejos. La especie Leigshmania
tropica, en la que hemos centrado nuestros estudios, junto

con las especies Leishmania major y Leighmania aethiopica
constituyen el complejo denominado L. tropica. Este comple-

jo es causante de lesiones cuténeas (botén de oriente), que

se vlceran después de varios meses de la incculacién de los
pardsitos; su locaiizacién geogrédfica abarca la cuenca
Mediterrdnea, Oriente Medio, Asia, partes del Este y Norte
Africanec.




Quimioterapia.

Respecto a la quimioterapia de la enfermedad, el
tratamiento de eleccién para todas las formas de leishma-
niasis (visceral, cutdnea y mucocutédnea) es el complejo de
antimonio pentavalente (SbV), en la forma de estiboglucona-
to sbdico (Pentostam) o de antimoniato de meglumina
(Glucantime) . Estos fadrmacos son administrados via parente-
ral a una dosis recomendada de 10-20 mg Sb(V) /Kg por dia en
el caso de Pentostam, o bien 28 mg Sb(V)/Kg por dia de
Glucantime (Berman, 1985). Sin embargo, en ocasiones este
tratamiento fracasa o aparecen recaidas en todas las formas
de la enfermedad, ademds de presentar numerosos efectos
téxicos, entre ellos: afecciones cardiacas, renales,
mialgias, artralgias y anorexia (Chulay y col. 1985).

L.a dosis a administrar de compuestos antimoniales
pentavalentes ha sido modificada en ocasiones, para evitar
fracaso en la respuesta, bien por incremento de la dosis
diaria o bien de la duracién del tratamiento. En 1982, la
OMS recomendé que la dosis diaria de antimonio pentavalente
empleada en el tratamiento de personas con leishmaniasis
visceral, se incrementara de 10 a 20 mg/Kg/dia, siempre que
la dosis maxima diaria no supere 850 mg. Debido a 1la
respuesta negativa al tratamiento en algunos casos,
Herwaldt y col. (1992) describen que esta restriccién

diaria en la dosis no debe tenerse en cuenta. Sugieren que

el tratamiento de antimonio pentavalente a una dosis de 20
mg/Kg/dia, sin limite diario, es més eficiente y no
significativamente mds téxico. Estos autores ¢tratan la
leishmaniasis cut&nea durante 20 dias, y la visceral y
mucocuténea durante 28 dias basdndose en criterios clini-
cos.




Existen otros agentes terapeiiticos empleados en la 2°
linea de f&armacos habituales en el tratamiento de 1la
enfermedad, continudndose la bisqueda del compuesto ideal,
administrable oralmente, efectivo y no téxico.

La pentamidina o la anfotericina B, son los fdrmacos
elegidos cuando el tratamiento fracasa con lecs compuestos
de antimonio pentavalente, pero su uso estd limitado por
ser generalmente mads téxico y por su administracién
parenteral. (Berman, 1985; Davidson y col. 1993).

De reciente utilizacién y de administracién oral son
el allopurinol, que se emplea en el tratamiento de la
leishmaniasis visceral, y el ketoconazol empleado en la
leishmaniasis cutédnea (Berman, 1985). Se han 1llevado
incluso, asociaciones efectivas de estibogluconato sédico
con allopurinol (Kager y col. 1981).

Un grado variable en la eficacia del tratamiento de la
leishmaniasis se ha manifestado con metronidazol, formicina
B, 8-aminoquinoleinas, Nifurtimox, isoniazida, rifampicina
y aminosidina (Berman, 1988; Davidson y col. 1993).

El ketoconazol es un derivado del imidazol N-susti-
tuido, que presenta propiedades fungicidas. El interés en
las posibles aplicaciones de este compuesto y derivados del

imidazol para el tratamiento de leishmaniasis parte de la
demostracién de que el ketoconazol inhibe la propagacién de
formas amastigotas de varias especies de leishmania,
mediante inhibicién de la sintesis de ergosterol, inhibien-
do la demetilacién del lanosterol y produciendo de esta
manera una acumulacién de l4o-metil esteroles. Por lo que
la citotoxicidad del ketoconazol se atribuye a las altera-




ciones en la membrana celular como consecuencia de los
cambios en la composicién de esteroles.

Recientemente, se ha ensayado in vitro e ipn vivo
frente a Leishmaria donovani la actividad de un antibiético
antraciclinico, la doxorubicina, farmaco caracterizado como
antineopldsico. Su actividad in vitro fué muy alta tanto
para las formas promastigotas como amastigotas. In vivo, la
inhibicién fué del 95% a una concentracidn de 625 ug/Kg/dia
en 4 dosis consecutivas, concentracién que esti lejos de la
dosis téxica (Sett y col. 1992).

Otro grupo terapelitico ensayado in vitro por Petrillo
y col. (1987) scbre formas promastigotas de L, major, son
las sulfonamidas y sulfonas, presentando estos parésitos
distintas susceptibilidades a la accién de las mismas.

La utilizacién de un sistema efectivo de administra-
cién es importante porque de ella dependerd la accesibili-
dad del farmaco a aquellos tejidos parasitados. Los
liposomas son considerados como nuevos sistemas de libera-
cién de farmacos con perspectivas de futuro. Son vesiculas

de menos de 3 u de didmetro, constituidas por bicapas

lipidicas concéntricas, alternando con compartimentos
acuosos. Constituyen una forma farmaceltica especial dotada
de citotropismo, con lo cual se obtienen mejores resultados
terapefiticos a dosis bajas del medicamento y con ello se
reducen los efectos secundarios derivados de su administra-
cién. Los liposomas poseen un elevado tropismo por las
células del reticulo endotelial, favereciendo el que estos
compuestos sean rapidamente eliminados de la circulacién
por el reticulo endotelial del higado y bazo (Gregoriades
y col. 1980).




Se han realizado numerosas formulaciones de liposomas
conteniendo compuestos antimoniales y anfotericina B,
considerindose su uso en el ensayo humano. Alving y col
(1978) administraron con buenos resultados Pentostam y
Glucantime encapsulado en liposomas a hamsters infectados
con L. donovani durante 17-20 dias. La dosis necesaria fué
aproximadamente 2,5 mg/Kg, en comparacién con 832 mg/Kg de
f4drmaco libre que fué necesario adminis:. ‘i para obtener
similar efectividad.




Desafortunadamente, como describiamos anteriormente,
el tratamiento con compuestos antimoniales fallan en
ocasiones en todas las formas de la enfermedad : Kala-azar
(Bryceson y col. 1985; Gradoni y col. 1987; Mebrahtu y col.
1989 ), mucocuténea (Franke y col. 1990; Marsden, 1986) y
cutdnea (Costa y col. 1986). Este fallo en el tratamiento
de la leishmaniasis es un problema en muchas zonas endémi-
cas, ocurriendo entre un 5 y un 70% de los pacientes. Esto
puede deberse a reinfecciones, o deficiencias inmunolégi-
cas, fisioldégicas o farmacocinéticas del hospedador. Sin
embargo, existe la posibilidad de que en el fallo terapei-
tico intervengan mecanismos de resistencia desarrollados
por el pardsito (Berman y col. 1989; Jackson y col. 1990;
Grogl y col. 1992).

Para determinar hasta que punto influye la resistencia
al fdrmaco en el fracaso del tratamiento, Grégl y col.
(1989) obtuvieron formas promastigotas de Leighmania
enrietti resistentes a Pentostam in vitro. Los resultados

de estos estudios demostraron que el pardsito adquiere una
resistencia estable al antimonio pentavalente in vitro, y
que existen diferencias significativas en cuanto a la

sensibilidad al antimonio pentavalente entre clones de
pardsitos procedentes de pacientes tratados y no tratados
con Sb(V), siendo mds sensibles al tratamiento aquellos
clones que no habian estado expuestos anteriomente a la
accién de farmacos.




Recientemente, se ha estudiado jin vitro la sensibi-
lidad a Sb(V) que presentan leishmanias aisladas de
pacientes en los que fracasd el tratamiento con Pentostam
y Glucantime. Estas determinaciones se realizaron mediante
la microtécnica de radiorrespircmetria (RAM) desarrollada
por Jackson y col. (1990). En ocasiones, los pardsitos eran
hasta 100 veces mis resistentes al Sb(V) que el nivel
midximo tolerable en suero en humanos; los pacientes de los
cuales procedian dichos parédsitos no respondian bien al
tratamiento quimioterapeiitico.

Con similar fin, Grégl y col. (1992) desarrollaron la
técnica de microdilucién semiautomdtica (SAMT), que permite
predecir en un 85% de los casos la eficacia del tratamien-
to. Mediante esta técnica observaron que algunas leishma-
nias aisladas de pacientes previamente expuestos al
tratamiento ccu Sb(V) son menos susceptibles que otras y
que algunas presentaban resistencia natural puesto que no
fueron expuestas anteriormente a Sb(V). Ademds, encontraron
incrementada la dosis inhibitoria 50 (DI,,) de Sb(V) de 10
a 17 veces en L, mexicana y L. braziliengsigs aisladas de
pacientes que habian sido tratados previamente.

De aqui se deduce, que uno de los grandes problemas a
los que se enfrenta el tratamiento de la leishmaniasis es
la resistencia adquirida a los farmacos habitualmente
empleados. Por ello es importante el estudio de los
mecanismos de resistencia a fdrmacos desarrollados por los
pardsitos, al objeto de buscar nuevas estrategias de
tratamiento alternativos, en los casos en los que falla el

tratamiento quimioterapeitico.




Los pardsitos en general, pueden desarrollar indepen-
diente o simultaneamente alguno de los siguientes mecanis-
mos de resistencia: una amplificacién de los genes implica-
dos en la sintesis de las proteinas blanco de accién del
fadrmaco (Coderre y col. 1983; Beverley y col. 1984,
Washtien y col. 1985; Inselburg y col. 1987), cambios
estructurales y/o funcionales en las proteinas blanco de
accién (Ferone, 1970; Sirawaraporn y col.1984; Walter,
1986; Chen y col. 1987), alteracién del transporte de
fdrmacos (Dewes y col. 1986; Ellenberger y col. 1987a; Kaur
y col. 1988; Ellenberger y col. 1987b), presencia de
elementos extracromosomales (Hightower y col. 1988, White
y col. 1988; Ellenberger y col. 1989) y recientemente se ha
descrito un nuevo mecanismo de resistencia similar al de
las células tumorales multirresistentes, y caracterizado
por la amplificacién de un gen homélogo al gen de la
multirresistencia a farmacos (o0 gen MDR). Este dltimo
mecanismo se ha descrito en las células tumorales (Roninson
y col. 1986; Pastan y col. 1987), admitiéndose que el gen
MDR codifica la sintesis de una glicoproteina de membrana
de alto tamafio molecular (150-180 kDa), denominada glico-
proteina-P (Gottesman y col. 1988), implicada en el eflujo
de farmacos en un proceso dependiente de energia (Endicott
y col. 1989, Van der Bliek y col. 1989), asi como en la

resistencia cruzada a otros farmacos estructural y funcio-

nalmente diferentes al farmaco frente al cual se ha
obtenido la resistencia de las células.

La posibilidad de mantener in vitro estos parésitos,
ha permitido la induccién controlada y obtencién en el
laboratorio de pardsitos resistentes a diferentes farmacos.

Uno de los f4rmacos mds empleados en el estudio de los
mecanismos de resistencia a fadrmacos en Leisghmania es el




Metotrexato (MTX). Bl MTX es ur 4-aminc analoge del Acido
f6lico que se emplea en la quimioterapia de diferentes
tipos de célncer comeo linfomas, sarcomas osteogénicos,
carcinoma de mama, cdncer de pulmén y tumores cerebrales,
habiéndose empleado también en el tratamiento de des6rdenes
no neoplésicos como psoriasis, artritis reumatoides y asma
esteroide dependiente.

Una de las caracteristicas esenciales de estos
pardsitos es la incapacidad de sintesis de novo de purinas,
lo que implica que el papel esencial del &cido f6lico como
cofactor reside en su participacién en la sintesis de dTMP,
precursor necesario para la sintesis de ADN. El ciclo de
sintesis de dTMP depende de 3 reacciones secuenciales
catalizadas por los enzimas: Timidilato sintasa (TS),
Dihidrofolato reductasa (DHFR) y Serina transhidroximeti-
lasa (STH), encontridndose en Leishmania las dos primeras
formando parte de una fdnica proteina bifuncional. El
tetrahidrofolato desempefia un importante papel en estas
reacciones como portador de grupos metilo, durante un
proceso de oxidacidén-reduccién, catalizado por la TS y
DHFR, respectivamente. El bloqueo de este ciclo, conlleva
a una disminucién de 4TMP y a la muerte celular, lo que
hace que se consideren estos enzimas como blanco interesan-
te para una posible accién de agentes anti-leishmania. El
MTX es un potente inhibidor del enzima dihidrofolato
reductasa (DHFR), produciendo una depleccién del contenido
de tetrahidrofolato intracelular, necesario en la biosinte-
sis de nucleétidos de purina y timidina, lo que conlleva a
una inhibicién de la sintesis de ADN.

Los farmacos antifolatos son ampliamente empleados en

el tratamiento de infecciones causadas por protozoos

(incluyendo Plasmodium, Pneumocystis y Toxoplasma), pero no
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se ha probado su efectividad para el tratamiento de la
leishmaniasis (Berman, 1988). La bioquimica y regulacién
del transportador de folato (Ellenberger y col. 1987a) y la
sintesis de novo de folato a partir de biopterina (Beck y
col. 1991) en las células de mamiferos son lo suficiente-
mente diferentes como para sugerir que estos féarmacos
puedan tener alta especificidad contra Leishmania.

La seleccién de diferentes especies de Leighmania
resistentes in vitro a MTX ha sido ampliamente descrita
por diversos autores: L., major (Ellenberger y col. 1987;
Ellenberger y col. 1989; Callahan y col. 1992), Leishmania
tarentolae (White y col. 1988; Papadopoulou y col. 1992) y
L. donovani (Kaur y col. 1988; Beck y col. 1991).




Una de las caracteristicas de Leishmania es el pequefio
tamafio de su genoma, aproximadamente 50.000 kb (Leon y col.
1978; Beverley,1991). Todas las especies de Leighmania
contienen de 25 a 30 cromosomas pequefios y facilmente
separables mediante electroforesis en campo pulsante (Van
der Ploeg y col. 1984).

Mientras que las células animales son altamente
resistentes a la amplificacién génica, las especies de
Leishmania responden con facilidad a la seleccién por
farmacos mediante la amplificacién de genes que codifican
las proteinas blanco de accién de los farmacos, asi como
genes cuya funcionalidad en la resistencia a f&rmacos se
desconoce.

En L. major resistente a MTX se han descrito 2 tipos
de amplificaciones génicas, mediante aparicién de elementos
extracromosomales. Uno de estos elementos extracromosoma-
les, procede de la regién R del cromosoma 4, es aproximada-

mente de 30 kb, y contiene el gen que codifica para la

proteina bifuncional DHFR-TS. Esto implica la sobreproduc-
¢ién del enzima blanco de accién del f&rmaco como mecanismo
de resistencia. Esta amplificacién génica extracromosomal
y circular resultd ser inestable en ausen:ia de la presién
del f4rmaco cuando los pardsitos habian crecido durante 3
meses en presencia de 1 mM de MTX, pero resulté estable
después de mantener los pardsitos durante 11 meses en
presencia de 1 mM de MTX (Hightower y col. 1987). Debido a
que las lineas resistentes a MTX, siempre presentan otras
alteraciones metabdlicas, mediante experiencias de trans-
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feccién empleando el gen DHFR-TS de Leishmania, se comprobd
si solo esta amplificacién era suficiente para conferir
resistencia a MTX. Después de introducir este gen en
pardsitos salvajes, no sometidos a tratamiento con MTX, se
consiguié que estos pardsitos fuesen resistentes a MTX (Be-
verley, 1991), sin producirse amplificacién de la regién R.

Otro elemento extracromosomal descrito en parasitos
salvajes y resistentes a MTX y a otros farmacos no relacio-
nados, de aproximadamente 68 kb en L. major, procede de la
regién H del cromosoma 6 (Hightower y col. 1988) y contiene
una secuencia duplicada con orientacidén invertida de 30 kb,
separada por secuencias tinicas de 4-5 kb, existiendo una
copia cromosomal de la secuencia de la regién H (Beverley
y col. 1984; White y col. 1988; Ellenberger y col. 1989a;
Katakura y col. 1989).

Se ha tratado de buscar una posible relacién entre la
resistenc.a a fadrmacos y la amplificacién de la regién H.
En L. major resistente a primaquina y terbinafina, farmacos
estructural y funcionalmente diferentes, no relacionados
con el MTX, se ha observado la amplificacién de la regién
H y ademds presentaban un indice de resistencia al MTX de
10 a 20 veces mayor al de las formas sensibles, sin
producirse amplificacién de la regién R (Ellenberger y col.
1989a) . Se ha descrito también que diversos clones de L.
major seleccionados con MTX, amplifican la regidén H sin que
haya existido amplificacién de la regién R (Beverley,
1991).

En los parédsitos salvajes de L. tarentolae se ha ob-
servado la presencia de un ADN extracromosdmico, equiva-
lente a la amplificacién de la regién H de L. major por su
homologia en secuencia y por tener la secuencia duplicada
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con orientacién invertida. Estos paréasitos son del orden de
20 veces més resistentes a MTX y el nidmero de copias
aumenta en presencia de farmaco (White y col. 1988). En
L. mexicana amazonensis resistente a arsenito sédico,
también se ha observado una amplificacién de la regién H y
resistencia cruzada a MTX (Katakura y col. 1989).

Aunque estas observaciones demuestran una correlacién
entre la resistencia a fdrmacos y la amplificacién de la
regién H, la posibilidad de que existiera diferentes

mecanismos de resistencia en estos parédsitos, puso en duda
la funcién de la regién H. Asi, en L. major resistente a
terbinafina, primaquina o MTX se produce amplificacién de

la regién H sin observarse alteraciones en la captacién y
eflujo de farmacos (Ellenberger y col. 1989a), mientras que
en diferentes lineas celulares resistentes a MTX se ha
demostrado la existencia de una alteracidén en la captacién
de MTX (Ellenberger y col. 1987b; Kaur y col. 1988).

Como se detallarid mds adelante, en esta regidén se han
identificado diferentes genes, entre ellos un gen homélogo
al gen MDR implicado en la multirresistencia a farmacos en
las células de mamiferos, el gen 1ltpgpA en L, tarentolae
(Ouellette y col. 1990) y el gen lmpgpA en L. major (Ca-
llahan y col. 1991).

Se ha comprobado mediante estudios de transieccién
(recientemente desarrollados en Kinetopléastidos), empleando
diferentes fragmentos de ADN de la regi6n H, que contenian
el gen ltpgpA procedente de L. tareptolae o bien el gen
lmpgpA procedente de L. major, que la expresién de estos
genes en la linea salvaje de L. major confiere resistencia
a metales pesados como son los antimoniales trivalentes,




arseniato sédico, pero no a antimoniales pentavalentes,
zinc y cadmio (Callahan y col. 1991).

Otro determinante génico, localizado en la regién H,
es denominado ltdh en L. tarentolae (Papadopoulou y cecl.
1992) y hmtx en L., major (Callahan y col. 1992). Papado-
poulou y col. (1992) realizaron estudios de transfeccién,
empleando distintos fragmentos de la regién H de L. taren-
tolae resistente a MTX, demostrando que uno de los fragmen-
tos de 4,3 kb confiere gran resistencia a MTX y una baja
resistencia a otros antifolatos como trimetropim y pirime-
tamina y ninguna resistencia a otros farmacos tales como
Arsenito. El1 andlisis de la secuencia revela que este
fragmento contiene un gen 1ltdh, homélogo al gen gque
codifica para un enzima perteneciente a una familia de
deshidrogenasas de cadena corta, enzimas involucradas en

diferentes reacciones de oxido-reduccién en un amplio
nimero de organismos (Callahan y col. 1992). La amplifica-
cién de deshidrogenasas de cadens corta representaria un
nuevo mecanismo para la resistencia a folatos. Igualmente,
existe otro gen localizado en este fragmento de 4,3 kb, que
codifica para el enzima arginina succinato (Ouellette y
col., resultados aaGn no publicados).

Existen otras amplificaciones génicas descritas como
consecuencia de la seleccién a farmacos y a diversos
inhibidores metabélicos en Leishmania.

La amplificacién génica es el fnico mecanismo de
resistencia a tunicamicina en Leighmania (Detke y col.
1988; Katakura y col. 1991). La tunicamicina es un antibié-
- tico que inhibe al enzima N-acetilglucosamina-I-fosfato
transferasa (NAGT), la cual estd involucrada en el proceso
de glicosilacién. La regién amplificada, tras la seleccién
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con tunicamicina, contiene el gen nagt, que mediante
estudios de transfeccién se ha comprobado confiere 1la
resistencia a tunicamicina (Liu y col. 1992).

Leishmania es incapaz de sintetizar purinas de novo y
por ello, estos parésitos son dependientes de nuclebtidos

ex6genos para cumplir sus requerimientos de purinas. La
induccidén de resistencia en Leishmania al &cido micofenéli-
co, un inhibidor del enzima inosina monofosfato deshidroge-
nasa (IMPDH), implicada en el metabolismo de purinas, esté
relacionada con la amplificacifn del gen impdh (Wilson y
col. 1991).

DL-a-Difluorometil ornitina (DFMO) es un inhibidor
irreversible del enzima ornitina descarboxilasa (ODC) y ha
sido empleada en la tripanosomiasis africana. En L., dono-
vani resistente a DFMO se ha observado una amplificacién
del gen odc, con la consecuente sobreproduccién del enzima
ODC (Hanson y col. 1992).

Igualmente, L. donovani resistente a vinblastina con-
tiene una amplificacién de un gen homélogo al que codifica
la glicoproteina-P humana, distinto al gen lmpgpA. Estos
pardsitos resistentes a vinblastina mostraban resistencia
cruzada a muchos sustratos clésicos de la glicoproteina-P

de mamiferos como la puromicina y daunorubicina. Este gen,
denominado ldmdr 1, se ha demostrado mediante estudios de
transfeccién que confiere un tipico fenotipo MDR (Henderson
y col. 1992).

Los elementos extracromosomales observados en los
pardsitos sometidos a la presién de fdrmacos, son estables
con replicacién auténoma y se mantienen mientras el f&rmaco




estd presente (Beverley y col. 1984; Hightower y col.
1988) . BEn las células de mamiferos, el paso de amplifica-
cién inestable a estable estd normalmente asociado con una
relocalizacién de las secuencias extracromosomales en el

cromosoma de origen, dando lugar a las denominadas regiones

cromosomales homogeneamente tefiidas (Stark y col. 1984;
Schimke, 1984). En Leishmania parece que durante el proceso
de estabilizacifn también existe una reinsercién cromosomal
del ADN bien en el mismo lugar que el gen residente o bien
una localizacién diferente (Beverley y col. 1984).




Se ha descrito en diferentes especies de Plasmodium
resistentes a pirimetamina, que no solo puede estar
incrementada la cantidad de enzima (DHFR), sino que ademés
se observa una disminucién de la afinidad por el farmaco.
BEsto es indicativo de posibles alteraciones de las propie-

dades estructurales y funcionales del enzima (Ferone, 1970;
Sirawaraporn y col. 1984; Mc. Cutchan y col. 1984; Walter,
1986; Banyal y col. 1986). Estas alteraciones de los
enzimas blanco de accién, se originan como consecuencia de
mutaciones puntuales, ocasionadas por la presién del
f4rmaco, en los genes que codifican estas proteinas blanco
de accién (Zo0lg y col. 1989; Foote y col. 1990).

Estudios en Plasmodium falciparum resistentes in vivo
a pirimetamina, han demostrado la existencia en el enzima
DHFR de los parédsitos resistentes, de una mutacién puntual
en el aminodcido 108 (Treonina/Serina muta a Asparragina)
(Peterson y col. 1988; Cowman y col. 1988; Snewin y col.
1989) . Esta mutacién no modifica la sensibilidad a ciclo-
guanil (farmaco que se emplea igualmente en el estudio del
mecanismo de resistencia en Plasmodium). Esto indica que
esta mutacién puntual estd invelucrada en la inhibicién de
la unién de la pirimetamina al sit.o activo del enzima
(Zolg y col. 1989). En cambio, en P. falciparum resistente
a cicloguanil, se han encontrado 2 mutaciones, en la Serina
108 que muta a Treonina y en Alanina 16 que muta a Valina;
observdndose que estas mutaciones no afectan a la pérdida
de sensibilidad a pirimetamina. Se han descrito en parési-
tos resistentes a ambos farmacos, 3 mutaciones comunes en
el enzima DHFR: Serina 108 que muta a Asparragina, Isoleu-

18




cina 164 a Leucina 164 y Cisteina 59 a Arginina 59 (Peter-
son y col. 1999; Foote y col. 1990; Peterson y col. 1991).

En algunas cepas de L. donovani y L. mexicana amazo-
nensis resistentes al antimonial pentavalente Pentostam,
cuyo blanco de accién parece ser los enzimas glucoliticos,
especialmente fosfofructoquinasa, se sabe que no existe
alteracién en la captacidén y aclimulo del f&rmaco, sospe-
chdndose que exista una alteracién de tipo estructural y/o
funcional en el blanco de accién de fadrmaco (Ullman y col.
1989; Berman y col. 1989).

En otros parasitos, como Ioxoplasma gondii, resistente
a emimicina (andlogo del uracilo), sustrato para el enzima

uracilfosforibosiltransferasa, se propone que alteraciones
funcionales y estructurales en este enzima, produzcan una

disminucién de la actividad enzimdtica, lo que impide que

este andlogo citotdxico se incorpore en el "pool" de
nuclebtidos (Pfefferkorn y col. 1989).




El descenso en la acumulacién de farmaco en el
interior celular, es otro de los posibles mecanismos de
resistencia que se ha descrito en células tumorales de
mamiferos (Sirotnak y col. 1981; Chnuma y col. 1985) y en
bacterias resistentes a farmacos (Mandelbaum-Shavit, 1976).

Se ha realizado el estudioc de la alteraciémn del
transporte en diferentes pardsitos resistentes a farmacos:
Plasmodium (Krogstad y col. 1987), Crithidia (Dewes y
¢0l1.1986), L. major y L. donovani (Ellenberger y col.
1987a; Kaur y col. 1988), demostrando la existencia de una
alteracién en el transporte de fdrmaco, que provoca una
disminucién en el acimulo del mismo, pudiéndose considerar
éste como otro de los mecanismos de resistencia en Leishma-
nia.

Con el fin de profundizar en el conocimiento de este
mecanismo, el transportador mas estudiado es el de nucleéb-
sidos y folato, asi como de su andlogo citotéxico, MTX. Se
sabe que en células eucarintas existen proteinas de
membrana transportadoras de folato. Asi, Elwood (1989)
caracterizdé el transportador de folato/MTX de células
tumorales humanas. A partir del estudio de la secuencia de
un ADNc procedente de células tumorales de humanos de 1,1
kb, dedujo la secuencia de aminodcidos de este tranrpor-
tador. El polipéptido, constituido por 257 amino&cidos,
tiene un tamafio molecular minimo de 29,8 kDa. Esta proteina
contiene 3 sitios posibles para la N-glicosilacién (Asn-X-
Thr o Asn-X-Ser) y 2 regiones hidrofébicas, una amino ter-
minal y otra carboxiterminal, que corresponden a un péptido

seflal y a un dominio transmembrana, respectivamente. Esta
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secuencia también contiene un sitio potencial de fosforila-
cién, dependiente de AMP ciclico, ademds de otros mdltiples
lugares de fosforilacibén. En L, donovani se ha descrito que
el posible transportador para folato/MTX, es una proteina
de, aproximadamente, 46 kDa (Beck y col. 1989).

En lo referente al mecanismo de transporte de folatos
en Leishmania, seglin Ellenberger y col. (1987a) el influjo
de folato y MTX exhibe una cinética Michaelis-Menten,
siendo la Velocidad méxima (Vmax) similar para ambos
sustratos, y la afinidad del transportador mayor para
folato que para MTX. El influjo es dependiente de tiempo,
asi como de energia ya que el transporte estd reducido
significativamente a 4°C y por inhibidores metabdlicos como
Iodoacetato y Azida; a su vez el actimulo se produce contra
un gradiente de concentracién. Ademds, el folato y MTX
compiten por el mismo transportador, siendo la Constante de
afinidad (Kt) para el folato de 0,8 yM y 1,9 uM para MTX.

Se han observado algunas diferencias entre los
transportadores de folato/MTX encontrados en Leighmania,
bacterias y células de mamiferos (Ellenberguer y col.
1987a) . Los transportadores de Leishmania y bacterias
presentan una respuesta similar frente a determinados
inhibidores metabélicos (Azida sédica e Iodoacetato), y la

afinidad por la captacién de folato es mayor que para MTX.

En cambio, el transportador de células tumorales presenta
mayor afinidad por MTX que por folato. Ctras de las
peculiaridades encontradas exclusivamente en 21 transporta-
dor de Leishmania es su inhibicién por pABA-glutamato y que
la actividad del transportador parece estar regulado por la
fase en que se encuentra el crecimiento celular, disminu-
yendo la captacién en la fase estacionaria.




Bstudios realizados por Dewes y col. en 1986 en
Crithidia fasciculata resistentes a MIX, demostraron que
este pardsito presentaba alteraciones en el transporte del
f4rmaco. Este pardsito mostraba una reduccién de la capta-
cién del farmaco, debido a su adaptacién a MTX, y este
fenotipo se mantenia estable en ausencia de la presidn de
fsrmaco. Este hecho se comprobé que no estaba relacZonado,
ni con una amplificacién del gen DHFR-TS ni con un aumento
de la actividad del enzima DHFR-TS, como ocurria en L.
major resistente a MTX, en la que ademds de desarrollar una
amplificacién inestable del gen DHFR, presenta una reduc-
cién en el acimulo de firmaco que se mantiene durante 60
generaciones en ausencia de MTX.

Igualmente, Kaur y col. en 1988 obtuvieron diferentes
clones de L. donovani resistentes a 1mM de MTX, que presen-
tan deficiencias en el transporte de MTX, pero poseen
niveles normales de DHFR-TS y no presentan amplificacidn
génica, al contrario que L. major. La captacién de farmaco
por parte de estos parédsitos resistentes no representd mas
del 1% del firmaco incorporado por los pardsitos sensibles.

Ellenberger y col. (1987Db) estudiaron la posible

relacién entre la amplificacién génica de la regién R y H,
observada en L. major resistente a MIX, y la reduccién en
la captacién de folato y MTX. Estos estudios confirmaron
que la reduccién de la velocidad maxima (V,,,) en el influjo
de MTX no estaba relacionada con el grado de resistencia a
MTX.

En Crithidia se observaba que a bajas concentraciones
de farmaco aparecia una alteracién en el transporte. Igual-
mente, en L, major resistente a 1 uM de MTX, se producia un
rdpido descenso en la V,, de influjo para el MTX de un 60%
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a las 24 horas de exposicién al farmaco; este descenso es

muy inestable en ausencia de MTX, ya que tras 24 generacio-
nes en medio carente de fédrmaco, la V,, aumentd hasta un
83% del valor de V,,, de las formas sensibles.

En lo que se refiere a la estabilidad de estos
mecanismos de resistencia, se ha observado en L., major re-
sistente a 1 mM de MTX, que el fenotipo responsable de la
reduccién de la V., se mantiene durante mis de 200 genera-
ciones, es decir, moderadamente estable en ausencia de MTX.
Por el contrario, la amplificacién &e la regién R y H es
menos estable. Se produce una disminucién en el nGmeroc de
copias de la regién R y H amplificadas, siendo la pérdida
de la amplificacién de R-ADN mas réapida que la de H-ADN,
seguida finalmente por la pérdida en la reduccibén de la
captacién de MTX (Ellenberger y col. 1987b).

Formas amastigotas aisladas de ratones que llevaban
infectados 6 meses con formas promastigotas de L., major,
resistentes a 1 mM de MTX, pierden la amplificacién del R-
ADN, manteniendo niveles intermedios del namero de copias
de H-ADN, mientras que la reduccién en el acimulo de
farmaco es comparable a la linea original resistente. La
estabilidad en la reduccién de la acumulacién de farmaco en

la linea resistente, sugiere que este fenotipo podria

deberse a una mutacién génica que revierte lentamente en
ausencia de la presién de farmaco. Estos datos igualmente
demuestran que la amplificacidén génica y la alteracién en
el transporte de f£drmaco, son dos mecanismos de resistencia
no relacionados y por ello independientes.




La adquisicién in vitro e in vivo de resistencia a
farmacos en células tumorales, permitieron describir el
fenémeno conocido como multirresistencia a farmacos,

simplificado por las siglas MDR (multidrug resistance).

Debido a este fenémeno, las células seleccionadas por su
resistencia a farmacos, adquirian simultineamente resisten-
cia cruzada a un diverso grupo de farmacos generalmente
lipofilicos, estrutural y funcionalmente diferentes come
son los alcaloides de la Vinca: vincristina o vinblastina;
antibiéticos: doxorubicina o daunorubicina y ciertos
antifolatos como el trimetrexato (Kessel y col. 1968;
Biedler y col. 1970; Fojo y col. 1987; Bradley y col.
1988). Las células con este fenotipo se denominaban
multirresistentes. Estos farmacos son los principales
carcinostéticos de uso clinico, lo que implica la importan-
cia del estudio de este fenotipo, ya que constituye un
grave problema en el tratamiento antitumoral.

Este fenotipo de multirresistencia se caracteriza por
un significativo eflujo de farmacos, debido a la accién de
una glicoproteina de membrana de alto tamafio molecular,
denominada glicoproteina-P. Esta glicoproteina estéa
codificada por un gen denominado MDR que se encuentra
amplificado y sobreexpresado en las células multirresisten-
tes.

Se ha descrito que este fenotipo MDR puede ser
revertido mediante el empleo de diferentes sustancias como
bloqueadores de los canales de calcio (verapamil, bepridil
y nifedipina), antagonistas del calcic-calmodulina como
trifluoperazina (Kessel, 1986), e incluso otros farmacos no
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relacionados, como ciclosporina A, quinidina, detergentes
no aniénicos, anestésicos locales y esteroides. Sustancias
que en general se han denominado quimiosensibilizadores.
Esta reversién del fenotipo MDR parece ser consecuencia de
la competicién que se establece entre los f&rmacos citoté-
xicos y los quimiosensibilizadores por un sitio de unién a
glicoproteina-P. Esto origina una disminucién en el eflujo
de farmaco y un mayor actimulo de farmacos citotéxios en las
células MDR (Kessel, 1986; Fojo y col. 1985) (Fig. 1).

El estudio del fenémeno de multirresistencia a
farmacos en células tumorales conferia una gran importancia
a la molécula efectora conocida como glicoproteina-P (P del
término de permeabilidad). Las glicoproteinas-P son
proteinas de membrana de alto tamafio molecular, (entre 130-
190 kDa), sobreexpresadas en todas las células resistentes
con fenotipo MDR (Juliano y col. 1976; Peterson y col.

1978; Kartner y col. 1985; Scotto y col. 1986).

La sobreexpresién de glicoproteinas-P estd relacionada
con una amplificacién génica, y el grado de amplificacién
se mide por el tamafio o nimeroc de cuerpos extracromosoma-
les, denominados cromosomas doble minuto (DM) o por 1la
presencia de regiones cromosémicas homogeneamente tefiidas
(HSR) (Riordan y col. 1985).

Mediante una sonda de ADNc, construida a partir del
ARNm que traduce para la glicoproteina-P de 170 KkDa,
presente en las células tumorales multirresistentes, se ha
demostrado que el gen que codifica esta glicoproteina-P se
encuentra amplificado (Riordan y col 1985). En lo que se
refiere a la transcripcién, mediante el empleo de sondas
especificas se ha observado la expresién de un ARNm de 4,3
kb sobreexpresadc en las células resistentes.
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Las cé&lulas tumorales poseen 2 genes mdr, mejor
denominados genes de la familia glicoproteina-P: MDR 1 y
MDR 2, pero s6lo el gen MDR 1 parece estar relacionado con
el fenotipo MDR, desconociéndose la funcién del gen MDR 2.
Estudios realizados mediante clonaje y transfeccién de un
ADNc procedente de la expresién de un gen MDR 1, en células
hospedadoras sensibles a f&rmacos, mostraban una adquisi-
¢ién en las células de un fenotipo multirresistente (Gros
y col. 1986; Ueda y col 1987). El estudio de la secuencia
completa de este ADNc de 4,3 kb y la secuencia deducida de
aminodcidos, permitié conocer el tamafio y otras caracteris-
ticas de la glicoproteina-P. Este polipéptido de 1280
aminodcidos, tiene un tamafio molecular minimo de 140 kDa.
La glicoproteina-P estd constituida por 2 partes estructu-
ralmente similares. El grado de homologia entre ambas

mitades varia a lo largo de la secuencia, siendo mds fuerte

cerca del extremo carboxilo terminal. En los perfiles de
hidrofobicidad, cada parte parecen ser casi idénticas, cada
una de estas mitades constan de un dominio hidrofébico con
6 segmentos transmembrana y una regién hidrofilica que
contiene una secuencia consenso de un lugar de unién a
nucleétidos (Gros y col. 1986; Chen y col. 1986). Ademis,
la glicoproteina-P presenta 8 sitios potenciales para la N-
glicosilacién, correspondientes a secuencias Asparragina-X-
Serina/Treonina (Fig. 2).

Las regiones de unién a nucleétidos de la glicoprotei-
na-P presentan una gran homologia con los dominios de unién
a nuclebétidos de un grupo de proteinas tranesportadoras
pertenecientes a organismos eucariotas y procariotas, entre
los que se encuentran las proteinas bacterianas: hisp P,
OppD, malk, pstB y hlyB (Chen y col. 1986; Gros y col.
1986) . La presencia de elementos de transmembrana, posibles
formadores de canales, y la gran homclogia con los dominios
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de unién a ATP con las proteinas transportadoras de
membrana, hace suponer que la glicoproteina-P funcione como
bomba de eflujo de f&rmacos dependiente de energia. De
hecho, se ha descrito que el eflujo de férmacos, existente
en células multirresistentes, es un proceso dependiente de
energia (Bradley y col. 1988) y que la mutagénesis dirigida
de uno o ambos dominios de unién a ATP, inhibe la funcién
de la glicoproteina-P como transportador de féarmacos
(Azzaria y col. 1989). Diversos autores (Sarkadi y col.
1992; Al-Shawi y col. 1993), basdndose en estas observacio-
nes, han demostrado que la glicoproteina-P posee una alta
actividad ATPasa que es marcadamente estimulada por 1los
firmacos que interaccionan con la glicoproteina-P, tales
como verapamil y vinblastina. Recientemente, se ha descrito
que la glicoproteina-P es una proteina bifuncional, ademis
de actuar como un transportador de membrana, en una
actividad que requiere la hidr6lisis de ATP, actua como
canal de cloro para regular el volumen intracelular,
necesitando solo la unién a ATP (Gill y col. 1992).

Las células tumorales con fenotipo MDR resistentes a
diferentes farmacos presentan mis resistencia al farmaco
inductor, lo que sugiere que existan varios genes MDR,
formando parte de una familia de genes, localizados en un

mismo amplicén (Riordan y col. 1585). Roninson y col. en

1986 demostraron que el espectro de resistencia en las
células MDR puede estar mediado por mutaciones en los genes
MDR, lo que llevaria a que la glicoproteina-P tuviera mis
afinidad para expulsar al exterior el farmaco utilizado en
la induccién de resistencia. Este grupo propuso que las
secuencias que determinan esta especificidad por el
farmaco, se localizan cerca del dominio transmembrana,
preferentemente en los dominios 5, 6, 11 o 12 (Bruggemann
v ecol., 1992) .




El aminodcido en posicién 185 del dominio citoplasmé-
tico podria estar involucrado en la seleccién del farmaco
que se unird a la glicoproteina-P, ya que se ha observado
mutaciones puntuales durante la seleccién de células
resistentes a colchicina. En estas mutaciones, el aminoéci-
do Glicina de las células sensibles muta a Valina en las
células resistentes (Choi y col. 1988).

En lo que se refiere a regulacidén y expresién del gen
MDR, estudios realizados sobre los niveles de ARNm en
tejidos normales, indican su expresién en células del
colon, bazo, higado, rifibn, intestino delgado, lo que
sugiere que la glicoproteina-P es un constituyente normal
en la célula, que actua en procesos de detoxificacién
celular.

El fenotipo MDR, como un importante mecanismo de

resistencia a fdrmacos en células tumorales, ha sido objeto

de eastudio e investigacién en pardsitos. Asi, se ha
demostrado que algunos pardsitos desarrollan un mecanismo
MDR similar al de las células tumorales; entre ellos:
Plasmodium falciparum resistente a cloroquina (Martin y
col. 1987; Wilson y col. 1989; Foote y col. 1989), Entamoe-
ba histolitica resistente a emetina (Samuelson y col. 1990,
1992), y L. donovani resistente a vinblastina (Henderson y
col. 1992). Siendo en Plasmodium y Leishmania en los que
con mayor profundidad se ha realizado el estudio del
fenotipo MDR.




(W) FARMACO

FARMACO(W) &b, . VERAPAMIL iV

Membrana
Plasmética

CITOPLASMA CITOPLASMA

Figura 1.- Esquema ilustrando el aflujo de f&rmacos
mediado por la glicoproteina-P, y como el eflujo puede ser
inhibido por quimiosensibilizadores (verapamil). El sitio
de unién a ATP estd localizade en el dominio citoplasmético
de la proteina. Los farmacos entran en la célula por
difusién a través de la bicapa lipidica. Las flechas
indican la direccién del movimiento a través del canal de

membrana. Figura tomada de M.M. Gottesman y I. Pastan
(1988) .
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Figura 2.- Modelo de orientacién de la glicoproteina-P
humana. Cada aminodcido componente de la glicoprote{na-P,
esta representado por un circulo. Los lugares de N-glicosi-
lacién estén sefialados por flechas. El lugar de unién a ATP
estd marcado por circulos negros. El aminodcido 185 est&
involucrado en la seleccién del f&rmaco. El epipopo.para el
anticuerpo monoclonal C,,, que reconoce un dominio citoplas-
mitico de la glicoproteina-P humana, est4 indicado mediante

una linea. Figura tomada de Juranka y col. (1989).




1.2.4.1.- MDR EN LEISHMANIA.

En diferentes especies de Leishmania resistentes a
distintos féarmacos, se han encontrado wuchas de las
caracteristicas del fenotipo MDR. En muchas de estas
especies se observaba una amplificacién de la regién H,
relacionada con la resistencia a fdarmacos. Asi, en la
regién H se ha llegado a identificar tanto en L. tarentolae
como en L, major resistentes a MTX, un gen hombélogo al gen
MDR, denominado 1ltpgpA (Ouellette y col. 1990) y lmpgpA
(Callahan y col. 1991), respectivamente. Recientemente se
ha descrito una nueva amplificacién de un gen que codifica
para una glicoproteina-P, en L. donovani resistente a vin-
blastina. Este gen es muy diferente del gen ltpgpA/lmpgpA
y su amplificacién no estd relacionada con la amplificacién
de la regién H. Ademds, se ha demostrado mediante transfec-

cién que este gen, denominado ldmdr 1, confiere un tipico

fenotipo MDR en las células transfectadas, dado que estas
células presentan resistencia cruzada a farmacos y sustan-
cias tales como puromicina, daunorubicia y doxorubicina,
sustancias relacionadas con el espectro de multirresisten-
cia de las células tumorales (Henderson y col. 1992).

Los genes que codifican la glicoproteina-P estudiados
hasta el momento, presentan altamente conservada la
secuencia que corresponde al dominio de unién a nucleéti-
dos. Por ello, Ouellette y col. (1990), mediante el empleo
de una sonda especifica de ADNc, que contiene este dominio
de unién a nucleé6tidos del gen MDR de células tumorales,
localizé un gen homélogo, denominado gen ltpgpA o gen A.
Este gen contenia 4646 nuclebftidos y la fase de lectura
abierta origina una proteina de 1548 aminodcidos con un
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tamafio molecular de aproximadamente 172 kDa. Esta proteina
es mds larga que la encontrada en células tumorales de
mamiferos, de aproximadamente 1280 aminodcidos (Gres y col.
1986; Chen y col. 1986). Los gréficos de hidrofobicidad
muestran que el gen ltpgpA consta de 2 mitades similares,
cada una contiene 6 dominios de transmembrana y un dominio
de unién a nuclebtidos (nbs), similar al del gen mdr 1
humano que codifica para la glicoproteina-P. De los 9
posibles sitios de glicosilacién, peodria ser unicamente
extracelular el localizado entre los fragmentos 1 y 2 del
dominio transmembrana, igual a lo que sucede en la glico-
proteina-P de células de mamiferos (Van der Bliek y col.
1988) y en la glicoproteina-P STE6 de levaduras (Mc Grath
y col. 1989).

Los aminodcidos adicionales presentes en el producto
del gen 1ltpgpA, en relacidén con glicoproteinas-P descritas,
se localizan en el extremo N-terminal, no presentando
homologia significativa con ninguna proteina conocida

descrita en los bancos de datos. El producto de transcrip-
cién del gen 1ltpgpA tiene 5,5 kb, manteniéndose una
correlacién entre el nivel de expresién de este ARNm y el

nivel de amplificacién génica.

Todos los genes glicoproteina-P descritos hasta ahora,
a excepcién del gen STE6 de levaduras, forman parte de una
familia de multigenes, con al menos 2 miembros. En Leishma-
nia se ha descrito al menos 6 genes de la familia glicopro-
teina-P, 5 en L. tarentolae (Ouellette y col. 1991), deno-
minados: 1ltpgpA, 1ltpgpB y 1ltpgpC, localizados en un
cromosoma de aproximadamente 800 kb, y los genes ltpgpD y
ltpgpE, localizados en un cromosoma de 1400 kb. El sexto
gen de la familia glicoproteina-P descrito en el genoma de




Leishmania, denominado ldmdrl se ha descrito en L. dopovani
resistente a vinblastina (Henderson y col. 1992).

Estudios recientes de transfeccién realizados por
Callahan y col. (1991), empleando 4 grandes fragmentos de
ADN procedentes de la regién H de L. major resistente a
MTX, mostraron que s6lo los vectores gue contenian el gen
lmpgpA completo, adquirian una resistencia significativa al
arsenito (unas 10 veces mds resistente) y a antimoniales
trivalentes, aunque no a pentavalentes, zinc, cadmio ni a
otras sustancias tipicas del espectro de multirresistencia
en células tumorales, como puromicina y vinblastina. Cuando
se realizb la transfeccitn empleando un fragmento de 10 kb,
conteniendo el gen 1ltpgpA, se observé que las Leishmania
transfectadas, presentaban menor resistencia (de 2 a 4
veces) a los antimoniales trivalentes que cuando se utilizé
el gen lmpgpA, aunque resultaron ser algo mds resistentes
al arseniato (2,8 veces, comparado con 1,9 veces cuando se
utilizé el gen 1lmpgpA) .

Basados en que mutaciones puntuales en el gen mdr 1,
de células de mamiferos pueden modificar el perfil de
resistencia a fdrmacos (Azzaria y col. 1989), las divergen-
cias existentes en la secuencia de aminodcidos entre los
genes ltpgpA y lmpgpA, podrian ser las responsables de las
diferencias en el patrén de resistencia a fadrmacos observa-
do entre las leishmanias transfectadas con estos dos genes
(Callahan y col. 1991).

Todos los datos descritos relacionan al gen ltpgpA con
la resistencia descrita en Leishmania a metales pesados,
similar a lo que sucede en bacterias resistentes a metales
pesados, en las que existe un significativo eflujo de
farmacos como arsenito, arseniato y antimonio (Mobley y
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col. 1982), y en las que se ha visto la existencia de una
proteina de membrana con actividad ATPasa, cuya funcién es
similar a la glicoproteina-P (Silver y col. 1989). Sin
embargo, =1 andlisis de su secuencia y estructura muestra
que la proteina ltpgpA pertenece a la familia de la
glicoproteina-P (Ouellette y col. 1990), y no a 1las
proteinas ATPasa bacterianas.

L. donovani resistente a vinblastina, que presenta el
gen ldmdrl amplificado, que codifica para una glicoprotei-

na-P, desarrolla resistencia cruzada a diversos farmacos y
sustancias quimicas tipicas del fenotipo MDR (Henderson y
c0l.1992). 8Sin embargo, su fenotipo de resistencia no
revierte en presencia de verapamil, al igual que ocurre en

L. tarentolae resistente a MTX y L. major resistente a me-
tales pesados (Callahan y col. 1991).

En estudios realizados en formas promastigotas de

L. errietti y L. panamensis resistentes a Pentostam, y que
presentan reduccién en el aclmulo de farmaco, se ha
demostrado 1la sobreexpresién de diferentes péptidos
reconocidos por el monoclonal C,, (dirigido contra el
dominio de citoplasméitico de la glicoproteina-P). Asi, en
L. enrietti se reconociéron 2 péptidos de 96-106 kDa y 23-
25 kDa, en L. panamengis se encontraron ciertas diferencias
entre 2 clones: en el clon WR-746-CL4 se sobrexpresaban
péptidos de 96-104 kDa y 43-45 kDa, en cambio en el clon
WR-746-CL6, los péptidos eran de 53 y 23-25 kDa. Del mismo
modo, en las formas amastigotas de este pardsito se detectd
una proteina de 170 kDa, similar al de las células tumora-
les con fenotipo MDR (Grdgl y col. 1991).

Para finalizar este capitulo de introduccién,
destacar que en general los protozoos pertenecientes al
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género Leishmania, ademis de poder desarrollar un mecanismo
de rvesistencia con caracteristicas similares al MDR,
desarrollan otros mecanismos de resistencia como son la
alteracién del transporte del farmaco y la amplificacién de
otros genes cuyas funciones no son aiin bien conocidas y
aungque no estén asociados al fenotipo MDR, podrian ser

caminos alternativos para resistir la accibén citotbxica de
farmacos.




2. OBJETIVOS




El objeto de la presente tesis doctoral va dirigido a
conocer los mecanismos implicados en la adquisicién de
resistencia a Metotrexato en Leishmania tropica LRC-L39.
Uno de los graves problemas a los que se enfrenta el
tratamiento de las enfermedades producidas por parédsitos,
es la cada vez més frecuente resistencia adquirida a los

farmacos habitualmeute empleados en el tratamiento antipa-
rasitario. En Leishmania no se conoce en profundidad el
mecanismo de resistencia a farmacos, por ello se considerd

importante el estudio de los mecanismos de resistencia a
farmacos desarrollados in vitro por L. tropica resistente
a Metotrexato (MTX); siendo el MTX uno de los fadrmacos cuyo
mecanismo de accidén es bien conocido, habiéndose utilizado
ampliamente en los estudios de los mecanismos moleculares
de resistencia a fadrmacos en Leishmania. En células de
mamiferos se han descrito 3 posibles mecanismos de resis-
tencia a farmacos:

- Una amplificacién de los genes que codifican para
las proteinas blanco de accién del farmaco.

- Cambios estructurales y/o funcionales de estas pro-
teinas.

- Alteraciones en el transporte del farmaco.

Nuestros estudios se han centrado en determinar en
L. tropica resistente a MTX, si existe o no una alteracién
en el transporte de farmaco, realizandec estudios de capta-
cién y eflujo de MTX, asi como estudios cinéticos del
transporte de farmaco, al objeto de conocer si la constante
de afinidad (K.) y/o la velocidad méxima (V,,) para el MTX,
se encontraban alterados. Otro de los cbjetivos de estudio
en esta tesis, es determinar si L. tropica resistente a MTX
presenta un mecanismo similar al que desarrollan la células
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tumorales con fenotipo multirresistente, y que se caracte-
riza por la amplificacién y/o sobrexpresién de un gen MDR
que codifica para una glicoproteina de membrana de alto
tamafio molecular involucrada en el eflujo de farmacos al
exterior celular, asi como en la resistencia ciuzada a
fdrmacos no relacionados estructural y funcionalmente con
el firmaco frente al que inicialmente se obtuvo la resis-
tencia.




3. MATERIAL Y
METODOS




La cepa de Leishmania utilizada en nuestros estudios
fué Leishmania tropica LRC-L39, aislada y tipificada por el
Dr. L.F. Schnur (Hebrew University, Hadassah Medical
School, Jerusalem, Israel). El mantenimiento de las formas
promastigotas de L. tropica en el laboratorio, se realizé
a 28°C en el medio RPMI 1640 modificado (Gibco,Middlesex,
U.K.) como descrine (Jackson y col., 1986), y suplementado
con un 20% de suero bovino fetal inactivado (SBFI) (Labora-
torios Flow, U.K).

Composicién del msdio RPMI 1640 modificado

RPMI 1640 (10X)
Glutamina
Hepes
Bicarbonato sédico

Solucién de aminodcidos -
ac.orgdnicos y azficares (10X)
Solucién de vitaminas (100X)
Agua bidestilada c.s.p.

Disueltos todos los componentes, ajustamos a un pH de
7,2 y posteriormente adicionamos 200 ml de SBFI. Se
esteriliza por filtracién mediante presién negativa, a
través de un filtro de membrana de 0,2 um (Millipore,
Bedfoxrd, USA).




Solucién de vitaminas (100X)

Pantotenato cédlcico
Cloruro de colina
Acido f6lico
I-Inositol
Clorhidrato de piridoxal
Nicotinamida
Riboflavina
Clorhidrato de tiamina
Agua bidestilada c.s.p.
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Solucién de aminodcidos, &cidos orgénicos y azicares
(10X)

Arginina

Cistina

Glutamato

Glutamina

Prolina
L-ornitina

Glucosa
Fructosa
Malato
Alfa-ketoglutarato
Fumarato
Succinato
Agua bidestilada c.s.p.
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Metotrexato (MTX) suministrado por Cyanamid Ibérica
S.A., Divieién Lederle, Espafia.

Glucantime suministrado por Rhéne-Poulenc Farma,
S.A., Espafia.

Vinblastina suministrado por Lilly S.A., Espafia.

Doxorubicina y daunorubicina suministrado por
Farmitalia Carlo Erba, Espafia.
- Ketoconazol, puromicina, arseniato sédico e hidro-
cloruro de verapamil suministrados por Sigma Chemical
Co. (San Luis, MO).
- Tricloruro de antimonio suministrados por Aldrich
Chemie (Steinheim, Alemania).
- Metotrexato [3,4 L-glutamil- [*H]] (MTX-[*H]) (48,7
Ci/mmol) suministrado por Du Pont de Nemours (Alema-
nia) .

Preparacién de fdrmacos y sustancias quimicas.

3 noxrubicina argseniato
s6dico e hidrocloruro de verspamil. Se preparé una solucién
madre 1mM de cada uno de ellos, mediante disolucién en el
medio de cultivo.

lromicina doxorubicin da
:

Ketoconazol. La solucién madre 1 mM , se prepard
disolviendo el farmaco previamente en 200 ul de etanol
absoluto y completando con agua bidestilada hasta un
volumen final de 10 ml.

Glucantime. Este farmaco presentaba forma farmacéutica
de inyectable a una concentracién de 85 mg/ml. Esto per-
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mitfa adicionar directamente al cuitivo las dosis a
ensayar.

Tricloruro de antimonio. Se prepard una solucién 25 mM
en etanol absoluto.

Vinblastipna. Se preparé una solucién madre 1 mM disol-
viendo el farmaco en una solucién salina de ClNa 155 mM.

MIX. Se prepararon soluciones madre de 10 y 50 mM
respectivamente, a partir de una solucién comercial de este
férmaco, diluyendo con medio de cultivo.

Estas soluciones se prepararon el dia de su uso y se

esterilizaron mediante filtracién, a través de filtros
estériles (Sartoriue), provistos de membranas con un
didmetro de poro de 0,2 um. (Millipore, Bedford, USA).

MIX-[*H]. Las soluciones de esta sustancia utilizadas
en el estudic del transporte de farmacos, se prepararon a
partir de una solucién comercial cuya concentracién era 24
uM, diluyendo en medio deficiente en folato. E1 medio RPMI
deficiente en folato, se preparé adicionando una solucién
de vitaminas que no tenia ac. félico entre sus componentes.




Una vez estandarizado el cultivo de los paré&sitos a
28°C en medio RPMI 1640 modificado con un 20% de SBFI, se
calculd el tiempo de doblaje de la poblacién parasitaria.

Se cultivaron las formas promastigotas a partir de un
in6culo inicial de 4x10°células/ml de medio de cultivo y se
incubaron a 28°C. Tras 24, 48 y 72 horas de cultivo, se
realizaba un recuento en una cémara Haemocitométrica de
Neubaver, tras un tratamiento de los pardsitos con formal-
dehido al 0,36% en tampén fosfato salino (PBS), cuya
composicién es: 0,13 M NaCl, 2,6 mM KC1, 8,2 mM Na,POH,
1,8 mM KPOH,, ph 7,2.

Para el cédlculo del tiempo de doblaje (td) de 1la
poblacién parasitaria, se empled la f6rmula siguiente:

tz'tl.
td=
N

Siendo N, el namero de generaciones en el intervalo
de tiempo (t,-t,). Se calculé N por la férmula:

log y./y.
N=

log 2

Siendo y,, el nimero de pardsitos/ml en el tiempo t,
e Y,, el nimero de pardsitos/ml en el tiempo t,.




Calculado el tiempo de doblaje de 1la poblacién
parasitaria, se inicié la induccién de resistencia in vitro
a MTX, mediante exposicién continuada a concentraciones
crecientes de firmaco como describe Coderre y col. (1983).
Se seleccioné como pautas de concentracién de MTX: 5, 10,
20, 50, 100, 500 y 1000 puM. Los pardsitos en un volumen de
5 ml, y a una concentracién de 4x10°/ml se mantenian en
cultivo en presencia de MTX a la concentracién de interés.
El pase de una concentracién a otra superior se llevaba a
cabo, cuando el tiempo de duplicacién fuese aproximadamente
igual al de los parésitos salvajes. Esto coincidia habi-
tualmente tras 15 generaciones de parésitos y que corres-
ponde a su vez a 5 pases de los parésitos a medio de
cultivo. Los pardsitos adaptados a las concentraciones de

farmacos anteriormente descritas, se criopreservan a -80°C

y en nitrégeno liquido.

Las lineas resistentes se denominaron MTX-RS5, MTX-
R10,...MTX-R1000, en alusién a la concentracién de farmaco
a la que eran resistentes.

Una vez obtenida la linea resistente MTX-R1000, se
determiné la Dosis Inhibitoria 50 (DI,,) para el MTX, tanto
en la linea salvaje como en la linea MTX-R1000.

La DI,, se define como la concentracién de farmaco que
inhibe en un 50% el crecimiento de los parédsitos.

Ei porcentaje de inhibicién del crecimiento (%I) se
calculé en funcién de la siguiente f6érmula, descrita por
Osuna y col. (1283):




%I= 100 x (Nc-Np) /Nc.

Siendo Nc el nimero de organismos/ml en la linea
salvaje y Np el nimero de organismos/ml en presencia de
distintas dosis de MTX.

A partir del valor de DI, se determinaba el Indice de
Resistencia (IR). El valor IR se obtiene del cociente entre
la DI;, de los pardsitos MTX-R1000 respecto a la DI,, de los
pardsitos control.

DI,, MTX-R1000

DI,, control

Se obtuvieron tambien 1lineas resistentes que se
denominaron MTX-R1000d, por adaptacién directa de pardsitos
MTX-R10 a 1000uM de MTX, como describen Dewes y col. (1986).

ESTABILIDAD DE LA RESISTENCIA A MTX EN AUSENCIA DE FARMACO.

Una vez obtenidos los pardsitos resistentes MTX-R1000,
quisimos conocer la estabilidad de esta resistencia en
ausencia de fdrmaco. Para ello, se mantuvieron cultivos de
pardsitos MTX-R1000 en medio libre de MTX, durante 2 y 6

meses, denominando a estas lineas Rv, y Rv,, respectivamen-
te. El valor de DI,, para el MTIX a los 3 y 6 meses de
cultivo, se determiné como se ha descrito anteriormente.




El clonaje de los pardsitos se realizaba en placas
Petri conteniendo agarosa al 1% mis medio RFMI 1640 modifi-
cado y suplementado con un 20% de SBFI.

La preparacién de 1las placas se realizdé mediante
modificacién del protocolo descrito por Iovannieci y col.,
(1983) . Se prepara una solucidén de agarosa al 2%, se auto-
clava y posteriormente se mezcla a partes iguales con RPMI
2X suplementado con un 20% de SBFI (con la dosis de MTX
para tener una concentracién por placa de 1mM, en el caso
del clonaje de la linea MTX-R1000). A continuacién realiza-
mos una serie de diluciones de los pardsitos en medio de
cultivo, hasta obtener una concentracién de 1 organismo/ul
de medio, sembrando por placa 200 organismos. Tras incubar
estas placas a 28°C durante dos semanas, se obtuvieron

varios clones tanto de la linea salvaje como de la linea

MTX-R1000; estos clones posteriormente se picaron y se
cultivaron en medio RPMI 1640 modificado y suplementado con
un 20% de SBFI. Estos clones se criopreservan a -80°C y en
nitrégeno liquido.




Se estudié la resistencia cruzada de la linea MTX-
R1000 a otros farmacos, nc relacionados estructuralmente ni
funcionalmente con el MTX. Los farmacos y sustancias
quimicas escogidos con este fin fueron:

- Doxorubicina, daunorubina, vinblastina y puromicina.
Estos farmacos y sustancias quimicas mencionadas se han
descrito como inductores de fenotipo de multirresistencia
(MDR) en células tumorales de mamiferos (Ling y col.,
1983) .

- Glucantime (Grégl y col 1992) y ketoconazol (Viallet
y col., 1986). Estos, sobre todo el Glucantime, son
farmacos de eleccién en el tratamiento de la leishmaniasis.

- Arseniato sb6dico (Detke y col., 1989) y tricloruro
de antimonio (Callahan y col., 1991). Estas sustancias
quimicas no son inductoras de fenotipo MDR, pero estan

relacionadas con un gen de la familia MDR que confiere
resistencia a metales pesados en Leishmania (Callahan y
col. 1991).

El crecimiento de las lineas salvaje y MTX-R1000, se
determind después de 48 horas de incubacién a 28°C en 1,5
ml de medio de cultivo conteniendo diferentes concentracio-
nes de farmaco. El inéculo inicial fué 4x10° pardsitos/ml.
Se calcularon los valores de DI,,, usando como control el
crecimiento de un cultivo de parésitos en las mismas
condiciones de ensayo perc en ausencia de los férmacos
estudiados. Con estos valores calculamos el indice de
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resistencia de la linea MTX-R1000 a los diferentes farma-
cos.

Se realizaron de igual modo, estudios de resistencia
cruzada en la linea MTX-R1000d. Las sustancias ensayadas
fueron puromicina y ketoconazol.

Igualmente, se han realizado estudios de resistencia
cruzada a farmacos en las lineas Rv, y Rv,. Los farmacos y
sustancias quimicas empleados para este ensayo fueron
puromicina, ketoconazol, vinblastina y doxorubicina.

Determindndose la Di,, y el IR para cada sustancia.




El farmaco elegido para el estudio de la reversidn de
la resistencia al MTX en la linea MTX-R1000, fué el hidro-
cloruro de verapamil, dado que se ha descrito que revierte
el fenotipo MDR en células de mamiferos (Fojo y col. 1985).
Previo al estudio de la reversién de la resistencia, se
calculé la DI, para el verapamil en las lineas salvaje y
MTX-R1000. De estos datos, pudimos deducir la concentracién
de farmaco que nos interesaba utilizar en este estudio. La
concentracién de fdrmaco escogida fué 15 uM, la cual afecta
en no mids de un 20 %, al crecimiento de los pardsitos MTX-
R1000. Esta dosis de fdrmaco, serd suficiente para afectar

el crecimiento celular, y nos permitira estudiar el creci-

miento de la linea MTX-R1000 expuesta a una concentracién
de 9,5 mM de MTX (dosis que inhibe en un 35% el crecimiento
de los parésitos), en presencia de 15 uM de verapamil. De
éste modo, si existiera reversién de la resistencia, se
observaria un incremento significativo de la toxicidad por
el MTX, o por el contrario un efecto de inhibicién del
crecimiento aditivo debido a la presencia de ambos farma-
cos. Para este estudio se prepararon varios cultivos de
pardsitos MTX-R1000, partiendo de un inéculo de 4x10° paréa-
sitos/ml en cada uno. Con objeto de comparar resultados,
estos cultivos contenian las siguientes concentraciones de
farmacos:

- 1 mM de MTX.

- 9,5 mM de MTX.

- 15 puM de verapamil.

- 9,5mM de MTX en presencia de 15 uM de verapa-

mil.

Estos cultivos se incubaron a 28°C y a las 48 h se

determiné el %I del crecimiento en cada casoc.
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Se ha descrito tanto en células tumorales como en
pardsitos, que uno de los posibles mecanismos de resisten-
cia a farmacos es la alteracibén del transporte, cbservén-
dose una disminucién del aclimulo de farmaco en el interior
celular (Fojo y col. 1985; Kaur y col. 1988).

Se estudié la incorporacién de MTX- [’H] en las lineas
salvaje, MTX-R1000 y Rv,, siguiendo el método descrito por
Kaur y col. (1988). Para ello se incubaron los parédsitos
durante 24 horas a 28°C en medio RPMI modificado y defi-
ciente en folato. Posteriormente, ajustamos igual namerc de
pardsitos para las 3 lineas, centrifugamos a 2.000 g
durante 10 min y lavamos los pardsitos mediante centrifuga-
cién 3 veces con PBS. El precipitado obtenido se resuspende
en medio deficiente en folato hasta obtener una densidad de
10’ parédsitos en 100 ul de medio.

Iniciamos el estudic de la incorporacién de farmaco,
colocando en un tubo eppendorf y sobre 200 ul de dibutil
ftalato (Sigma), 100 ul de medio de cultivo conteniendo 10’
pardsitos y 100 ul de una solucién 200 nM MTX- [°H] . El es-
tudio de la captacién de férmaco se realizé a diferentes
intervalos de tiempo: 15, 30, 60 y 120 min a la temperatura
de 28°C y 0°C (como control del fadrmaco no incorporado al

interior celular). Tras cada intervalo de tiempo se rea-
lizaba una centrifugacién a 12.000 g durante 5 min, que
permite a los pardsitos quedar concentrados en la base del
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tubo eppendorf y libre de farmaco extracelular, que quedaba
localizado en la fase acuosa (sobre el dibutil ftalato).
Una vez eliminada esta capa de MTX-('H], lavamos la
superficie del dibutil ftalato con PBS para quitar los
restos de medio radiactivo y posteriormente eliminamos el
dibutil ftalato. El precipitado de pardsitos se lisa con
100 ul de Triton X-100 (Sigma) al 1% en agua bidestilada y
se adiciona sobre un tubo que contiene 4 ml de liquido de
centelleo (Optiphase Hifase II, LKB Wallac), midiendo en un
contador de particulas £ (1209 Rackbeta Liquid Scintilla-
tion counter, LKB Wallac) las c.p.m. (cuentas por minuto),
que corresponderdn al fdrmaco incorporado.

Se determinaron las d.p.m. (desintegracién por minuto)
a partir de los datos de c.p.m. obtenidos, ya que d.p.m.=
c.p.m.x 1/Ef, siendo Ef=c.p.m./d.p.m.=0,5794 (eficiencia de
contaje) . Los resultadoc obtenidos se expresan en pmoles de
MTX incorporado/10° cé&lulas, para ello se hizo previamente

una recta de calibrado del farmaco (d.p.m. frente a
distintas concentraciones de MTX-[°H] expresadas en
pmoles) .

Los pardmetros cinéticos de transporte se determina-
ron, bas&ndonos en el andlisis de Lineweaver-Burk como
describe Kaur y col. (1988).

Para esta experiencia tanto los pardsitos salvajes
como MTX-R1000, se cultivaron 24 horas antes del estudio en
medio deficiente en folato. Postericrmente, se centrifuga-
ron a 2.000 g durante 10 min y se lavaron las células 3
veces con PBS mediante centrifugacién. El precipitado se
resuspende en medio deficiente en folato a una densidad de
1x10’ pardsitos en 100 pul.




El estudio se inicié mezclando en cada tubo eppendort
100 pl de medio con 1x10’ células junto a 100 ul de una
solucién de MTX- [’H], colocando esta mezcla sobre 200 ul de
dibutil ftalato. Las concentraciones de MTX ensayadas
fueron 0,125, 0,25, 0,5 y 1 uM , siendo el tiempo de
exposicién al farmaco de 2 y 4 min. La incorporacién de
firmaco se finalizaba mediante centrifugacién a 12.000 g
durante 1 min, posteriormente recogemos los sobrenadantes,
lavamos con PBS para eliminar los restos de radiactividad
y una vez eliminada la capa de dibutil ftalato, lisamos el
precipitado con 100 ul de Triton X-100 al 1%. Medimos el
fadrmaco incorporado por técnicas de centelleo liquido.

La constante de afinidad aparente (K.) y la velocidad
mixima (Vmax), pueden calcularse a partir de las velocida-
des de incorporacién del fdrmaco a diferentes concentracio-
nes. Para ello representamos en 2l eje de ordenadas
1/pmol/109 células/minuto frente a 1/[MTX-[3H]] en el de
abscisas, obteniendo una recta de regresién, con una
ordenada en el origen igual a 1/Vmax y una pendiente
K./Vmax, siguiendo la ecuacidén siguiente:

1/V = 1/Vmax + K.,/Vmax.1/[S]

j Interséeclén sobre
: ol eje x = -1/




3.8.3.- ESTUDIO DEL E¥LUJO DEL FARMACO.

La determinacién del eflujo de f&rmaco, se realizd
mediante una modificacién del método descrito por Deffie y
col. (1988) y consistente en :

Los pardsitos correspondientes a las lineas salvaje,
MTX-R1000, Rv, y Rv, se incubaron en medioc RPMI modificado
deficiente en folato durante 24 horas. Posteriormente,
ajustamos igual nimero de parédsitos para las 4 lineas
(nx10* parédsitos, siendo n el nimero de experiencias que
realizaremos), centrifugamos a 2.000 g durante 10 min,
lavamos el precipitado 3 veces con PBS y se resuspende el
precipitado celular en 250 ul de medio RPMI modificado
deficiente en folato, conteniendo una solucién 0,25 uM de
MTX- [*H] . Esta mezcla la incubamos a 28°C durante 1 hora
con agitaciénm.

La incorporacién de f&rmaco se interrumpié por

enfriamiento rdpido en hielo, adicionando a continuacién 1
ml de medio deficiente en folato a 4°C. Esta mezcla se
trasvasa a un tubo eppendorf conteniendo 200 ul de dibutil
ftalato. Se centrifuga a 12.000 g durante 1 min y el
precipitado obtenido se resuspende en medio deficiente en
folato (precalentado a 28°C), para obtener una densidad de
10°células en 100 ul de medio. A continuacién se distribu-
yen alicuotas de 100 ul en tubos eppendorf. El tiempo 0 del
estudio del eflujo de farmaco se determiné mediante
centrifugacién de una alicuota de suspensién parasitaria
sobre el tubo eppendorf conteniendo dibutil ftalato. Tras
la centrifugacién, recogemos la parte acuosa localizada
sobre el dibutil ftalato, midiendo los c.p.m. que corres-
ponden al f&rmaco expulsado por los pardsitos en el tiempo
0.




En los deméds tubos afiadimos 1,2 ml de medio sobre 200
pul de dibutil ftalato e incubamos a 28°C durante 5, 10, 30
7 60 min. Tras cada intervalo de tiempo, se introducen los
tubos en hielo, se centrifugan a 12.000 g durante 1 min,
queddndonos con los sobrenadantes (para calcular los c.p.m.
expulsados) y lavamos 3 veces con PBS la superficie
superior del dibutil ftalato. El precipitado que queda,
tras eliminar el dibutil ftalato, se lisa con 100 ul de
Triton X-100 al 1%.

Medimos el farmaco expulsado al medio y el que
pe.manece incorporado en los pardsitos mediante técnicas de
ventelleo liquido. Los resultados se expresan en % de

farmaco expulsado y ¥ de fiarmaco retenido en el parésito,
ya que conocemos la cantidad total de farmaco incorporado
(determinacicn del eflujo en el tiempo 0).




Con estos estudios queremos conocer si la adquisicién
de resistencia a MTX en L. tropica, conlleva cambios en el
patrén de proteinas (sobreexpresién y /o desaparicién), que
facilitan la adaptacién del pardsito al medio de cultivo en

presencia de farmaco.

3-901.'

El andlisis de proteinas de los pardsitos se realizé
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS
(SDS-PAGE), segin el método de Laemmli (1970).

Composicién del gel separador.-

La concentracidn de acrilamida de los geles que hemos
empleado en las experiencias que se describen posteriormen-
te, fueron al 6, 8 y 10 %, segin el rango de tamafio molecu-
lar de las proteinas que nos interesaba visualizar.

Composicién para un volumen de 10 ml de gel:

Volumen (ml)
Soluciones madre 6% 8%

30% Acrilamida 0,8% Bisacrilamida 2 2,7
1,5 M Tris HC1 (pH 8,8), 0,4% SDS 2,5 2,5
10% Persulfato aménico 0,04
Temed 0,005
Agua bidestilada 5,5




Composicién del gel almacenador.

Volumen (ml)
Scoluciones madre 4.5%

30% Acrilamida 0,8% Bisacrilamida 1,5
0,5 M Tris HCl1 (pH 6,8), 0,4% SDS 2,5
10% Persulfato aménico

Temed

Agua bidestilada

Las muestras de proteinas' se trataron con igual
volumen de tampén de muestra 2x (1% SDS, 10% glicerol, 0,1%
azul de bromofenol, 50mM DTT, 12mM Tris HCl pH 6,8) y se
desnaturalizaron hirviéndolas durante 5 min.

El tampén de electroforesis 10X utilizado coutenia
0,25 M Tris, 1,92 M Glicina, 1% SDS, siendo el pH final
8,3.

Nuestras experiencias se realizaron en un equipo de
electroforesis Protean II Slab Cell de Bio-Rad.

Las proteinas marcadoras de tamafio molecular utiliza-
das para el estudio de las proteinas separadas tras la
electroforesis, fueron suministradas por Bio-Rad. Sus
tamafios moleculares en kDa correspondian a las proteinas:
miosina, 200; B-galactosidasa, 116; fosforilasa b, 97;
alblimina de suero bovino, 66; ovoalbGmina, 45; anhidrasa
carbénica, 31 e inhibidor de tripsina, 21.




El marcaje metabdlico de los pardsitos con Metionina-
[**S], se realizé incubando 1x10* células /ml en solucién
salina de Hanks (Gibco,BRL) con 10 uCi/ml de Metionina- [**S)
(ICN Biomedicals, actividad especifica 1143 Cimmol™?), a
28°C durante 2 horas en agitacién. Posteriormente, lavamos
los pardsitos 5 veces con PBS mediante centrifugacién en
microfuga durante 1 min; determindndose tras el dltimo
lavado los c.p.m.

La obtencién de proteinas se realizé por modificacién
de la técnica descrita por Meek y col. (1985).

Una vez lavadas las células (marcadas o no con **S) con
PBS, se resuspenden a una concentracién de 10°células/ml en
tampén de lisis hipoténico (10mM Tris-ClH pH 7,4, 1mM EDTA,
5mM DTT, 1mM PMFS, 100ug/ml éprotinin, 100ug/ml leupeptin).
Agitamos hasta homogeneizar y las sometemos a 3 ciclos de
congelacién (5 min a -80°C) - descongelacién en hielo.
Centrifugamos 5 segundos a 12.000 g y desechamos el
precipitado (nucleos y parésitos no lisados). Del sobrena-

dante obtenido, separamos una alicuota significativa que
constituirdn las proteinas totales. El resto del sobrena-
dante se vuelve a centrifugar a 12.000 g durante 30 min,
guardando el nuevo sobrenadante que contendri la fraccién
de proteinas citosflicas. El precipitado obtenido se lava
con tampén de lisis, centrifugamos a 12.000 g durante 15
min y este precipitado obtenido constituiréd la fraccién de
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proteinas de membrana, que se resuspende en tampdn de lisis
con un 10% de glicerol. Las fracciones de proteinas
totales, citosblicas y de membranas, se mantienen a -80°C
hasta su uso.

La determinacién de la concentracién de proteinas en
cada fraccién, se llevd a cabo por el método de Lowry y
col. (1951).

Una vez obtenidas las proteinas totales procedentes de
las lineas salvajes y resistentes, se separaron 40 ug de
proteinas totales de cada linea mediante electroforesis en
geles SDS-PAGE al 6% de acrilamida (apartado 3.9.1). La
electroforesis se desarrolldé a 80 voltios, a temperatura
ambiente. Tras finalizar la electroforesis, el gel obtenido
gse tifi6 con una solucién de Azul Comassie (0,2% Azul
Comassie , 40% Metanol, 10% Acido acético) y posteriormente
se tratdé con solucibén destefiidora (10% Acido acético, 25%
Metanol), hasta visualizar las proteinas tefiidas por el
colorante.

Igualmente, se realizaron electroforesis en geles SDS-
PAGE al 8% de acrilamida de los pardsitos marcados con
Metionina- [**S] . Se utilizaron 200.000 c.p.m. de proteinas
totales, citosflicas y de membrana, tanto de la linea
salvaje como de MTX-R1000 por pocillo. La electroforesis se
desarrollé a 9 mA durante toda la noche a temperatura
ambiente. E1 gel obtenido se tifi6 con una solucién de Azul
Comassie, para visualizar las proteinas marcadoras. Una vez
tefiido, se procedié a la fluorografia, para lo cual
tratamos el gel 30 min con el Kit comercial Amplify
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(Amhersham), secdndose el gel sobre papel Whatman a 80°C
durante 2 horas bajo condiciones de vacio en un secador de
geles (Bio-Rad). El gel seco se sometié6 a exposicién
empleando una pelicula Kodak X-Omat.

La extraccién de proteinas destinadas a ser analizadas
por electroforesis SDS-PAGE Bidimensional, se realizé
mediante extraccién con fenol como describen Bauw vy
col. (1987). El precipitado de pardsitos (aproximadamente
3.10° organismos), se resuspende en 500 ul de tampén de
extraccién (0,7 M sacarosa, 0,5 M Tris, 20 mM HC1l, 0,1 M
KCl, 2% 2-mercaptoetanol). A esta solucibén, afiladimos 500 ul
de fenol e incubamos 30 min a 4°C. Esta mezcla la centrifu-
gamos 10 min a 12.000 g, transfiriendo a un nuevo tubo las
proteinas extraidas con fenol.

Posteriormente, las proteinas se dejan precipitando
toda la noche a -20°C en 1 ml de tampén de precipitacién
(0,1 M acetato aménico en metanol). A continuacién,
centrifugamos a 12.000 g durante 10 min y el precipitado
final se disuelve en tampén de muestra (9,5 M urea, 2%
Nonidet P-40, 2% anfolitos pH 3,5-10 de Bio-Rad, 0,1 M

DTT). Ajustamos la concentracién final de proteina a 1
pg/ul. Realizdndose la determinacién de la concentracién de
proteinas mediante el método Bradford, (1976).

Igualmente, y en el caso de pardsitos marcados
metabbélicamente con Metionina- [**S], ajustamos a una concen-
tracién final de 1x10* c.p.m./ul. Las muestras asi obteni-
das se mantienen alicuoteadas a -20°C hasta su uso.
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3.9.5.2.- PRIMERA DIMENSION:JISORLECTROENFOOUE.
{IEF) .

La separacién de proteinas totales de las lineas
salvaje y MTX-R1000 mediante IEF, se realizé en geles
cilindricos (18 cm de longitud y 2 mm de didmetro); cuya
composicién era:

Urea
30% acrilamida
2% bisacrilamida
10% Nonidet P-40
Agua bidestilada
Anfolitos pH 3,5-10 (Bio-Rad)
Anfolitos pH 5-7 (Bio-Rad)

10% Persulfato ambénico
Temed

La cémara inferior contenia como solucién de electro-
foresis (anolito) 0,01 M H,PO, ¥ en la superior (catolito)
0,1 M NaOH. Cargamos en el gel 20 ul de tampén de muestra
Yy 20 pl de tampén aislante (6M urea, 1% anfolito pH 3,5-10,
100 mM DTT, 5% Nonidet P-40) y realizamos un precorrido de
los geles, comenzando a 100 voltios con incrementos de
voltage cada 20 min (100 voltios cada vez) hasta alcanzar

los 400 voltics, que mantenemos durante un tiempo minimo de

una hora.

Finalizado este tiempo, cargamos las muestras, 1x10¢
c.p.m. o 100 pg de proteinas por gel y 20 ul de tampén
aislante. A continuacién se realiza el corrido del gel en
las mismas condiciones del precorrido, hasta alcanzar 400
voltios que mantendremos durante 18 horas.
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3.9.5.3.- SECUNDA DIMENSION :ELECTROFORESIS
SD3S-PAGE .

Preparamos los geles SDS-PAGE al 10% de acrilamida
(apartado 3.9.1) . Finalizada la primera dimensién extraemos
lcs geles de los tubos cilindricos y los sumergimos en
tampén de equilibrio (60mM Tris-HCl pH 6,8, 1% SDS, 20%
glicerol, 50 mM DTT), dejédndolo en incubacién durante 1
hora en agitacién, renovando el tampén a los 30 min. A
continuacién situamos cada uno sobre un gel almacenador al
4,5% de acrilamida, cubriéndolo con tampén de electrofore-
sis.

La electroforesis se realizdé a 9mA durante toda la
noche. Finalizada la electroforesis, teiflimos con Azul
Comassie para visualizar las proteinas marcadoras, reali-
zadndose una fluorografia de los geles, mediante tratamiento
con la solucién comercial Amplify (Amhersham) durante 30
min, posterior secado de los geles a 80°C bajo condiciones
de vacio y exposicién con la pelicula a -80°.

3.9.5.40-

En el caso de la segunda dimensién realizada con

proteinas totales no marcadas con Metionina- [**S], se hizo

una electrotransferencia a membrana de poliviniliden
difluoride (PVDF) (Millipore Bedford, USA), siguiendo la
técnica descrita por Bauw y col. (1989).

Las membranas PVDF antes de su uso se cortaron al
tamafio de los geles, humedeciéndose 5 min en metanol y
posteriormente se lavaron durante 30 min en agua. Antes de
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Material y Métodos

la transferencia, los geles de acrilamida se equilibraban
durante 1 hora con 200 ml de tampén constituido por: 0,1%
SDS en 50mM de &cido bérico, ajustando el pH con NaOH hasta
8. La transferencia se realizé en un aparato Trans Blot
Cell (Bio-Rad) a 35v durante 8 horas, en un tampén que
contenia 50 mM de &cido bérico y 50 mM de Tris. Finalizada
la transferencia, lavamos la membrana 5 min con agua
destilada y tefiimos con Amido Black o Naphtol Blue Black al
0,1%. Destefiimos posteriormente con agua, hasta visualizar
las proteinas.

Las proteinas de membrana (40 pug) y las proteinas
totales (40ug) procedentes de las lineas salvaje, MTX-
R1000, Rv, y Rv,, se separaron en un gel SDS-PAGE al 6% de
acrilamida (apartado 3.9.1). Realizandose a continuacién la
electrotransferencia a papel de nylon, siguiendo la técnica
de Towbin y col. (1979). Las condiciones de transferencia
empleadas fueron: 25 voltios durante 2 horas en un aparato
Semiphor TE 70 (Hoefer scientific instruments, S. Francis-
co). El tampér de transferencia empleado fue: 0,025M Tris,
0,15 M Glicina, 20% Metanol, 0,1 % SDS, pH 8,3. Tras la
transferencia, la membrana de nylon (Hybon-N, Amersham
Corp.) se lavaba durante 5 min con el tampén de transferen-
cia y posteriormente se incubaba a temperatura ambiente
durante 12 horas con leche desnatada (5% en PBS mis 0,02%
de azida sé6dica), al objeto de blogquear la membrana.
Posteriormente, se lavd varias veces con una solucién de
lavado constituida por 0,1% albGmina de suero bovino (BSA)
y 0,1% tween 20 en PBS. A continuacién, se realizaba la
incubacién durante 3 horas con el anticuerpo moncoclonal C,,,
a la concentracién de 2 pug/ml en solucién de lavado
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(Juranka y col., 1989). Este anticuerpo monoclonal reconoce
un dominio citoplasmitico de la glicoproteina-P humana,
siendo suministrada por el Dr. Victor Ling (Ontorioc Cancer
Institute, Universidad de Toronto, Canad4) . Para finalizar,
se elimina el anticuerpo procediéndose a un lavado de la
membrana con la solucién de lavado antes descrita. La
reaccién antigeno-anticuerpo se detect6, siguiendo 1la
técnica descrita por Bollag y col. (1991), consistente en
la incubacién a temperatura ambiente de la membrana durante
1 hora con peroxidasa de rdbano conjugada con IgG de conejo
anti-ratén (Nordic Immunol. Lab. California), siendo 1la
dilucién empleada 1:1000. Segquidamente, se lava la membrana
3 veces durante 5 min con solucién de lavado y posterior-
mente revelamos con una solucién de 1-Cl-4-naftol (20 mg
disueltos en 6,7 ml de metanol, 20 ul de agua oxigenada 30
volimenes en 100 ml de PBS).

Al cbjeto de conocer si la proteina de alto tamafio mo-
lecular, reconocida por el anticuerpo monoclonal C,,,,
presentaba relacién en su secuencia con la glicoproteina-P
humana, se realizé una microsecuenciacién mediante el
método descrito por Bauw y col., (1990).

1.- Preparacién de las muestras. Geles SDS-PAGE.

El precipitado de parédsitos MTX-R1000, previamente
lavado 3 veces con solucién PBS, se disolvié en tampén de
muestra 1x (apartado 3.9.1), para obtener una concentracién
final de 40 ug de proteinas en 10 ul de tampdn.




Se realizaron varias electroforesis en geles de SDS-
PAGE, a una concentracién del 6% de acrilamida (apartado
3.9.1), al objeto de separar las proteinas de alto tamafio
molecular. La concentracién de proteina total empleada fué
de 400 ug.

Las condiciones de la electroforesis, fueron de
voltaje constante (40 v) durante toda la noche, a tempera-
tura ambiente.

2.- Electrotransferencia a membrana.

El proceso de electrotransferencia a membrana se
realizé al igual que se describe en el ap.9.5.4. Una vez
transferidas las proteinas a la membrana y visualizadas,
tras su tincién con amido black o naphtol blue black,
cortamos el trozo de membrana que contiene la proteina de
interés, almacenidndola en un tubo eppendorf, a 4°C hasta el

posterior proceso de digestién.

3.- Digestiém.

Las piezas de membrana cortadas, se cubrian con 200 ul
de una solucién bloqueante (1% de polivinilpirrolidona en
metanol), dejé&ndola en incubacién durante una hora a
temperatura ambiente. Posteriormente, la mezcla bloqueante
fué diluida con igual volumen de agua bidestilada, reali-
zdndose una incubacién durante 10 min. Se eliminé el
sobrenadante y se lavaron las membranas 4 veces con agua
(500 pl) y una sola vez con 500 ul de tampén constituido
por 0,1 M Tris HCl1l pH 8,5. En este tampSén se mantienen en
incubacién durante 10 min. Eliminamos este tampén y se
adiciona tampén nuevo con un volumen suficiente para cubrir
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las membranas (generalmente entre 100 y 150 ul). Sobre
esto, afiadimos 1 ml de solucién de tripsina recién prepara-

da (a una concentracién de 1 mg/ml de agua bidestilada) . La
digestién se realizé a 37°C durante 6 horas. Igualmente, se
realizé con otros trozos de membrana una digestién con una
solucién de pepsina en 0,1 M de acido férmico, durante 10
horas a 37°C. La mezcla de digestién fué transferida a un
segundo eppendorf y las membranas (que quedaron en el
primer tubo eppendorf) se lavaron con 500 ul de ac.
trifluoroacético al 12% y con agua. Todas las soluciones de
lavado la recogimos también en este segundo eppendorf. Esta
mezcla se mantuvo a -20°C hasta el posterior aislamiento de
péptidos mediante técnicas de HPLC.

4.- Separacién de péptidos por fase reversa HPLC.

La mezcla de péptidos se inyectdé6 en una columna de
fase reversa (0,46x25 cm, Vydac Separation Group, USA),
usando un Hewlett Packard Ti 1050 series HPLC. Los péptidos
se separaron por un incremento lineal de gradiente de
acetonitrilo en 0,1% de ac. trifluorocacético, hasta
alcanzar un 70% de acetonitrilc a los 70 min (flujo
iml/min, 1%/min). Los péptidos eluidos fueron detectados
por U.V. a 214 nm y recogidos en tubos eppendorf. Se
mantuvieron a -20°C previamente a su secuenciacién.

5.- Secuenciacién de péptidos.

Los péptidos fueron seleccionados para el andlisis de
su secuenciacién en funcién de la altura de los picos
identificados en la gradfica obtenida tras la separacién de
péptidos por HPLC. La secuenciacién de péptidos se realizé
en un aparato 473A Protein Sequencer (Applied Byosistems) .
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3.10.- ACIDOS NUCLEICOS.
3.10.1.- ESTUDIO DE ADN.

3.10.1.1.- AISLAMIENTO DE ADN.

El ADN total de los pardsitos se aisld siguiendo el
método que describen Coderre y col. (1983). Para ello,
partimos de un cultivo con un volumen total de 10° parédsi-
tos, en fase logaritmica de crecimiento. Tras centrifuga-
cién a 2.000 g durante 15 min, el precipitado celular se
lisa mediante adicién de 4 ml de tampén A (0,2 M Tris-HCl
pH 8, 0,1 M EDTA), a los que se aifiadié 100 ug de proteinasa
K por cada ml de tampén (Sigma) y 0,2 ml de SDS al 10%,
dejando esta mezcla a temperatura ambiente durante toda la
noche.

Extraccién. -

La extraccién del ADN se realizé adicionando, a la
solucién antes descrita, 0,8 ml de 5 M de NaCl y 5 ml de
solucidén 1:1 cloroformo-iscamilico (24:1)/ fenol saturado
con tampén A. Agitamos por inversién durante 15 min,
centrifugando a 2.000 g durante 5 min. La fase superior se
transfiere a un nuevo tubo, repitiendo el prcceso una vez
mis. A continuacién, se realiza una extraccién adicionando,
a la fase acuosa recogida, un volumen igual de cloroformo-
isoamilico (24:1) y posterior centrifugacién a 2.000 g
durante 5 min, al objeto de poder retirar los posibles

restos de fenol. La fase acuosa obtenida se recoge y
transfiere a un nuevo tube para continuar el proceso de
aislamiento de ADN.




Precipitacién. -

La precipitacién se realizé afladiendeo 2 volimenes de
etanol absoluto (almacenado a -20°C), dejéndose bien toda
la noche a -20°C o bien 30 min a -80°C. Centrifugamos 10
min a 18.000 g a 4°C y retiramos el sobrenadante.

El precipitado se resuspende en 4 ml de tampén TE (10
mM Tris-HCl1l pH 7,4, 1 mM EDTA), adicionéndole 4 ul de RNasa
A de pancreas bovino (10 mg/ ml) (Boehringer Mannheim).
Dejéndolo en incubacién durante toda la noche a temperatura
ambiente. Repetimos el proceso de extraccién y precipita-
cién con etanol. El precipitado final se resuspende en agua
bidestilada estéril y se mantiene alicuoteadc a -20 °C
hasta su uso.

La determinacién de la concentracién de ADN se realizé
espectrofotométricamente. Ajustamos la Densidad éptica (DO)
a la longitud de onda de 260 y 280 nm. Sabiendo que para
una concentracién de ADN de 1 mg/ml la DO a 260 nM es 20,
podemos saber la concentracién de ADN de la muestra
problema.

mg/ml = DO 260 nm x 1 mg/ml x (factor de dilucién)/20.

La determinacién de la DO a la longitud de onda de 280
nm y la subsiguiente relacién DO 260/DO 280 es indicativa
del grado de pureza del ADN, debiendo de estar comprendida
entre los valores 1,6 y 2, para que el ADN pueda conside-
rarse con un grado de pureza &ptimo.




3.10-1-2.' D

El ADN aislado de las lineas salvaje y MTX-R1000, fué
digerido con las endonucleasas de restriccién EcoRI y BamHI

(Boehringer Mannheim) .

En un tubo eppendcrf estéril se afiadié en este orden,
agua bidestilada estéril, suficiente para una mezcla de
reaccién final de 30 ul, ADN a digerir (aproximadamente 6
ug por digestién), 3 pl del tampdn 10X, especifico para el
enzima de restriccién y 1 ul de enzima de restriccién (8-12
U/ml). Esta mezcla se incuba durante 2 horas a 37°C. Para
parar el proceso de digestién, se adicioné 5 pl de solucidén
de muestra 6X (0,25% Xylene cianol, 0,25% azul de bromofe-
nol, 30% glicerol).

2.10.1.3.- ELECTROFORESIS DE ADN.

Una vez digerido el ADN de las lineas salvaje y MTX-
R1000 con las endonucleasas de restriccién, se realiza una
electroforesis en geles de agarcsa al 1% en TBE (8,9 mM
Tris, 89 mM &cido bérico, 2 mM EDTA, pH 8,4), siendo el
tampén de electroforesis empleado el TBE y las condiciones
de desarrollo de 35 voltios durante toda la noche, a
temperatura ambiente.

Los marcadores de tamafio molecular utilizados (0,2 ug/
pocillo) fueron:

- ADN del fago Lambda digerido con la endonucleasa de
restriccién Hind III (Boehringer Mannheim) y cuyos fragmen-
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tos presentaban un tamafio molecular de 23.130, 9.418,
6.557, 4.361, 2.322, 564, y 125 pares de bases (pb).

- ADN de la forma replicativa del Fago $X174 digerido
con la endonucleasa de restriccién Hae III, cuyos frag-
mentos presentaban un tamafio molecular de 1.353, 1.078,
872, 603, 310, 271, 234, 194, 118, 72 pb.

Finalizada la electroforesis, se tifi6 el gel durante
30 min con Bromuro de Etidio a una concentracién final de
0,5 ug/ml, lavdndose posteriormente durante 15 min con agua
bidestilada y visualizéndose con luz ultravioleta el estado
del ADN.

3.10.1.4.-

La transferencia del ADN, separado mediante electro-

foresis en geles de agarosa, a una matriz inmovilizante, se

realizé segun la técnica descrita por Southern (1975).

EL ADN debe degradarse parcialmente para aumentar la
eficiencia de la transferencia. La irradiacién de luz
ultravioleta, procedimiento habitualmente empleado para ver
el estado del ADN en el gel, contribuye a fragmentar el
ADN, previamente al tratamiento del gel antes de 1la
transferencia.

A continuacién tratamos el gel con un &cido diluido
(0,25 M HCl), durante 15 min para depurinizar el ADN. El
enlace fosfodiester de sitios donde se ha perdido la base
es muy sensible al dlcali, por lo que el ADN se degrada al
desnaturalizarle. Con este fin, tras lavar el gel con agua
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Jestilada, afiadimos una solucién desnaturalizante (0,25 M
NaOH, 1,5 M NaCl) e incubamocs durante 30 min. Posterior-
mente lavamos de nuevo con agua destilada e incubamos 30
min con un tampén neutralizante (1M Tris-HCl pH 7,2, 1,5 M
NaCl) . La transferencia del ADN, desde los geles de agarosa
a membranas de nylon Hybon-N (Amersham Corp), se realizd
durante toda la noche por capilaridad en tampén citrato
salino (20xSSC), cuya composicién es: 3M NaCl, 0,3 M
Citrato sédico, pH 7. Una vez terminada la transferencia
lavamos la membrana de nylon 5 min con 2XSSC, lo dejamos
secar 1 hora a temperatura ambiente y fijamos el ADN
durante 5 min con luz ultravioleta a una longitud de onda
de 360 nm.

3.10.1.5.-

Las sondas empleadas en el estudio del reconocimiento
de genes de la familia glicoproteina-P, fueron suministra-
das por el Dr. Marc. Ouellette (Laboratorio y Servicio de
infectiologia, Centro hospitalario de la Universidad de
Laval, Quebec, Cénada) y han sido descritas por Ouellette
y col. (1990-1991). El mantenimiento de los pléasmidos
conteniendo las diferentes sondas que se han empleado, se
realiza en las células hospedadora Escherichia coli HB101.

nbgh.

Esta sonda ha sido aislada, por el Dr. M. Ouellette,
a partir del gen ltpgpA, localizado en un locus cromosdémico
de L. tarentolae, denominado H. Es una sonda que reconoce
el primer dominio de unién a nucledtidos de la familia

glicoproteina-P, siendo por consiguiente una sonda inespe-
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cifica que reconoce a todos los genes de esta familia. La
sonda corresponde a un inserto de 850 pb Pstl del primer
dominio de unién a nucledtidos, clonado en el vector pGEM
3ZF.

PA.

Es una sonda especifica para el gen ltpgp A de L.
tarentolae; ha sido aislada de la regi6én H del genoma de
Leigshmania. El1 pléasmido, denominado pA, comprende un
inserto de 400 pb BamHI-PstI del gen ltpgp A, clonado en el
vector pGEM 3ZF.

RE,.

Es una sonda especifica para el gen ltpgpE de L.
tarentolae. El1 plasmido, denominado pE, comprende un

inserto de 1,25 kb PstI- BamHI del gen ltpgp E, clonado en
el vector pGEM 3ZF. Para obtener la sonda especifica,
digerimos con las endonucleasas de restriccién PstI - Ava
I, aislandose un fragmento de 300 pb.

pD,.

Es una sonda especifica para el gen ltpgpD de L. ta-
rentolae. El pldsmido, denominado pD,, comprende un inserto
de 4,7 kb SacIl que contiene el gen ltpgpD, clonado en el
vector pGEM 3ZF.Para obtener la sonda especifica digerimos
con la endonucleasa de restriccién Aval y aislamos un
fragmento de 800 pb.

4pB+C.

Es una sonda especifica de los genes ltpgpB v ltpapC
de L. tarentolae. El pldsmido, denominado 4pBC, comprende
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un inserto de 150 pb HindIII-EcoRV del gen ltpgp B, clonado
en HindIII-SmaI del vector pGEM 3ZF. Para obtener el
inserto, digerimos con las endonucleasas de restriccién
HindIII y EcoRI.

PTCR-tubulina.

Es una sonda especifica del gen B-tubulina de Txrypano-
soma cruzi, cepa Y. El plasmido pUC 13 comprende el inserto
de 400 pb EcoRI-HindIII del gen R-tubulina. Esta sonda fué
suministrada por el Dr. Antonio Gonzalez (Instituto de

Parasitologia y Biomedicina "Lépez-Neyra", C.S.I.C.) y ha
sido descrita por Gonzalez y col. (1984).

PKIDLEM.

Es una sonda especifica para el gen que codifica el
enzima Dihidrofolato reductasa-Timidilato sintasa (DHFR-TS)
de L. tropica, conteniendo toda la secuencia codificante
para este gen. El pldsmido pKK223.3, comprende el inserto
de 1560 pb EcoRI-HindIII (pKTDLEM). La célula nospedadora
empleada para su mantenimiento es E. coli x 2913. Esta
sonda fué suministrada por el Dr. Luis M. Ruiz (Instituto
de Parasitologia y Biomedicina "Lépez-Neyra", C.S.I.C.).

3.10.1.6.- AISLAMIENTO DE ADN PLASMIDICO.

El crecimiento de la cepa bacteriana hospedadora en la
que mantenemos los plasmidos que contienen las distintas
sondas (descritas en el apartado anterior 3.10.1.5.), se
realizé en 15 ml de medio LB con una concentracién de
ampicilina de 100 pg/ml, a 37°C durante toda la noche en
agitacién.




La composicién del medio LB es la siguiente:

Bactotriptona 10 g
Extracto de levadura 5g
NaCl 5g
Agua bidestilada c¢.s.p. —— 1000 ml

Disuelto todos los componentes se esteriliza en el
autoclave y se conserva a 4°C.

El aislamiento del ADN plasmidico se realizé siguiendo
el método de lisis alcalina descrito por Maniatis y col.
(1982) .

Una vez aislado el ADN plasmidico, se realiza una
digestién del ADN con los enzimas de restriccidn descritos
en el apartado anterior, adec 1o para cada sonda, Yy
posteriormente se separan los fragmentos resultantes de la
digestién mediante electroforesis en geles de agarosa (al
porcentaje de concentracién apropiado segin el tamafio del
fragmento que se desee aislar). Seguidamente, tefiimos el
gel con una solucién de Bromuro de etidio 0,5 ug/ml durante
30 minutos, con el fin de visualizar el fragmento que
contiene la sonda que nos interesa.

A continuacién purificamos el fragmento de ADN que
contiene la sonda que nos interese, mediante el empleo del

kit Gene clean (Biotecnologia, AMS).

3.10.1.7.- MARCAJE RADIACTIVO DE LAS SONDAS.

Las sondas de ADN se marcaron con [a-*?P] d4CTP (3000

Ci/mmol, ICN Biomedicals), por el método "Random Primer"
(Feinberg y col., 1583).




Matorisl y Métodoo

Esta técnica estd basada en la hibridacién de una
mezcla de todos los posibles hexanucleétidos con el ADN que
queremos marcar. La cadena complementaria se sintetiza a
partir del 3’'-OH terminal del random hexanucleétido primer
mediante la accién del enzima Klenow. Este enzima Klenow es
un fragmento de una ADN polimerasa de E. coli, que carece
de actividad exonucleasa 5’ » 3%,

Para el marcaje hemos utilizado el Kit Random Primer
de Boehringer Mannheim.

El ADN a marcar (100 ng) se desnaturaliza por calor a
95°C, durante 10 min y posteriormente se enfria en hielo.
A continuacién, para iniciar el marcaje del ADN adiciona-
mos:

dATP (0,5 mmol/1) 1 pl

dGTP (0,5 mmol/1l) 1 ul
dTTP (0,5 mmol/1) 1 ul
Mezcla de hexanucleétidos 10X —— 2 ul
dCTP (*?P) 50 uCi
Enzima Klenow (2 U/ul) 1 pl
Agua bidest.estéril c.s.p. ——— 20 ul

La mezcla radiactiva se incubé a 37°C durante 1 hora.
Para obtener el ADN marcado, tratamos con 52 ul de fenol
(saturado con Tris-HCl1l 0,1 M pE 8). Se adiciona a la fase
acuosa recogida, 2 ul de tRNA [10 mg/ml], 7,2 ul LiCl 10 M
y 150 pl de etanol absoluto(-20°C) y se deja precipitando
a -80°C durante un tiempc minimo de 1 hora. Centrifugamos
a 12.000 g durante 10 min a temperatura ambiente y el ADN
marcado precipitado se lava con etanol al 70%. Tras la eva-
poracién del etanol,se resuspende el ADN en 100 ul de TE
1X.




La eficiencia del marcaje se determina midiendo los
c.p.m. en 1 ul del ADN marcado, mediante técnicas de

centelleo liquido.

3.10.1.8.-

Los filtros de nylon se incuban durante 2 horas a 42°C
cen una solucién de hibridacién, constituida por 50%
formamida, 5x solucién Denhart (1% ficoll tipo 400, 1%
polivinilpirrolidona, 1% alblGmina bovina fraccién V), 5x
SSC y 100 pg/ml de ADN de esperma de salmén, previamente
desnaturalizado a 95°C durante 10 min. El1 volumen de
solucién utilizado fué el correspondiente a 0,2 ml por cm’
de filtro, relacién descrita por Maniatis y col. (1982).

A continuacidén, los filtros fueron hibridados con la
sonda radiactiva, previamente desnaturalizada por calenta-
miento a 95°C durante 5 minutos (a la concentracién de 1n¢
c.p.m./ml de solucién de hibridacién), siendo el volumen de
solucién utilizado 0,05 ml por cada cm® de filtro. El
tiempo minimo de hibridacién fué de 18 horas a 42°C. La
sonda radiactiva utilizada fué la descrita en el apartado
3.10.1.5. para el gen ltpgpE. Tras el proceso de hibrida-
cién, los filtros se lavan con 2x SSC y 0,1% SDS, 2 veces
durante 20 minutos a 42°C. Tras el lavado, se seca el
filtro y se expone a una pelicula autorradiogréfica a -80°C
durante 2 dias.

Posteriormente, los filtros se deshibridaron mediante
tratamiento a 45°C durante 30 min con 0,4 M de NaOH, y
posteriormente durante 15 min con 0,1x SSC, 0,1% SDS y 0,2
M Tris HC1 pH 7,5. Estos filtros deshibridados, y tras com-
probar la ausencia de la sonda radiactiva anterior (median-
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te exposicién con una pelicula autorradiografica), se vol-
vieron a hibridar con dos sondas también descritas en el
apartado 3.10.1.5: pKTDLEM y pTCR8-tubulina.

La sonda para el gen DHFR-TS de L. tropica se empled
para estudiar tanto en los pardsitos salvajes como resis-
tentes el nGmero de copias del gen DHFR-TS, blanco de
accién de farmaco. Mientras que, la sonda para el gen 8-
tubulina se empledé para normalizar en los Southern, la
cantidad de ADN de los parédsitos salvajes y MTX-R1000.

3.10.2.- ESTUDIO DE ARN.

3.10.2.1.- AISLAMIENTO DE ARN.

En el proceso de aislamiento de ARN se requiere que
todo el material a emplear haya sido tratado previamente
con una solucién acuosa conteniendo dietil pirocarbamato
(DEPC) al 0,2%, con objeto de inactivar al enzima ribonu-
cleasa (RNasa). Igualmente, las diferentes soluciones y
tampones deben contener en solucién DEPC al 0,2%, dado que
minimas cantidades de RNasa son suficientes para degradar
el ARN. Posteriormente tanto el material como las solucio-
nes y tampones se autoclavan, con el fin de eliminar los
restos de DEPC.

El aislamiento del ARN total se realizé a partir de un
cultivo de parédsitos en fase logaritmica de crecimiento con
una densidad de 10°células. Tras centrifugacién a 2.000 g
durante 10 min, el precipitado celular se homogeneizé con
4 ml de un tampdén de desnaturalizacién (4M de tiocianato de

guanidina, 25 mM citrato sédico pH 7, 0,1 M 2-mercaptoeta-
nol, 0,5% N-lauril sarcosin), siguiendo el método descrito
por Chomczynski y col, (1987).
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El homogeneizado se mezclé con 0,4 ml de 0,2 M de
acetato s6dico, pH 4, 4 ml de fenol, y 0,8 ml de clorofor-
mo/alcohol isoamilicc (49:1). La solucién obtenida se
centrifugdé a 10.000 g durante 20 minutos a 4°C. En este
proceso, la fase acuosa obtenida contiene el ARN total,
quedando separado de las proteinas y del ADN, localizadas
en la interfase y en la fase orgénica.

Precipitamos el ARN con 1 volumen de isopropanol 100%
a -20°C. El precipitado obtenido tras centrifugar durante
10 minutos, se redisuelve en el tampén de desnaturaliza-
cién, previamente descrito. La solucién se vuelve a
precipitar con isopropanol, lavdndose finalmente con etanol
al 70% (mantenido a -20°C). El1 precipitade final 1lo
resuspendemos en agua bidestilada estéril tratada con DEPC.
Las muestras alicuoteadas se mantienen a -80°C hasta su
empleo.

3.10.2.2.- AISLAMIENTO DE ARN POLY A°.

El ARN poly A* se aislé a partir de ARN total mediante
cromatografia por columna de oligo(dT; celulosa, siguiendo
el método descrito por Aviv y col. (1972).

Preparamos la columna de oligo(dT) celulosa sobre una
jeringa de 2 ml de capacidad, lavada previamente con 5 M de
NaOH y seguidamente con agua bidestilada estéril (tratada

con DEPC). A continuacién, afiadimos 0,2 g de oligo(dT)
celulosa (Boehringer Mannheim), resuspendida en 1 ml de 0,1
M de NaOH. Lavamos la columna con agua bidestilada estéril,
dejando que sedimente el oligo(dT) celulosa. Posteriormen-
te, equilibramos con tampén de llenado (0,5 M LiCl, 1CmM
Tris-HCl pH 7,5, 1mM EDTA, 0,1% SDS). El ARN se calienta a
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70°C durante 10 minutos y le afiadimos LiCl hasta una
concentracién de 0,5 M. Hacemos pasar la solucién con el
ARN a través de la columna y lavamos con una solucién
constituida por 0,15 M LiCl, 10 mM Tris HC1 pH 7,5, 1mM
EDTA, 0,1% SDS. El eluido recogido se pasa dos veces mas
por la columna, para asegurarnos que todo el ARN poly A'
qued6é unido a oligo(dT) celulosa. Posteriormente, se lava
la columna de nuevo con solucién de lavado. Seguidamente,
recogemos el eluido originado al hacer pasar por la columna
2 mM EDTA, 1% SDS. Este eluido contiene el ARN poly A’.
Volvemos a equilibrar la columna con tampén de llenado y
repetimos la seleccién de ARN poly A, para eliminar
posibles contaminantes de ARN poly A°. Una vez obtenido el

ARN poly A*, ajustamos la concentracién de sal a 0,3 M de

acetato sbédico y lo precipitamos con etanol absoluto (-
20°C), durante toda la noche a -20°C. A continuacién,
recogemos el precipitado por centrifugacién a 18.000 g
durante 30 minutos a 4°C y lo resuspendemos en tampén TE 1x
(10 mM Tris-HCl pH 7,4, 1mM EDTA). La concentracion de ARN
poly A* se determiné midiendo su absorbancia a 260 nm,
conociendo que una densidad éptica de 25 corresponde a una
concentracién de 1 mg/ml de ARN.

3.10.2.3.- ELECTROFORESIS DE ARN.

La electroforesis de ARN poly A' procedente de las
lineas salvaje y MTX-R1000, se realizd en geles de agarosa
al 1% conteniendo 2,2 M de formaldehido y MNE 1x. La
composicién del tampén MNE 10x descrita por Maniatis y col.
(1982) es: 0.2 M de Ac. Morfilinopropano sulfénico, 50 mM
de Acetato sédico, 10 mM de EDTA, en agua bidestilada
tratada con 0,2% de DEPC, pH 7,4.




Las muestras de ARN poly A* (7 ug) se trataron con 20
pl de tampén de muestra, cuya composicién es: 0,5 ml de

formamida desionizada, 0,2 ml de formaldehido, 0,2 ml de
MNE 10x y 0,1 mi de agua tratada con DEPC, pH 7,4. Esta
mezcla se calienta durante 15 minutos a 55°C, adicionéndole
1 pl de bromuro de etidio al 1% y 3 ul de solucidén de la
muestra 6x descrito en el apartado 3.10.1.2. La electrofo-
resis se realizé en el tampén MNE 1x, a 70 voltios durante
3 horas.

Los marcadores de ARN empleados fueron suministrados
por la casa comercial Promega, siendo los tamafios molecu-
lares de 9.488, 6.225, 3.911, 2.800, 1898, 872, 562 y 363
nucleétidos (nt).

3.10.2.4.- TRANSFERENCIA DE ARN A SOPORTE SOLIDO.
“NORTHERN BLOT".

La transferencia de ARN a soporte sélido se realizd
segin describe Maniatis y col. (1982) y seglin la descrip-
cién realizada en el apartado 3.10.1.4; modificando solo
las soluciones empleadas en el tratamiento del gel previo
al montaje de la transferencia. E1 ARN es muy sensible a la
presencia de &cido, por ello el gel no se tratarad con HCI1,
como sucedia en el caso del Southern blot. En este caso, el
tratamiento se realizé con 50 mM de NaOH como solucibn
desnaturalizante y 0,1 M de Tris-HCl pH 7,5 como tampén
neutralizante.




3-10-2-5.-

La membrana de nylon una vez seca, se hibriddé con
todas las sondas especificas para los genes: ltpgpA, ltpgpB
y C, ltpgpE y ltpgpD, descritas en el apartado 3.10.1i.5.,
siguiendo el mismo método descritc para el Southern blot
(Apartado 3.10.1.7).

Posteriormente, este filtro se deshibridé mediante
lavado durante 1-2 h a 65°C con el tampén: 0,005 M Tris-HCl
pH 8, 0,002 M Edta Na, y 0,1x de solucidén Denhardt’s. A
continuacién, lo volvimos a hibridar con la sonda para el

gen 8-tubulina de Trypanosoma cruzi, cepa Y (descrita en el
apartado 3.10.1.5.), al objeto de ncrmalizar la cantidad de

ARN poly A* de los parédsitos salvajes y MTX-R1000.

3.10.3.- LOCALIZACION CROMOSOMAL.

3.10.3.1.- PREPARKA(

La preparacién de los bloques de agarosa de la linea
salvaje y resistente, se realizé siguiendo el método de
Garvey y col. (1986).

Cada bloque debe contener aproximadamente 24 ug de ADN
(8x10" células por blogue). Para su obtencidn, se partid de
un cultivo en fase exponencial de crecimiento. Se centrifu-
garon a 2.000 g a 4°C durante 10 minutos y se lavaron 3
veces con PBS. Se ajusta el volumen final teniendo en
cuenta que cada molde puede contener 0,6 ml, de los cuales
0,3 ml corresponden a PBS y 0,3 ml a agarosa de bajo punto
de fusién (.10-Rad) al 1,2% en PBS. Los blogues, una vez
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enfriados a 4°C, se cogen con una espdtula y se depositan
en el tampén de digestiémn (0,5 M EDTA pH 9, 1% n-lauril
sarcosina sédica, 1 mg/ml Proteinasa K). Los bloques se
incubaron en este tampén durante 2 dias a 50°C, posterior-
mente se lavan 3 veces con 0,2 M EDTA pH 8, con un tiempo
entre lavado de 2 a 3 horas. Los blogques en este tampdn se
mantienen a 4°C hasta su uso.

Como marcadores cromosémicos, se emplearon 1los
cromosomas de levadura Sacharcmyces cerevigiae S-13. Para
preparar los bloques se siguié el método descrito por Carle
y col. (1985). Crecemos células a 28°C en 10 ml de medio
YPD (1% de extracto de levadura, 2% peptona, 2% dextrosa),
nasta alcanzar la fase estacionaria. Se lavaron 2 veces una
densidad de células de 4x10'°células con 0,05M EDTA pH 7,5,
y se resuspenden en 1 ml de esta solucién. Por cada 300 ul
de suspensién de células, afiadimos 100 pl de una solucién
que contiene el enzima zymolasa (2 mg/ml en 0,01 M fosfato
disédico, conteniendo 50% glicerol). Ponemos la mezcla a
incubar a 37°C durante 15-20 minutos y posteriormente se
adiciona un volumen igual al de la mezcla, de agarosa de
bajo punto de fusién al 1%. Con esta mezcla llenamos los
moldes y se dejan enfriar a 4°C. Sacamos los bloques con la
ayuda de una espdtula y lo colocamos en tampdén LET (0, 5M
EDTA, 0.01M Tris pH 7,5 y 7,5% 2-mercaptcetanol), a 37°C

durante toda la noche. A centinuacién, los bloques de

agarosa se incuban durante toda la noche a 50°C en tampén
NDS (0,01 M Tris, 0,5 M EDTA, 1% lauril sarcosina pH 9,5)
mids 1 mg/ml de proteinasa K. Los bloques se mantienen en
este tampén a 4°C hasta su empleo.




Material y Métodos

3.10.3.2.- ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSANTE . CHEF .

Esta técnica permite la separacién de los cromosomas
del pardsito mediante la aplicacién de pulsos de campos
eléctricos de direccién variable (Chu y col., 1986).

Las muestras de ADN crocmosémico se separaron en geles
de agarosa al 1,5% (P/V) en TBE 0,5x., Para cargar las
muestras en el gel, se introdujeron los bloques en los
pocillos, selldndose posteriormente con agarosa al 1%. A
continuacién, el gel se sumerge en el tampén de electrofo-
resis (TBE 0,5x). Tras varios ensayos experimentales, se

gseleccionaron las condiciones de desarrollo, que permitia

separar los cromosomas de gran tamafio. La electroforesis se
desarrolld a 150 voltios, y la inversién del campo eléctri-
co se realizd cada 100 segundos durante 12 horas, 200
segundos durante 24 horas y 300 segundos cada 12 horas. El
aparato utilizado fué un Pulsaphor Plus ™gystem (Pharmacia,
LKB, Modelo 2015). Finalizada la electroforesis, y al
objeto de observar los cromosomas, el gel se tifi6 con
Bromuro de Etidio a una concentracién de 0,5 pg/ml durante
30 min. Los tamafios moleculares de los cromosomas de Sacha-
romyces cerevisiae que se emplearon como marcadores fueron

198, 225, 311, 495, 635, 709, 763, 835, 864, 948, 948,
991, 1.047, 1.146, 1.285, 1.570, 2.194 kb.

La transferencia del ADN cromosdSmico a membranas de
nylon, se realizé segun la metodologia descrita para el
Southern (apartado 3.10.1.4.). Posteriormente, se hibridé
la membrana con la sonda especifica para el gen ltpgp E
siguiendo la metodologia escrita en el apartado 3.10.1.7.,
con objeto de llevar a cabo la localizacién cromosomal del

gen ltpap E.




4. RESULTADOS




4.1.- INDUCCION, SELECCION Y ESTABILIDAD DE L.tzopica
RESISTENTE IN VITRO A MITX.

La obtencién de L. tropica resistente in vitro a MTX,
se realizé de 2 formas: A) mediante exposicién continuada
a concentraciones crecientes de farmaco, comenzando con una
concentracién de 5 puM, y B) mediante exposicidén directa de
los pardsitos (resistentes a 10 uM de MTX) a 1000 uM de
MTX.

Con respecto a la obtencién de pardsitos resistentes
siguiendo la modalidad A, observamos que los pardsitos
mostraban a esta concentracién, un crecimiento inicial
iento, pero el crecimiento celular se normalizaba después
de 5 pases (3 generaciones cada pase) en medio fresco,
conteniendo la misma concentracién de f&rmaco. Lo mismo
ocurrié cuando los pardsitos se exponian a concentraciones
crecientes de fdruaco, hasta obtener los pardsitos adapta-
dos al crecimiento en presencia de 1000 uM de MTX y que
denominamos MTX-R10c(.

Los pardsitos resistentes MTX-R1000, presentaban un
tiempo de doblaje similar al observado en la linea salvaje
que no habia sido expuesta al farmaco (22 y 23 horas en las
lineas salvaje y MTX-R1000, respectivamente), (Fig. 3). El
tiempo requarido para inducir la resistencia a la mixima
concentracién de MTX (1000 uM) fué 188 dias (Fig. 4).

Los valores de la DI, para el MTX taato de las lineas
salvaje como MTX-R1000 fueron de 20 uM y 15,9 mM, respecti-

vamente. Este valor nos permitié hacer un estudio compa-

rativo de las susceptibilidades de ambas lineas y deter-
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La obtencién de L. tropica resistente in vitro a MTX,
se realizé de 2 formas: A) mediante exposicién continuada

a concentraciones crzcientes de farmaco, comenzando con una
concentracién de 5 uM, y B) mediante exposicién directa de
los parésitos (resistentes a 10 uM de MTX) a 1000 uM de
MTX.

Con respecto a la obtencién de pardsitos resistentes
siguiendo la modalidad A, observamos que los parésitos
mostraban a esta concentracién, un crecimiento inicial
lento, pero el crecimiento celular se normalizaba después
de 5 pases (3 generaciones cada pase} en medio fresco,
conteniendo la misma concentracién de férmaco. Lo mismo
ocurrié cuando los pardsitos se exponian a concentraciones
crecientes de firmaco, hasta obtener los pardsitos adapta-
dos al crecimiento en presencia de 1000 uM de MTX y que
denominamos MTX-R1000.

Los pardsitos resistentes MTX-R1000, presentaban un
tiempo de doblaje similar al observado en la linea salvaje,
que no habia sido expuesta al férmaco (22 y 23 horas en las
lineas salvaje y MTX-R1000, respectivamente), (Fig. 3). El
tiempo requerido para inducir la resistencia a la mixima
concentracién de MTX (1000 uM) fr2 188 dias (Fig. 4).

Los valores de la DI,, para el MTX tanto de las lineas
salvaje como MTX-R1000 fueron de 20 uM y 15,9 mM, respecti-
vamente. Este valor nos permitié hacer un estudio compa-
rativo de las susceptibilidades de ambas lineas y deter-
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minar el indice de resistencia de los pardsitos MTX-R1000,
que fué 794 (Tabla I), es decir los pardsitos MTX-R1000 son
794 veces mis resistentes al MTX que los parédsitos salva-
jes.

Los resultados obtenidos en parédsitos resistentes
siguiendo la modalidad B, mostraban que el tiempo requerido
para la adaptacién a esta concentracién de farmaco fué 157
dias (Fig. 4). Estos pardsitos que denominamos MTX-R1000d
presentaban un tiempo de doblaje de 23 horas (Fig. 3),
tiempo similar al que presentaban la linea resistente MTX-
R1000. La DI, para el MTX de la linea MTX-R1000d fué
similar a la de la linea MTX-R1000, esto es 15,9 mM,
aproximadamente.

Para determinar la estabilidad de la resistencia en
ausencia de MTX, se cultivaron parédsitos MTX-R1000 en medio
sin farmacc durante 3 y 6 meses (Rv, y Rv,, respectivamen-
te). El valor de la DI,, para el MTX se mantuvo inalterable
(15,9 mM) para los parasitos Rv,, pero a los 4, 5 y 6 meses
los valores de DI,, fueron : 6,3 mM, 0,4 mM y 0,2 mM,
respectivamente (Fig. 5). Este Gltimo valor, 0,2 mM se
aproxima mids al valor que presentaba la linea salvaje (21
uM) que al de la iinea MTX-R1000 (15,9 mM). Con lo que se
deduce que la estabilidad de la resistencia a MTX en L.
tropica se mantiene durante 3 meses de crecimiento en
ausencia de farmaco.
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Figura 3.- Determinacién del tiempo de duplicacién
(td) en diferentes lineas de L. tropica. Formas promastigo-
tas de las lineas salvaje (*), MTX-R100C (s) y MTX-R1000d
(+), se incubaron a 28°C a partir de un inéculo inicial de
4x10°/ml1 en medio RPMI 1640 modificado (20% SBFI). La
determinacién del n°® de pardsitos/ml se realizé tras 24,
48, 72, y 96 horas. Los tiempos de duplicacidn cbtenidos
fueron 22, 23 y 23 horas para las lineas salvaje, MTX-R1000
y MTX-R1000d respectivamente. Cada valor de la grdfica
representa la media de 3 experimentos independientes.
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Figura 4.- Tiempo de induccién de resistencia a 1000
UM de MTX en L, tropica. La induccién de resistencia a MTX,
se realizdé por exposicién continuada a concentraciones
crecientes de MTX (=) o bien por exposicién directa de los
pardsitos MTX-R10 a 1000 uM de MTX (+), obteniéndose asi
las lineas MTX-R1000 y MTX-R1000d, respectivamente. En el
eje de abscisas (representacién logaritmica) se indica las
concentraciones de MTX (uM) a las cuales se obtuvieron los
pardsitos resistentes y en el de ordenadas, el unGmero de
dias necesarios para adaptarse a las diferentes concentra-
ciones de MTX. '
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Figura 5.- Lstabilidad de la resistencia a MTX en la
linea L. tropica MTX-R1000. Pardsitos MTX-R1000 se mantu-
vieron en cultivo en medio libre de MTX durante 6 meses,
determindndose cada mes la DI,, para el MTX. En el eje de
ordenadas se representan las concentraciones de MTX
correspondiente a la DI, de cada mes, mientras que en el
eje de abscisas se representa el tiempo de cultivo de los
pardsitos en ausencia de MTX.




Estudios en células tumorales, seleccionadas por su
resistencia a un farmaco, mostraban que podian adquirir
simult4neamente resistencia cruzada a otros féarmacos no
relacionados estructural ni funcionalmente con el farmaco
utilizado para la induccién de la resistencia, es decir
desarrollaban un mecanismo de multirresistenczia a farmacos
denominado MDR (Ling y col. 1983).

Este fenotipo MDR se ha venido considerando como una
de las caracteristicas mids destacadas a tener presente en
los pardsitos y células resistentes tanto in vitro como in
vivo. Nosotros quisimos conocer si nuestros pardsitos
resistentes a MTX presentaban resistencia cruzada a otros
firmacos y sustancias quimicas no relacionados con el MTX.

Los firmacos y sustancias quimicas empleadas fueron :
puromicina, ketoconazol, Glucantime, vinblastina, doxorubi-
cina, daunorubicina, tricloruro de antimonio y arseniato
gédico. Los valores de resistencia cruzada estén reflejados
en la Tabla I.

Estos resultados demuestran que la linea MTX-R1000
presenta una resistencia significativa a puromicina,
vinblastina, doxorubicina y arseniato s6dico. Las 3
primeras sustancias mencionadas se han empleado en los
estudios de multirresistencia a fdrmacos y sustancias
quimicas en células tumorales resistentes (Ling y col.,
1983) . Aunque el arseniato sédico no forma parte del
espectro de multirresistencia a farmacos en células tumora-

les, sin embargo se ha descrito la existencia de un gen de
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la familia glicoproteina-P, localizado en la regién H de
Leishmania, que confiere resistencia a metales pesados,
entre ellos a arseniato sé6dico (Callahan y col. 1991).

Se realizaron también estudios de resistencia cruzada
en la linea MTX-R1000d. Inicialmente, 1las sustancias
ensayadas fueron puromicina y ketoconazol. Los valores de
las DI,, obtenidos fueron: 25+0.4 uM (p<0,001) y 37+0,48 uM
para puromicina y ketoconazol, respectivamente; siendo los
valores de I.R. 6,6 para puromocina y 1,97 para ketocona-
zol. Estos resultados de I.R. fueron similares a los
encontrados en la tabla I para estas sustancias en el caso
de la linea MTX-R1000 (4,2 para puromicina y 1,6 para el
ketoconazol), lo que indica que la linea MTX-R11)004 posee
caracteristicas en este sentido similares a la linea MTX-
R1000.

Igualmente, se realizaron estos ensayos de resistencia
cruzada en las lineas Rv, y Rv,. Los fadrmacos y sustancias

quimicas empleadas fueron : puromicina, ketoconazol,

vinblastina y doxorubicina. Los resultados de estos
experimentos se recogen en la Tabla II. E1 indice de
resistencia observado en Rv, fué similar al observado en la
linea MTX-R1000, sin embargo el indice de resistencia en el
caso de Rv, revierte hacia los de la linea salvaje. Esto
vuelve a confirmar que hasta los 3 meses de crecimiento en
ausencia de MTX, el fenotipo de resistencia es estable;
transcurrido este tiempo, el fenotipo revierte hasta que a
los 6 meses de crecimiento en ausencia de MTX, los valores
de resistencia cruzada se asemejan mids a los okbtenidos con
los parasitos salvajes.

En células de mamiferos, el fenotipo MDR revierte en
presencia de fdrmacos ¢ sustancias antagonistas de los
canales de calcio, tales como verapamil (Fojc 7 col. 1985).
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Quisimos comprobar si el verapamil era capaz o no de rever-
tir el fenotipo de multirresistencia en los parésitos
resistentes a MTX. Con el objeto de buscar la concentracién
de verapamil que nos interesaba utilizar en el estudio de
reversién de la resistencia a MTX, se determind la DI,, para
el verapamil tanto en la linea salvaje como en la linea
MTX-K1000. Los valores de la DI,, fueron 16,4 y 32,3 pM para
las lineas salvaje y MTX-R1000, respectivamente, como se
deduce de la figura 6. A partir de estos valores se calculd
el indice de resistencia que fué 1,97, lo que indica una
baja resistencia a verapamil en la linea MTX-R1000.

De los datos de la DI,, para la linea MTX-R1000,
pudimos deducir la concentracién de farmaco que no afecta-
ba, en mids de un 20%, al crecimiento de los parédsitos. La
concentracién de verapamil escogida para el estudio de la
reversién de la resistencia fué 15 uM, la cual inhibia en
un 14% el crecimiento de los pardsitos. También comparamos
el %I de varios cultivos, expuestos a los farmacos y
concentraciones que se detallan: 9,5 mM de MTX, 15 uM de
verapamil y 9,5 mM de MTX méds 15 uM de verapamil. En la
figura 7, se muestra como el %I en el cultivo expuesto a
9,5 mM de MTX fué 35, mientras que el expuesto a 9,5 mM de
MTX mias 15 uM de Verapamil presentaba un 46%. Los resulta-
dos obtenidos, indican que los pardsitos MTX-R1000, no
revierten tras exponerlos en cultivo en presencia de 15 uM
de verapamil, dadc que no se ha observado un incremento
significativo de la toxicidad de MTX, sino un efecto
aditivo de inhibicién del crecimiento, debido a la presen-
cia de ambos fdrmacos.




IABLA 1

Resistencia cruzada en las lineas salvaje y MTX-R1000
de L. tropica.

Farmacos®

Y Dosig Inhibitoria S50 (uM)*

Sust .quim. Salvaje MTX-R1000 Indice de Resistencia °

MTX 20,046,7 159004550 7944269
PUR 3,8+0,7 16,2+1,5 4,2+0,8
18,8+1,3 29,8+2,4 1,6+0,1

212412 221+14 1,0+0,1

14,8+0,7 36,7:£1,0 2,5+0,1

36,1+7,8 94,1%3,6 2,6+0,6

34,2+42,4 32,6%5,8 0,9+¢0,2

48,140,1 60,6+1,7 1,3+3,4

17,3+3,5 73,1+1,4 4,2+40,9

a La dosis inhibitoria 50 es la concentracién de farmaco
que disminuye en un 50% el crecimiento de los parasitos.
Los datos mostrados corresponden a los valores medios
obtenidos de 3 datos experimentales independientes con sus
respectivas + desviaciones standard.

b Las abreviaturas de los farmacos y de las sustancias
quimicas usadas son: MTX, metotrexato; PUR, puromicina;
KET, ketoconazol; GLU, glucantime; VIN, vinblastina; DOX,
doxorubicina; DAU, daunorubicina; SbCl,, tricloruro de
antimonio; Na,HAsO,, arseniato sédico.

¢ El indice de resistencia se obtiene a partir del cociente
entre la DI,, de los pardsitos MTX-R1000 y la DI,, de los
pardsitos salvajes. Los valores estadisticamente significa-
tivos con respecto a los de la linea salvaje, se obtuvieron
mediante el test estadistico "t" de Student y se desigman
por asteriscos. (" p<0,005; * p<0,002; *** p<0,0001)




Resistencia cruzada en las lineas Rv, y Rv;

de L. tropica.

Firmacos®

Y
Sust.quim

20 (uM)

Rv,

;-gzia

Rv,

Rv,

Rv,

PUR
KET
VIN
DOX

19,69+2,16
34,164+5,80
34,2743,24
82,4314,40

4,15+1,96
2%,85+0,09
13,26+3,87
45,19+1,69

5,07+1,09"
1,824+0,33
2,30+0,25"
2,284+0,51°

1,07+0,54
1,50+0,11
0,894+0,26
1,25+0,27

a La dosis inhibitoria 50 es la concentracién de farmaco
que disminuye en un 50% el crecimiento de los parédsitos.

Los datos mostrados corresponden a los valores medios
obtenidos de 3 datos experimentales independientes con sus
respectivas + desviaciones standard.

b Las abreviaciones de los farmacos y sustancias quimicas

usadas PUR, puromicina; KET, ketoconazol;
vinblastina; DOX, doxorubicina.

¢ El indice de resistencia se obtiene a partir del cociente
entre la DI, de los parédsitos MTX-R1000 en ausencia de MTX
durante 3 (Rv;) o 6 meses (Rv,) y la DI, de los parédsitos
salvajes. Los valores estadisticamente significativos con
respecto a los de la linea salvaje, se obtuvieron mediante
el test estadistico "t" de Student y se designan por

asteriscos. (" p<0,01; " p<0,001)

son: VIN,




Figura 6.- Determinacidn en L., tropica de la DI,, para
el verapamil. Cultivos de pardsitos de las lineas salvaje
y MTX-R1000 se incubaron a 28°C en presencia de distintas
concentraciones de verapamil : 10, 15 y 20 uM en el caso de
la linea salvaje (+) y 30, 40 y 50 uM en el caso de la
linea MTX-R1000 (e). El inéculo inicial del cultivo fué
4x10° pardsitos/ml en medio RPMI 1640 modificado (20%
SBFI). Tras 48 horas de incubacién se procedié al estudio
del ¥ de inhibicién del crecimiento (%I), mediante el
contaje del n° de pardsitos/ml. Las DI,, fueron 16,4 + 3,9
y 32,3 ¢ 3,8 para las lineas salvaje y MTX-R1000, respecti-
vamente. El indice de resistencia fué 1,97 + 0,52. Cada
valor de la grdfica representa la media de 3 experimentos
independientes.




Figura 7.- Estudio de la reversién de la resistencia
a MTX en L., tropica MTX-R1000 en presencia de verapamil. Se
determiné la inhibicién del crecimiento (%I) de 1los
pardsitos resistentes a MTX en presencia de verapamil,
comparando el crecimiento de varios cultivos obtenidos a
partir de un inéculo inicial de 4x10° parésitos/ml y
mantenidos en presencia de diferentes concentraciones de
farmacos: (A) 9,5 mM de MTX, dosis que inhibe en un 35 % el
crecimiento de los parésitos. (B) 15 uM de verapamil, dosis
que inhibe no mis de un 20 % el crecimiento de los parédsi-
tos.(C) 9,5 mM de MTX m&s 15 uM de verapamil.

Estos cultivos se incubaron a 28°C y tras 48 horas de
crecimiento se determiné el ¥ I en cada caso. El ¥ I repre-
s:m:ado corresponde a la media de 3 experimentos indepen-
dientes.




4.3.- ESTUDIO DEL TRANSPORTE DE MTX.

Uno de los mecanismos de resistencia descritos tanto
en protozoos pardsitos como en células tumorales es la
alteracién en el transporte del farmaco (Fojo y col. 1985;
Willingham y col. 1986; Ellenberger y col. 1987a; Kaur y
ccl. 1988). En los estudios realizados sobre la alteraciébn
del transporte, se ha demostrado la existencia de una
disminucién en el acimulo de farmaco, pudiéndose considerar
éste como otro de los mecanismos de resistencia que los
pardsitos en general y especificamente los protozoos del
género Leishmania pueden desarrollar.

La cinética de la captacién de MTY en las lineas
salvaje y MTX-R1000 de L, tropica se determindé mediante el
andlisis de Lineweaver-Burk (Fig. 8). Los datos obtenidos
(Tabla III) muestran que la afinidad aparente para el MTX
(K,) fué 0,46 y 0,40 uM para la linea salvaje y MTX-R1000
respectivamente, mientras que la velocidad méxima de
influjo (V,,) fué 3,52 y 1,21 pmol min"*[10° pardsitos] . Lo

gue indica que aungue ambas poblaciones tienen una afinidad

semejante por el farmaco, sin embargo el valor de V,,, es
significativamente mayor en la linea salvaje que en la
registente.

Los valores de K, para el MTX fueron similares a
aquellos obtenidos por Kaur y col. (1988) en L. donovani y
ligeramente mids bajos a aquellos obtenidos por Ellenberger
y col. (1987b) en L. major. Los valores de V,, para la
linea salvaje fueron significativamente mids bajos que los

descritos para L. donovani v L. major.




Los estudios realizados sobre la incorporacién de MTX-
[’H] en 1las lineas salvaje, MTX-R1000 y Rv,, y cuyos
resultados se muestran en la Figura 9, indican que tanto la
linea MTX-R1000 como la Rv, muestran una baja acumulacién
de farmaco, menos de un 3%, respecto a la linea salvaje que
llega a acumular a los 120 min de exposicién a MTX- [*H],
unos 3,4 pmol/10°® parédsitos.

La linea MTX-R1000 no solo presenta reducida la
captacién de MTX, sino que los estudios realizados sobre el
eflujo de MTX-[’H] revelan, como podemos apreciar en la
Figura 10, que a los 60 min permanece retenido el 60% de
fdrmaco en la linea salvaje; por el contrario la velocidad
de eflujo es significativamente mayor en la linea resisten-
te, permaneciendo a los 60 min solo el 6% del f&rmaco
inicialmente acumulado.

Similares resultados se obtuvieron con la linea Rv,,
requiriendo 6 meses (aproximadamente 200 generaciones de

parésitos), de cultivo en ausencia de f&rmaco, para que se
restablezcan los niveles de acumulacién similares a los de
la linea salvaje. En la Figura 11 observamos que, a los 60
min, la linea Rv, retiene aln el 67% de fdrmaco y la linea
Rv, solo el 17%.

Tras realizar estudios de eflujo de MTX-[*H] con
clones procedentes de la linea salvaje y MTX-R1000, se
obtuvieron resultados similares a los anteriormente
descritos, observdndose que los clones de la linea salvaje
retenian mayor concentracién de farmaco que los clones de
la 1inea MTX-R1000.
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Figura 8.- Estudio cinético de la captacién de MTX-
[H] en L. tropica mediante andlisis de Lineweaver-Burk. Se
realizé un estudio comparativo de la cinética de captacién
de MTX-(’H] a distintas concentraciones, en las lineas
salvaje (+) y MTX-R1000 (s). Cada punto representa la media
de 3 valores experimentales para una misma concerntracién de
fadrmaco, siendo el tiempo de exposicién al f&rmaco de 2 y
4 minutos. Los valores para la constante de afinidad (kt)
y velocidad mdxima (Vmax) obtenidos se muestran en la tabla
III.




TABLA III

Parémetros cinéticos de transporte de MTX en
L. tropica

Influjo de MTX

: Total ©
Linea Kt * Vmax ° acumulado

Salvaje 0,46 3,40
MTX-R1000 0,40 0,09

a Afinidad aparente para el MTX expresada en uM.
b Velocidad méxima de influjo de MTX expresada en pmol x
min* [10°células] .

¢ pmol de MTX acumulado por 10° pardsitos, en presencia de
0,1 uM de MTX-[*H] durante 120 min.
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Figura 9.- Captacién de MTX-[’E] en L., tropica. Se
realiz6é un estudio comparativo de la captacién de farmaco
en las lineas salvaje (s), MTX-R1000 (O) y Rv, (A). Los
resultados representan la diferencia observada en 1la
captacién del farmaco a 28°C y 0°C, tras un tiempo de
exposicién de los parédsitos al farmaco de 15, 30, 60 y 120
minutos. Cada valor representado corresponde a la media de
3 experimentos independientes.
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Figura 10.- Determinacién del eflujo de MTX- [*H] en la
linea salvaje y MTX-R1000 de L, tropica. El eflujo de MTX-
[*H] en las lineas salvaje («) y MTX-R1000 (=), se determi-
né tras mantener estos pardsitos durante 1 hora en presen-
cia de 0,25 uM de MTX-(’H]. Los valores de eflujo se
midieron a los 5, 10, 30 y 60 minutos en medio de cultivo
libre de fdrmaco. La concentracién intracelular inicial se
determiné previamente al estudio del eflujo. Los datos que
representamos son el porcentaje de la concentracién
intracelular de fdrmaco. Al tiempo 0, el ¥ intracelular no
es 100% debido al tiempo minimo requerido para resuspender
los parédsitos en medio de cultivo ausente de farmaco y
posterior lavado (aproximadamente 1 min). Cada valor
representado corresponde a la media de 3 experimentos
independientes.
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Figura 11.- Determinacién del eflujo de MTX-[’H] en
las lineas Rv, y Rv, de L, tropica. El eflujo de MTX- [*H] en
las lineas Rv, (A4) y Rv, (¢), se determiné tras mantener
estos parédsitos durante 1 hora en presencia de 0,25 uM de
MTX- [*H] . Los valores de eflujo se midieron tras 5, 30 y 60
minutos de mantenimiento de los pardsitos en medio de
cultivo libre de farmaco. La concentracién intracelular
inicial se determiné previamente al estudio del eflujo. L.s
datos que representamos son el porcentaje de la concentra-
cién intracelular de firmaco. Al tiempo 0, el ¥ intracelu-
lar no es 100% debido al tiempo minimo requerido para
resuspender los parésitos en medio de cultivo ausente de
fdrmaco y posterior lavado (aprcximadamente 1 min). Cada
valor representado corresponde a la media de 3 experimentos
independientes.




Diversos autores han descrito en células tumorales,
que la adquisicién de resistencia a fdrmacos, asi como la
aparicién del fenotipo MDR, va acompafiado de cambios en el
patrén de proteinas (sobreexpresién y/o desaparicién),
independientemente de la sobreexpresién de la proteina de
membrana de alto tamafio molecular denominada glicoproteina-
P, cuya presencia en células resistentes es indicativo del
fenotipo MDR. (Beck y col. 1979; Kartner y col. 1983;
Richert y col. 1985; Van der Bliek y col. 1986).

Basados en este hecho, hemos realizado el estudio de
posibles cambios en el patrén de proteinas de L. tropica
MTX-R1000 respecto a las formas salvajes, asi como la
existencia o ausencia en los parésitos resistentes de
sobreexpresién de una proteina posiblemente relacionada con
la glicoproteina-P humana.

Los andlisis de geles SDS-PAGE de proteinas totales,
procedentes de pardsitos salvajes y MTX-R1000, tefiidas con
Azul Comassie (Fig. 12), revelan diversos cambios en el
patrén de proteinas, entre ellos la sobreexpresién en la
linea MTX-R1000 de una proteina de alto tamafio molecular,
aproximadamente 240 kDa, y la presencia en la linea salvaje
de dos proteinas (236 y 261 kDa), ausentes en la linea
resistente. El andlisis videodensitométrico de esta
proteina de 240 kDa en geles teflidos con Azul Comassie,
mostraba que ésta representa un 1% del total de proteinas
de la linea MTX-R1000.




Los cambios en el patrén de proteinas se recomprobaron
mds exhaustivamente mediante geles SDS-PAGE de proteinas
totales, citos6licas y de membrana, tanto de los parésitos
salvajes y como resistentes, marcados metab6licamente con
metionina- [**S]. Asi, en la Fig. 13 se aprecian los mismos
cambios en el patrén de proteinas a los observados en la
Fig. 12.

La sobreexpresién de una proteina de membrana,
posiblemente perteneciente a la familia glicoproteina-P, se
confirmé mediante Western blot de un gel SDS-PAGE conte-
niendo proteinas totales y de membrana de las lineas
salvaje, MTX-R1000, Rv; y Rv,, y su posterior inmunodetec-
cién con un anticuerpo monoclonal C,,,, Que reconoce un
dominio citoplasmidtico de la glicoproteina-P humana.

Los resultados demuestran la aparicién de una proteina
de membrana reconocida por el anticuerpo monoclonal, de
aproximadamente 240 kDa, presente en las membranas de los
pardsitos MTX-R1000 y en los parésitos mantenidos en
ausencia de fiarmaco durante 3 meses (Rv,). Esta proteina,
por el contrario, no aparece en los parédsitos salvajes, ni
en los revertidos 6 meses (Rv,), como se cbserva en la
Figura 14.

Posteriormente, tratando de completar el estudio de la
expresién de proteinas y ver otras diferencias posibles de
los parédsitos resistentes respecto a los salvajes, se

realizaron electroforesis en doble dimensién de proteinas
totales, obtenidas de pardsitos marcados metabolicamente
con meticnina- [**S] . Las diferencias encontradas entre ambas
lineas se muestran en las Figura 15A y 15RB, y los pesos
moleculares de cada proteina se describen en las tablas IV
y V.




As{, hemos confirmado los cambios en el patcén de
proteinas ya observados en geles SDS-PAGE de una sola
dimensién, como la mencionada proteina de membrana de 240
kDa, relacionada con la glicoproteina-P, que aparece en la
linea MTX-R1000. Igualmente, en la linea salvaje, aparecen
dos proteinas de aproximadamente 236 y 261 kDa, ausentes en
la linea resistente.

La presencia de estas proteinas de alto tamafio molecu-
lar se confirmé también mediante electroforesis de doble
dimensién, electrotransferencia a membrana de polyvinyliden
difluoride (PVDF), y visualizacién de 1las proteinas
mediante tincién con Amido black (Fig. 16A y 16B).

Estas proteinas de alto tamafio molecular se visualizan
en las autoradiografias (Fig. 15A y 15B) o en las membranas
PVDF (Fig. 16A y 16B), como varios puntos, pues presentan

diferencias en sus puntos isoeléctricos. Probablemente
pueda explicarse por la existencia de distintos niveles de
glicosilacién y fosforilacién de la proteina. También se
observa en las Figuras 15 y 16, que se tratan de proteinas
ligeramente Acidas.

Tanto la linea salvaje como la linea resistente,
difieren en algunas proteinas de similar tamafio molecular,
que presentan distinra movilidad seglin su punto isoeléc-
trico. Este grupo de proteinas se encuentran en un rango de
tamafio molecular entre 25 y 45 kDa (Fig. 15 y 16; Tabla IV
Yy V.
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Figura 12.- Estudio mediante SDS-PAGE del patrén de
proteinas en las lineas salvaje y resis .ente de L. tropica.
Proteinas totales (40 pg) de las lineas salvajes (a) y MIX-
R1000 (b), se separaron en geles SDS-PAGE al 6% de acrila-
mida y se tifileron con Azul Comassie. Las diferencias
encontradas en el patrén de proteinas entre ambas lineas se
indican mediante flechas negras (para indicar proteinas
presentes en la linea salvaje y ausentes en la linea
resistente) y blancas (para indicar proteinas presentes en
la linea resistente y ausentes en la linea salvaje). Los
tamafios moleculares de cada proteina, sefialada mediante
flechas negras y blancas, se encuentran en las tablas IV y
V, respectivamente.

Los marcadores de tamafio molecular (kDa), indicados en
el margen derecho, son : miosina, 200; B-galactosidasa,
116; fosforilasa b, 97; albGmina de suero bovino, 66;
ovoalb(mina, 45; anhidrasa carbénica, 31; inhibidor de
tripsina, 21.




Figura 13.- Estudio mediante SDS-PAGE del patrén de
proteinas en las lineas salvaje y resistente de L. tropica
marcadas con metionina - [*®*S]. Parédsitos de las lineas
salvaje y MTX-R1000 marcados con metionina_[**s] (2x10°
c.p.m. de cada una) se separaron en geles SDS-PAGE al 8% de
acrilamida. a y b: Proteinas totales de las lineas salvaje
y MTX-R1000, respectivamente. ¢ y d: Proteinas citosblicas
de las lineas salvaje y MTX-R1000, respectivamente. ey £:
Proteinas de membrana de las lineas salvaje y MTX-R1000.
Las diferencias encontradas en el patrén de proteinas entre
ambas lineas se indican mediante flechas negras (para
indicar proteinas presentes en la linea salvaje y ausentes
en la linea resistente) y flechas blancas (para indicar
proteinas presentes en la linea resistente y ausentes en la
lfnea salvaje). Los tamafios moleculares de cada proteina,
sefialada mediante flechas negras y blancas, se encuentran
en las tablas IV y V, respectivamente.

Los marcadores de tamafio molecular (kDa), indicados en
e margen, son los mismos a los descritos en la Fig. 12.




Figura 14.- Anélisis mediante Western blot de la
presencia de proteinas relacicnadas con la glicoproteina-P
en diferentes lineas de L. tropica. las proteinas, en una
concentracién de 40 pug/pocillo, se separaron en un gel SDS-
PAGE al 6% de acrilamida y tras ser transferido, a una
membrana de nylon, se incubé con el anticuerpo monoclonal
cll."

(1-4) Protefinas totales de las lineas: (1) salvaje,
(2) MTX-R1000, (3) Rv,, (4) Rv,.

(5-6) Proteinas de membiana de las lineas: (5) MTX-
R1000, (6) Rv,. :

Los marcadores de tamafio molecular (kDa), indicados en
el margen, son los mismos a los descritos descritos en la
Fig. 10.




Figura 15.- Estudio en L. tropica del patrén de
proteinas mediante geles de electroforesis en doble
dimensién (2SDS-PAGE). Se realizé un isoelectroenfoque de
proteinas totales (1x10° c.p.m. de cada muestra) proceden-
tes de par&sitos marcados con metionina-[**S], para su
posterior separacién en geles SDS-PAGE al 10% de acrilami-
da. Las diferencias observadas en el patrén de proteinas
entre las lineas salvaje (A) y MTX-R1000 (B) se indican
mediante flechas. En las tablas IV y V encontramos los
tamafios moleculares de cada proteina, sefialada con su
correspondiente nmero.

Las proteinas marcadoras de tamafio molecular, indica-
das en el margen, son las mismas a las descritas en la Fig.
12.




Figura 16.- gstudio del patrén de proteinas de L.
mediante geles 28DS-PAGE transferidos & membrana
PVDF. Se realiz6 un isoelectroenfoque de las proteinas
totales de las 1ineas salvaje Y TX-R1000 (100 pg de cada
muestra) , para su posterior i SDS-PAGE al
10% de acrilamiday t i
flechas indicamos las diferencias obse
en las proteinas de alto tamafio molecular entre las lineas
galvaje (A) Y MTX-R1000 (B). Los tamafios moleculares (kDa)
de estas proceinas fueron aproximadamente: (a) 1) 261 , 2)
236 ; (B) 1) 240.

Las proteinas marcadoras de tamafio molecular, indica-
das en el margen, gson las mismas a 1as descritas en la Fig.

10.




TABLA IV

Proteinas presentes s5lo en la linea salvaje
de L, tropica

a Tamafio molecular, expresado en kDa, de las diferentes
proteinas observadas en las Figuras 13 y 15A.

b Los nimeros corresponden a las proteinas sefialadas con
flechas en la Fig. 15A.




IABLA V

Proteinas sobreexpresadas en la linea MTX-R1000
de L. tropica

1
2
3
4
5
6
7
8
5

a Tamafio molecular, expresado en kDa, de las diferentes
proteinas observadas en las Figuras 13 y 15B.

b Los nimeros corresponden a las proteinas sefialadas por
flechas en la Fig. 15B.




Una vez confirmada la sobreexpresién de una proteina
de membrana de 240 kDa en los pardsitos resistentes,
posiblemente relacionada con la glicoproteina-P humana,
procedimos al aislamiento, purificacién y secuenciacién de
dicha proteina. Para ello, hicimos diversos geles SDS-PAGE
al 6% de acrilamida y una posterior electrotransfencia a
membranas PVDF, donde visualizamos la proteina, tefiida con
Amido black. Algunas de las piezas cortadas se sometian a
una digestién con una solucién de tripsina y otras con una
solucién de pepsina.

Los péptidos fueron seleccionados, para el andlisis de
su secuencia, en funcién de la altura de los picos identi-
ficados en las grédficas obtenidas tras la separacién por
HPLC (Fig. 17A y 17B).

Los picos elegidos en el caso de la digestién con
tripsina fueron los nameros: 3, 4, 5, 6, 11, 15, 22, 23 y
24 de la Fig. 17A.

Se obtuvo de este modo, la microsecuenciacién de 3
péptidos, correspondientes a los picos cuyos nGmeros eran
4, 5 y 6, sin obtener éxito en loes demés.

La secuencia de amino&cidos obtenida en cada caso,
fué:
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Observamos como la secuencia de los péptidos 5 y 6 es
idéntica; posiblemente, la digestién de estcs péptidos fué
incompleta y estas secuencias forman parte de péptidos de
mayor tamafio. Respecto a la secuencia del péptido 4, la
secuenciacién no resulté buena, habiendo aminodcidos sin
determinar.

Igualmente, en el caso de la digestién con pepsina, se
seleccionaron los picos: 1, 2, 3, 4, 5 y 6 de la Fig. 17B.

Se obtuvo solo con éxito la microsecuenciacién del péptido

n°® 4, cuya secuencia de aminodcidos es:

7.- Asp
8.- Pro
9.- Ala
10.- Met

11.- Tyr




Este péptido contiene parte de los péptidos menciona-
dos anteriormente como 5 y 6, lo que sugiere que las
secuencias de estos péptidos forma parte de un péptido de
mayor tamafio.

La microsecuencia obtenida de esta proteina de
membrana, posiblemente relacionada con la glicoproteina-P
humana, es insuficiente para buscar homologias con protei-
nas de similares caracteristicas, pues no se ha encontrado
homologias significativas al introducir la microsecuencia
en el banco de datos Gene Bank EMBL.
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dos nediante HPLC.

Figura 17.- Gréficas correspondientes a la separacidén
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Para determinar que genes de la familia glicoproteina-
P estdn involucrados en la sobreexpresién en L. _tropica de
esta proteina de membrana, posiblemente relacionada con la
glicoproteina-P, estudiamos los niveles de transcripcién de
estos genes, mediante Northern blot, a partir de ARN poly
A* procedente de parédsitos salvajes y MTX-R1000. Tras
hibridar con diversas sondas especificas para los dife-
rentes genes que se han descrito en L. tarentolae: sonda
para los genes ltpgpA, ltpgpB y C, ltpgpD y ltpgpE (sumi-
nistradas por el Dr. M. Ouellette); observamos que lnica-
mente la sonda para el gen ltpgpE reconoce exclusivamente
en los pardsitos resistentes un transcrito de aproxi-
madamente, 6kb (Fig. 18A).

Para normalizar la cantidad de ARN poly A' de los
pardsitos salvajes y MTX-R1000, el northern se rehibridé
con una sonda especifica para el gen Rf-tubulina de T, cruzi
(Fig. 18B).

El tamafio del ARNm, que posiblemente codifique para

glicoproteina-P E (pgpE), es similar al descrito para los

genes glicoproteinas-P de células de mamiferos (Chen y col.
1986), E., histolytica resistente a emetina (Samuelson y
col. 1990), L. tarentolae resistente a MTX ( Ouellette y
col. 1990), y de menor tamaiflo que los ARNm descritos en P,
falciparum cuyo tamafio es 7-8 kb (Wilson y col. 1988) y en
L. donovani resistente a vinblastina, con un tamafio de 12,5
kb (Henderson y col. 1992).




Figura 18.- Expresién del gen pgpE en las lineas
salvaje y MTX-R1000 de L. tropica. (A) La electroforesis de
7 pg de ARN poly i* procedente de las lineas salvaje (1) y
MTX-R1000 (2), se realizé en un gel de agarosa al 1%/2,2 M
de formaldehido. Se transfirié a membrana de nylon y se
hibridé con la sonda para el gen ltpgpE. (B) Posteriormen-
te, la membrana se deshibridé y se volvié a hibridar con la
sonda especifica para el gen B8-tubulina, al objeto de
normalizar la cantidad de ARN poly A* de los parédsitos
salvajes y MTX-R1000.

En el margen se indican los tamafios moleculares,
expresados en kilobases (kb), de los marcadores de ARN
suministrados por Promega.




Se ha descrito tanto en células tumorales (Riordan y
col. 1985) como en Leishmania (Ouellette y col. 1990;
Callahan y col. 1991), resistentes a f&rmacos, que el
aumento en los niveles de transcripcién va asociado a la
amplificacién de al menos uno de los genes glicoproteina-P.

Los andlisis de Northern blot y de proteinas, en los
que se observa en la linea MTX-R1000, un transcrito de
aproximadamente 6 kb que hibrida exclusivamente con la
sonda para el gen 1ltpgpE, y la sobreexpresién de una
proteina de membrana relacionada con la glicoproteina-P
humana, podrian sugerir que la linea MTX-R1000 de L.
tropica podria tener amplificado el gen pgpE, homélogo al
gen ltpgpE de L. tarentolae.

Hemos estudiado mediante Southern blot e hibridacién
con la sonda especifica para el gen ltpgpE si este incre-
mento en la transcripcién se correspondia con un incremento
en el nGmero de copias génicas para el gen pgpE.

Tras digerir el ADN gen6mico de parédsitos salvajes y
MTX-R1000, con los enzimas EcoRI y BamHI, y posterior
hibridacién del Southern con la sonda especifica para el
gen 1ltpgpE de L. tarentolae, pero no se observa un incre-
mento en el n(mero de copias génicas en la linea MTX-R1000.

Sin embargo, en el andlisis del Southern blot (Fig.
1927), se observa que existe una significativa diferencia en
el patrén de restriccién de los parédsitos resistentes
respecto al de los salvajes, debido posiblemente a reorde-
namientos génicos.




Para normalizar la cantidad de ADN en las muestras de
los pardsitos salvajes y MTX-R1000 y comprobar que realmen-
te no existfa amplificacién del gen pgpE, se empledé una
sonda para el gen f-tubulina procedente de Ixypanosoma
cruzi (Fig. 19 C); el andlisis videodensitométrico de la
hibridacién con esta sonda mostraba que existia una mayor
cantidad de ADN de los pardsitos resistentes con respecto
a la de los pardsitos salvajes.

Uno de los mecanismos de resistencia que pueden
desarrollar los organismos eucariotas es la amplificacién
del gen que codifica a la proteina blanco de accién del
fdrmaco. Con el propésito de estudiar si el nlGmero de
copias del gen que codifica para la proteina DHFR-TS,
blanco de accién del MTX, presentaba o no diferencias entre
los pardsitos salvajes y MTX-R1000, este mismo Southern se
hibridé con una sonda para el gen DHFR-TS de L. tropica

(Fig. 19B) . El andlisis videodensitométrico de los resulta-
dos de esta hibridacién y los obtenidos al normalizar la
cantidad de ADN en las muestras con la sonda para el gen 8-
tubulina (Fig. 19C) demostraron que no existe alteracién en
el nGmero de copias del gen DHFR-TS en los parédsitos que
han adquirido resistencia a 1000 uM de MTX, respecto a las
formas salvajes.
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Figura 19.- Andlisis del Southern blot de
mediante hibridacién con diferentes sondas. (A) 2 ug de ADN
de las lineas salvaje y MTX-R1000 se digirieron con los
enzimas EcoRI y BamHI. La electroforesis se realizé en gel
de agarosa al 1%, transfiriéndose a membrana de nylon y
posteriormente se realizé la hibridacién con la sonda
especifica para el gen 1ltpgpE. 1 y 2: ADN de las lineas
salvaje y MTX-R1000 respectivamente, digeridas con ECORI.
3 y 4: ADN de las lineas salvaje y MTX-R1000 respectivamen-
te, digeridas con BamHI. 5 y 6: ADN de las lineas salvaje
y MTX-R1000 respectivamente, digeridas con EcoRI y BamHI.
(B) Posteriormente, la membrana se dechibridé y se volvid
a hibridar con la sonda especifica para el gen DHFR-TS
procedente de L. tropica, al objeto de determinar el nlmero
de copias del gen DHFR-TS en los pardsitos salvajes y MIX-
R1000. (C) La membrana se volvidé a rehibridar con la sonda
para el gen f-tubulina, con objeto de normalizar 1la
cantidad de ADN de los parédsitos salvajes y resistentes.

Los marcadores de tamafio molecular, expresados en kb,
proceden del ADN del fago Lambda digeride con HindIII.




Al objeto de estudiar por una parte la localizacién
cromosémica del gen pgpE y por otra comprobar si en los
pardsitos resistentes tienen lugar reordenamientos cromoso-
males, se separaron los cromosomas de las lineas salvaje y
MTX-R1000 mediante electroforesis en campo pulsante (CHEF).
Estos geles se transfirieron a membrana y se hibridaron con
la sonda epecifica para el gen 1ltpgpE (Fig. 20). Se
localizé el gen pgpE en un cromosoma de aproximadamente
1500 kb, tanto en la linea salvaje como en la linea MTX-
R1000. En la hibridacién de la sonda para el gen ltpgpE con
el cromosoma, no se observé amplificacién del gen pgpE,
aunque si existe una sensible variacién en el tamaifio del
cromosoma entre las lineas salvaje y MTX-R1000, ya que se
observa que el cromosoma de la linea resistente es ligera-
mente de menor tamafio que el correspondiente de la linea
salvaje. Esta diferencia observada puede estar relacionada
con el cambio en el patrén de digestiém de la linea MTX-
R1000 (Fig. 19A), y quizés esta modificacidén podria estar
relacionada con el incremento en la transcripcién observada
para el gen pgpE (Fig. 18). Igualmente, en el gel teilido
con Bromuro de Etidio, se observa que existe un gran cambio
en el patrén cromosSmico entre los pardsitos salvajes y
resistentes. Posiblemente, la variacién del tamaflo del
cromosoma podria deberse a cambios intracromosomales, como
sugieren los andlisis de Southern blot (Fig. 19A).




F.gura 20.- Localizacién cromoscmal del gem pguE de
mediante Southern cromosémico. (A) Cada pocillo
contenia 4 pug de ADN cromosomal, procedente de las lineas
(1) salvaje (2) MTX-R1000, y contenido en bloques de
agarosa. Los cromosomas de las lineas indicadas fueron
separados mediante CHEF. Las condiciones de la electrofore-
gis fueron adecuadas para separar ADN cromosomal de gran
tamafio. (B) El Southern blot del gel se hibriddé con la
sonda homologa para el gen ltpgpE.
Como marcador=:s de tamafio molecular (expresados en
kb), se emplearon los tamafios moleculares de los cromoscwas

de 8. cerevisiae.




5. DISCUSION




La induccién de resistencia a farmacos in vitro en
células de mamiferos, ha sido muy emplerada para el estudio

de los mecanismos de resistencia a féarmacos. Nosotros
estamos interesados especificamente en el estudio del
mecanismo molecular de resistencia a farmacos en protozoos
pardsitos del género Leishmania. Para lo cual, en L.
tropica LRC-L39 hemos inducido la resistencia in vitro a
metotrexato (MTX).

El MTX se puede considerar como prototipo de férmaco
empleado para el estudio de los mecanismos de resistencia
en Leishmania, debido a que su mecanismc de accién es bien
conocido. Este fdrmaco, ampliamente utilizado en la
quimioterapia de diferentes tipos de cédncer, es un inhibi-
dor del enzima dihidrofolato reductasa (DHFR), producciendo
una disminucién en el contenido intracelular de tetrahidro-
folato, necesario para la biosintesis de nuclebtidos de
purina y timidina, lo que origina una inhibicién de 1la
sintesis de ADN.

Los pardsitos resistentes a MTX, pueden desarrollar
diversos mecanismos, que bien independientes o combinados
pueden conferir resistencia a antifolatos. Estos mecanismos
consisten en: amplificacién del gen que codifica para la
proteina dihidrofolato reductasa-timidilato sintasa (DHFR-
TS), blanco de accién del MTX (Beverley, 1991), alteracién
del transporte de MTX (Ellenberger y col. 1987; Kaur y col.
1988), y aparicién de elementos extracromosomales (regién
H) (Hightower y col. 1988; White y col. 1988).
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Los métodos utilizados en células eucariotas para la
induccién de resistencia a fiarmacos in _vitro son:
1l.- Mutagénesis mediante la cual se obtienen clones de
células resistentes al farmaco objeto de estudio; este
método se ha utilizado en la obtencién de Entamoeba
hystolitica resistente a emetina (Samuelson y col. 1990) y
en L. donovani resistente a MTX (Kaur y col. 1988), utili-
zando como agente mutagénico Etilmetanosulfonato y
N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina, respectivamente.
2.- Mediante exposicién de las células a concentraciones
crecientes de farmaco, disuelto en el medio de cultivo
(Coderre y col. 1983). De estos dos métodos, el més
utilizado es la exposicién de las células a concentraciones
crecientes de farmaco.

La induccién de resistencia jin vitro a 1000 uM de MTX
en L, tropica LRC-L39, se realizé mediante exposicién con-
tinuada a concentraciones crecientes de farmaco, como
describen Coderre y col. (1983), y por exposicién directa
de los parésitos resistentes a 10 uM de MTX (MTX-R10) a
1000 uM de MTX (MTX-R1000d), como describen Dewes y col.
(1986) .

La concentracién escogida para comenzar el proceso de
induccién de resistencia a MTX fué 5uM, ya que parecia la
dosis mds adecuada al ser significativamente menor que la
DI,, para el MTX encontrada en la linea salvaje de L.

tropica LRC-L39 (20 uM).

El tiempo requerido para obtener la resistencia a la
midxima concentracién de MTX, por ambos métodos, fué
similar, 188 y 157 dias, respectivamente (Fig. 4). Las
lineas MTX-R1000d, mostraron las mismas propiedades (tiempo
de doblaje, valores de DI,, a MTX, valores de resistencia
cruzada a otros farmacos), que las obtenidas mediante expo-
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sicién a concentraciones crecientes de MTX. De esto podemos
deducir que la obtencién de la linea MTX-R10004 por
adaptacién directa a 1000 uM de MTX, a partir de parésitos
resistentes a bajas concentracione:z de MTX, no presenta
ventajas en lo que se refiere al tiempo requerido para
obtener resistencia a la mixima concentracién, respecto a
la seleccién por exposicién continuada a concentraciones
crecientes de férmaco. Otra importante desventaja a
considerar en el uso de la adquisicién de resistencia por
adaptacién directa de parésitos resistentes a bajas
concentraciones, es la alta concentracién de farmaco que se
requiere durante todo el proceso, hecho que encarece este
método. También, en favor de la seleccién de resistencia
por exposicién continuada a concentraciones crecientes de
firmaco, observamos un mejor proceso de adaptacién del
pardsito a la presencia del farmaco, dado que el creci-
miento celular en los cultivos se observaba menos afectado
(en lo que se refiere a una mayor movilidad, a un cre-

cimiento mis rdpido y a una menor formacién de agrupaciones
en rosetas) que en los cultivos de pardsitos obtenidos por
adaptacién directa.

Todo lo cual, ha llevado a considerar el método de
obtencién de resistencia jin vitro mediante la adaptacién a
concentraciones crecientes de fdrmaco como el método usual
de adquisicién de resistencia in vitro en nuestro laborato-
rio.

Los pardsitos MTX-R1000 de L. tropica LRC-L39,
presentaron un valor de I.R. (indice de resistencia) igual
a 794; es decir esta linea es 794 veces mds resistente a
MTX que la linea salvaje. Este valor resultd ser mis alto
que el obtenido en L, tarentolae resistente a 1mM de MTX,
cuyo valor de I.R. era 40 (Ouellette y col. 1990) y més
bajo que el obtenido en L. major resistente a 1 mM de MTX,
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que presentaba un valor de I.R. de 4.600 (Ellenberger y
col. 1989a). Las diferencias encontradas en los valores de
I.R. podria debarse entre otros factores a las distintas
susceptibilidades que pueden presentar los parésitos
salvajes al MTX. Asi por ejemplo, la linea salvaje de L.
major era mids sensible a MTX que la de L. tropica LRC-L39,
siendo la DI, para el MTX de 0,5 y 20 uM respectivamente;
es decir la linea salvaje de L. tropica es aproximadamente
40 veces menos sensible al MTX que L. major, y esto influye
en que el valor de I.R. sea mds bajo en L. tropica. Otros
factores que podrian influir en estas diferencias de los
valores de I.R. son: tratarse de distintas especies,
desarrollar mecanismos de resistencia diferentes y crecer
en medios de cultivos diferentes.

En lo que se refiere a la estabilidad de la resisten-
cia a MTX, los resultados de nuestros estudios, muestran
que después de mantener los parédsitos 6 meses (Rvi) en

cultivo en ausencia de farmaco, el fenotipo de resistencia
es estable durante 3 meses de crecimiento en ausencia de
fdrmaco (Rv,), revirtiendo lentamente hasta alcanzar a los
6 meses unos valores de DI, préximos a los de parésitos
salvajes (Fig. 5). Esta estabilidad de resistencia, encon-
trada en la linea Rv, (aproximadamente 200 generaciones),
quedd confirmada con los estudios de resistencia cruzada en
las lineas Rv, y Rv,, cuyos resultados son similares a los
de la linea MTX-R1000 y salvaje, respectivamente. Estos
resultados de estabilidad de resistencia a MTX son simila-
res a los observados por Dewes y col. (1586) en C, fascicu-
lata y por Kaur y col. (1988) en L. donovani, que mantienen
el fenotipo de resistencia despues de 200 generaciones de
crecimiento en ausencia de farmaco.




Estudios realizados en células tumcorales seleccionadas
por su resistencia a un determinado farmaco, mostraban que
adquirian simultaneamente resistencia cruzada a diversos
firmacos lipofilicos estructural y funcionalmente diferen-
tes, como son vinblastina, vincristina, doxorubicina,
daunorubicina y ciertos antifolatos. Las células que
presentaban este fenotipo se denominaron multirresistentes,
fenotipo que estd simplificado con las siglas MDR (Pastan
y col. 1987; Endicott y col. 1989; Gros y col. 1991).

El fenotipo MDR en células tumorales, se caracteriza
por la amplificacién y sobreexpresién de un gen MDR que
codifica para una glicoproteina de membrana de alto tamafio
molecular, irvolucrada en el eflujo de farmacos al exterior
celular, asi como en la resistencia cruzada a diferentes
firmacos no relacionados con el farmaco frente al que se
obtuvo la resistencia.

En distintas especies de Leishmania, seleccionadas por
su resistencia a fArmacos, se han realizado diversos
estudios de resistencia cruzada, para comprobar si desa-
rrollaban un mecanismo de resistencia similar al de las
células tumorales con fenotipo MDR.

Asi, en L. tarentolae resistente a MIX (Ouellette y
col. 1990), se comprohé6 que no presentaba resistencia
cruzada a trimetroxato (andlogo del MTX), arsenito, puromi-
cina y doxorubicina. Ellenberger y col. (1989a) descri-
bieron en L., major resistente a MTX, resistencia cruzada a
primaquina y terbinafina. Resultados que junto a los obte-




nidos por Katakura y col. (1989) en estudios con L, mexi-
cana amazonensis resistentes a arsenito, y que presentaban
resistencia cruzada a MTX, sugirieron la relacién de la
resistencia a fdrmacos con la presencia en estos parésitos
de la amplificacién de la regidén H.

Dentro de la regién H, se ha descrito la presencia de
los genes ltpgpA en . tarentolae (Ouellette y col. 1390)
y el gen lmpgpA en L, major (Callahan y col. 1991), que se
encuentran amplificados en los pardsitos resistentes a MTX.
Estos genes presentan una gran homologia en sus secuencias
y perfiles de hidrofobicidad con los genes MDR (mejor
denominados genes de la familia glicoproteina-P), descritos
en células de mamiferos (Ouellette y col. 1991).

Recientes estudios de transfeccién realizados por
Callahan y col. (1991), empleando 4 grandes fragmentos de
ADN procedentes de la regi6n H de L. major resistente a
MTX, mostraron que s6lo los vectores que contenian el gen
lmpgpA completo, adquirian una resistencia significativa al
arsenito (unas 10 veces mis resistente) y a los antimonia-
les trivalentes, aunque no a los antimoniales pentavalen-
tes, zinc, cadmio ni a otras sustancias descritas en el es-
pectro de multirresistencia en células tumorales y Plasmo-
dium, como puromicina y vinblastina. Cuando se realizé la
transfeccién empleando un fragmento de 10 kb, conteniendo
el gen 1ltpgpA, se observé que las Leishmanias transfecta-
das, presentaban menor resistencia (de 2 a 4 veces) a los
antimoniales trivalentes que cuando se utilizé el gen
lmpgpA, excepto al arseniato que resulté ser algc més
resistente (2,8 veces, comparado con 1,9 veces en el caso
del gen lmpgpA).




Los estudios de transfeccién en Leishmania pueden ser
Gtiles paza conocer la funcionalidad que desempefian los
genes glicoproteina-P en la resistencia a los féarmacos
utilizados en el tratamiento clinico de la enfermedad. As{,
los datos experimentales anteriormente descritos sugieren
que el gen ltpgpA, puede desempefiar un importante papel en
la susceptibilidad de Leishmania a los antimoniales
clinicamente empleados. Aunque el f&rmaco de eleccién,
utilizado en el tratamiento de leishmaniasis es el antimo-
nio pentavalente y no antimonio trivalente, y dado que el
gen lmpgpA no confiere resistencia in vitro a Pentostam (Sb
V), se sospecha que los compuestos pentavalentes pueden
metabolizarse in vivo, pasando a antimoniales trivalentes
(Croft y col. 1981).

En bacterias se ha descrito una resistencia a metales
pesados similar a lo que sucede en Leishmania. Estas
bacterias presentaban un significativo eflujo de farmacos
como arsenito, arseniato y antimonio (III) (Mobley y col.
1982), y la existencia de una proteina de membrana con
actividad ATPasa, cuya funcién es similar a la glicopro-
teina-P (Silver y col. 1989). Sin embargo, el andlisis de
la secuencia y estructura del gen ltpgpA muestra que la
proteina que codifica este gen pertenece a la familia de la
glicoproteina-P (Ouellette y col. 1990), y no a las
proteinas ATPasa bacterianas.

Henderson y col. (1992) observaron en L. donovani

resistente a vinblastina la amplificacién de un gen que
codifica para una glicoproteina-P. Este gen, denominado
1dmdrl, confiere un tipico fenotipo MDR, dado que estos
pardsitos resistentes a vinblastina presentaban resistencia
cruzada a farmacos pertenecientes al espectro de resisten-
cia cruzada descrito en células de mamiferos como puromici-
na, doxorubicina y daunorubicina. Este gen es muy diferente
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del gen ltpgpA, dado que la homologia del gen ldmdrl con el
gen mdr humano es mayor que en el gen ltpgpA, Yy esta
amplificacién no estd relacionada con la amplificacién de
la regién H.

Igualmente, L. tropica LRC-L39 resistente in vitro a
MTX presenta una significativa resistencia cruzada a
f&rmacos y sustancias quimicas no relacionados estructural-
mente y funcionalmente con el MTX (Tabla I), y que forman
parte del espectro de resistencia de las células tumorales
con fenotipo MDR tales como puromicina, vinblastina y
doxorubicina. También presenté resistencia a arseniato
s6dico, que no forma parte del espectro de resistencia de
las células tumorales, ni es inductora del fenotipo MDR,
pero sin embargo, como se ha comentado anteriormente, se ha
descrito en L. major y en L. tarentolae que presentaban
amplificacién en la regién H de un gen perteneciente a la
familia de glicoproteinas-P, que podria ser el responsable

de la resistencia cruzada a los metales pesados, entre
ellos antimonio (III) y arsenico (III y V) (Callahan y col.
1991).

En células de mamiferos (Fojo y col. 1985) y en
Plasmodium resistente a cloroquina (Martin y col. 1987), el
fenotipo de multirresistencia a firmacos, revierte mediante
el empleo de diferentes sustancias que actuan como bloquea-
dores de los canales de calcio, como el verapamil. Esta
reversién podria ser consecuencia de la competencia que se
establece entre los fdrmacos citotéxicos y los bloqueadores
de los canales de calcio por un sitio de unién en la
glicoproteina-P, responsable del eflujo celular.




En L, tropica LRC-L39 la resistencia a MTX no revierte
por el tratamiento con verapamil (Fig. 7), incluso a una
concentracién que inhibfa casi en un 20% el crecimiento de
los parisitos. Ademds, se observé una baja resistencia (1,9
veces) a é&ste f&rmaco (Fig. 6). Estudios realizados en
diferentes especies de Leishmania resistentes a MTX, como
es el caso de ., tarentolae (Ouellette y col. 1990) y L.
major (Ellenberger y col. 1989), han demostrado que el
tratamiento con verapamil, no revertia la resistencia a
MTX.

En otras especies de Leishmania resistentes a farmacos
diferentes al MTX, como en L. donovani resistente a vin-
blastina (Henderson y col. 1992), y en L. major resistente
a MTX, tampoco se observé que tras el tratamiento con
verapamil, revirtiera su resistencia a los f&rmacos
mencionados.

dste hecho podria deberse a que las secuencias de las
glicoproteinas-P de células tumorales son distiatas a las
de Leisimania. Posiblemeate no exista un sicio de unidn o
exista baja afinidad en la glicoproteina-P de estos parasi-
tos para el verapamil y por lo tanto no puede competir con
otros farmacos citotéxicos como ocurre en las células
tumorales.

No obstante, si los genes ltpgpA o lmpgpA fueran los
responsables de la resistencia a antimoniales en el
tratamiento clinico de 1leishmaniasis, como comentamos
anteriormente, resultaria interesante buscar agentes
efectivos que actuaran, como el verapamil lo hace en
células tumorales multirresistentes, compitiendo por el
sitio de unién de la glicoprotein:-P y revirtiendo de este
modo la resistencia a los antimoniales.




Los datos descritos, junto con los resultados obteni-
dos en L., tropica LRC-L39, sugeririan la existencia en
estos parédsitos de amplificacién de genes homblogos a los
genes de la familia glicoproteina-P. De hecho, en L.
tropica resistente a MTX hemos encontrado, sobreexpresada
en la membrana celular, una proteina de 240 kDa. Esta
proteina relacionada con la glicoproteina-P humana podria
estar involucrada en el eflujo de farmacos y explicaria que
estos parédsitos presenten una significativa resistencia
cruzada a farmacos no relacionados estructural ni funcio-
nalmente con el MTX, y relacionados con el espectro de
multirresistencia en celulas de mamiferos.




Como menciondbamos anteriormente, uno de los pcsibles
mecanismos de resistencia a antifolatos en Le’i hmania, es
la alteracién del transporte.

Estudios realizados sobre la alteracién del transpote
de farmacos en células tumorales de mamiferos y diferentes
pardsitos resistentes a fé&rmacos, han demostrado la
existencia de una disminucién er el acimulo del mismo en el
interior celular, por una menor captacién de férmaco
(disminucién en el influjo) o bien por una salida més
rdpida de éste (aumento de eflujo).

Para conocer mejor este mecanismo de resistencia,
diversos autores han estudiado el transportador de nucle6-
sidos y folato, asi como de su andlogo citotéxico, MTX. Se
sabe que en las células animales existen proteinas de
membrana transportadoras de folato y andlogos. Asi, Elwood
(1989) caracterizé6 el transportador de folato/MTX de
células tumorales humanas y dedujo que esta proteina,
podria tener un tamafio molecular de 29,8 kDa. En L.
donovani se ha descrito que la proteina posiblemente
transportadora para folato/MTX, tiene un tamafio molecular
de aproximadamente 46 kDa (Beck y col. 1989). Sin embargo,
existen diferencias en el mecanismo de transporte de
folato/MTX entre Leishmania, bacterias y células de
mamiferos. La regulacién del transporte de folato/MTX en
Leishmania es diferente al de bacterias, ya que no es tan
dependiente de 1las concentraciones extracelulares de
folato, pues no hay cambios en el transporte a concentra-
ciones de 4 mM. También es diferente a células de mamife-
ros, pues l2 captacién en estos protozoos es inhibida por
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azida s6dica mientras que en células de mamiferos la azida
s6dica produce un descenso de AMPc y una elevacién de las
concentraciones intracelulares de MTX. Del mismo modo, el
pABA-glutamato inhibe el transporte en Leishmania mientras
que no afecta al transporte en bacterias y en células de
mamiferos. El transporte de folato en Leishmania estd
regulado por la fase da crecimiento celular, la Velocidad
mixima (V,,) del influjo se reduce mids de 10 veces en la
fase est.acionaria. Por el contrario, en bacterias y células
de mamiferos, el transpote es midximo al final de la fase
logaritmica del crecimiento y en la fase estacionaria. Otra
de las diferencias que presenta el transporte de folato/MTX
en Leishmania, respecto a células de mamiferos, es que las
células de mamiferos presentan mayor afinidad por el MTX
que por el folato, mientras que en Leishmapia la afinidad
es mayor para folato.

Las diferencias mencionadas en este sistema de

transporte en Leishmania, respecto a las células de mami-
feros, podrian ser de gran utilidad para el desarrollo de
inhibidores especificos del transporte de folato, en una
quimioterapia selectiva, sabiendo que Leisghmania es incapaz
de sintetizar de novo folato y debe adquirirlo del medio
extracelular.

El mecanismo de transporte de folatos en Leishmania,
estudiado por Ellenberger y col. (1987a), propone que el
influjo de folato y MTX exhibe una cinética Michaelis-
Menten, siendo la Velocidad méxima (Vmax) similar para
ambos sustratos y la afinidad del transportador mayor para
folato que para MTX. El influjo es dependiente de tiempo,
de energia (ya que el transporte se reduce a 4°C), estd
inhibido por iodoacetato y azida, y el acGmulo se produce
contra gradiente de concentracién.




En células tumorales y en pardsitos resistentes a MTX
el primer mecanismo de resistencia que se observa es la
alteracién de transporte, pudiendo aparecer posteriormente
otros mecanismos de resistencia como es la amplificacién
génica. Asi, L. major resistente a 1uM de MTX desarrolla un
répido descenso en la V,,, de .nflujo para el MTX de un 60%
a las 24 horas de exposicién al farmaco, aunque este
descenso inicial es inestable en ausencia de farmaco, ya
que tras 24 generaciones en medio carente de fdrmaco. la
V... aumenta hasta un 83% de la V,, de los parédsitos
salvajes (Ellenberger y col. 1987b).

En lo que se refiere a la estabilidad de este mecanis-
mo, en L. major resistente a 1mM de MTX se ha observado una
significativa reduccién en el acGmulo de MTX. Esta reduc-
cién se mantiene por mé&s de 200 generaciones en ausencia de
MTX, y de forma paralela se produce una disminucién en el
nimero de copias de las regiones R y H amplificadas, siendo
la pérdida de amplificacién de R-ADN mis r&pida que la de
H-ADN, seguida finalmente por la pérdida en la reduccién en
la captacién de MTX (Ellenberger y col. 1987b) . Todos estos
datos sugieren que la amplificacién génica no esté relacio-
nada con la reduccién del transporte de fdrmaco, incluso se
ve reducido en mayor grado en clones que no presentan
amplificacién, y la diferencia en la estabilidad de la
amplificacién y el descenso del transporte en la linea
resistente a 1mM de MTX en ausencia de farmaco, apoyan aGn
mis esta hipbtesis.

En L. dcnovani resistente a MTX (Kaur y col. 19588),
también se ha observado que presentaba deficiencias en el
transporte de MTX. Estos pardsitos resistentes no incorpo-
raban mas del 1% del farmaco incorporado por los parésitos
sensibles, similar a lo que ocurre en L. major resistente
a MIX {(Dewes y col. 1986).




Igualmente, en L, tropica se observa que tanto la
linea MTX-R1000, como la linea RV,, muestran una disminu-
cién significativa de MTX (aprox. un 97%), cuando 1lo
comparamos con las lineas salvaje o Rv, (Fig.9). Como
observamos, este fenotipo resistente que conlleva a una
disminucién de la capacidad de acumulacién de farmaco, se
mantiene hasta 3 meses después de un crecimiento en
ausencia de la presién de MTX (aproximadamente 200 genera-
ciones).

En lo que se refiere a los pardmetros cinéticos de
transporte, la afinidad aparente para el MTX (K.), no estéa
alterada en la linea MTX-R1000 de L. tropica respecto a la
linea salvaje, mientras que la velocidad de influjo (V,,)
es significativamente mayor en la linea salvaje (tabla
III).

Los valores de K, encontrados en otras especies de
Leishmania fueron muy similares a aquellos obtenidos en
L. donovani (Kaur y col. 1£38) y algo mas bajos a los de
L. major (Ellenbarger y col. 1987b). Los valores de V,,,
para la linea salvaje de L. tropica fueron significativa-
mente mis bajos que los descritos para L. donovani y L.
major. Posiblemente, estas diferencias se deban a la
distinta composicién de los medios de cultivo utilizados en
estas experiencias y a los valores de los indices de
crecimiento de los parédsitos, por poseer un diferente
tiempo de doblaje.

Puesto que la afinidad del receptor por el féarmaco
(valor de K,) es la misma en las lineas salvaje y MTX-
R1000, esta disminucién en la captacién de MTX, podria
atribuirse a una mutacién en el gen que codifica para el
transportador, o bien a una variacién en la expresién de
receptores de membrana en la linea MTX-R1000 (Ellenberger
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y col. 1987b; Kaur y col. 1988). No estd claro si esta
mutacién tiene lugar en el gen estructural que codifica
para el transportador de folatos, en un gen regulador o en
un gen responsable de la modificacién de la composicién de
la membrana, pudiendo disminuir el nGmero de receptores
para MTX/folato en la linea MTX-R1000.

En células tumorales multirresistentes se ha descrito
un aumento de eflujo de diversos f&rmacos en un proceso
dependiente de energia, actuando como transportador la
glicoproteina-P. Sin embargo, se conoce muy poco acerca del
eflujo de MTX en lo que se refiere a su regulacifn; si
existe o no proteinas especificamente exportadoras de MTX
o si es la misma proteina transportadora de folato/MTX,
anteriormente descrita, la encargada también del eflujo de
MTX.

En L. major se ha descrito que el MTX se hidroliza en
el interior celular pasando a MAPA (N-10-metil-4-deoxy-4-
aminopteroato), dado que después de 24 horas de incubacién
en presencia de 1 uM de MTX, un 30% era MAPA, siendo éste
190 veces menos potente en la inhibicién del crecimiento,
dado que presenta menos afinidad que el MTX por el enzima
DHFR-TS, esto sugeriria que pudiera ser é&ste uno de los
motivos de resistencia a MTX. En lo que se refiere al
eflujo, se observd que después de 24 horas de incubacién de
los pardsitos en presencia de 1 uM de MTX, la concentracién
de MAPA excedia a la de MTX en el medio de cultivo. Ademéds,
se observd que la presencia de MAPA en el medio de cultivo
no inhibia el influjo de folato, lo que sugeria la existen-
cia de un transportador para MAPA, distinto del transporta-
dor de folato/MTX (Ellenberger y col. 1989b).

Estos datos sugieren la posibilidad de que existan
metabolitos del MTX, que se originen intracelularmente, que
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tengan mids facilidad para salir de la célula que el propio
MTX, o incluso que existan transportadores especificos para
estos metabolitos.

L. tropica LRC-L39 no s¢lo presenta reducida la
captacién de MTX, sino que el eflujo de farmaco c sus
metabolitos es significativamente mayor en la linea
resistente. Se requiere, aproximadamente, 200 generaciones
en cultivo en ausencia de fadrmaco, para que se restablezcan
los niveles de acumulacién similares a los de la linea
salvaje (Fig. 10 y 11).

En la actualidad no existe ninguna técnica 6ptima para
medir el eflujo real, sino la tendencia a una estabilidad
entre la cantidad de farmaco que entra y que sale. Es
decir, no es posible estudiar en un tiempo muy corto una
cinética muy rdpida. En la t4cnica de eflujo utilizada en
nuestros estudios, se mide el f&rmaco expulsado de la
célula, pero se desconoce el farmaco que puede quedar
asociado al receptor en la membrana o que una vez alcanzado
el equilibrio, el farmaco pueda volver a salir de la céluia
por difusién, pudiendo asi, ser transportado de nuevo al
interior celular.

En conclusién, en L, tropica resistente a MTX se ha
observado que existe una alteracién en el transporte de
fdrmaco que conlleva a una disminucién en el acGmulo del
mismo en el interior celular, debido a una menor incorpora-
cién y a una salida mds rdpida de farmaco respecto a la
linea salvaje. Estos resultados sugieren que uno de los
mecanismos de resistencia en L, tropica resistente a MTX
podria estar relacionado con la actividad del transportador
folato/MTX.




En células tumorales, la adquisicién del fenotipo MDR,
va acompafiada de cambios en el patrén de proteinas (so-
breexpresién y/o desaparicién), ademds de la sobreexpresién
de una proteina de membrana de alto tamafio molecular
denominada glicoproteina-P (Beck y col. 1979; Van der Bliek
y col. 1986; Richert y col. 1985; Kartner y col. 1983).
Estos cambios en el patrén de proteinas surgen como
respuesta a la situacién estresante que supone para la
célula la adaptacién al medio de cultivo en presencia de
farmaco.

Asi, se ha descrito en células tumorales la sobreex-
presién de una proteina citos6lica de aproximadamente 22
kDa (Van der Bliek y col. 1986) o bien desaparicién o
disminucién de dos glicoproteinas de 72 y 75 kDa (Richert
y col. 1985).

En células tumorales multirresistentes se ha observado
una reduccién en el aciimulo de diferentes farmacos, debido
a un aumento en el eflujo de f&rmaco en un proceso , y
posiblemente relacionado con la sobreexpresién de la
glicoproteina-P, cuyo tamafio molecular estd comprendido
entre 130 y 190 kDa (Juliano y col. 1976; Kartner y col.
1985) .

En lo que se refiere a la sobreexpresién de glicopro-
teina-P en parédsitos; en P. falciparum resistente a
cloroquina se ha deducidc, a partir de la secuencia de
aminocdcidos del gen pfmdrl, que el producto de este gen es
un polipéptido de 160 kDa (Cowman y col. 1991). Otros 2
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péptidos de 82 y 20 kDa se reconocieron en P, berghei por
el anticuerpo monoclonal C,, (Grégl y col. 1991).

Este anticuerpo monoclonal C,, reconoce un &apitopo
localizado en el dominio citoplasmitico de la glicoprotei-
na-P humana, préximo al sitio de unién a ATP. Ha sido muy
utilizado para estudiar la sobreexpresién de glicoproteina-
P en diferentes tipos de células (Kartner y col. 1985). La
secuencia de aminodcidos del epitopo que reconoce este
anticuerpo monoclonal es Val-Val-Gln-Val-Ala-Leu-Asp
(Georges y col. 1990).

En L. tropica resistente in vitro a MTX, hemos obser-
vado una moderada resistencia cruzad.. a firmacos englobados
en el espectro de resistencia encontrado en células
tumorales con fenotipo MDR. Para comprobar si existe
sobreexpresién de algunas proteinas pertenecientes a la
familia de la glicoproteina-P en estas células resistentes,
hemos empleado el anticuerpo monoclonal C,,,. Este anticuer-
po monoclonal C,,,, reconocié mediante Western Blots una
proteina de 240 kDa (Fig. 14), cuyo tamafio molecular es
significativamente m&s grande que las glicoproteinas-P
descritas en otros parédsitos. En L. tarentoldae el tamaifio
minimo de la glicoproteina-P, deducida de la secuencia de
aminodcidos del gen ltpgpA, fué de 172 kDa (Oullette y col.
1990). En L. enrietti y L. panamensis se ha demostrado la
sobreexpresién de péptidos, reconocidos por el anticuerpo
monoclonal C,,, con tamafios que oscilan entre 23-25 kDa y
43-45 kDa, respectivamente.

La gran variabilidad encontrada en el tamafio de las
glicoproteinas-P entre células tumorales, Leishmania y
otros parédsitos, puede deberse a la gran divergencia
existente entre los tipos de genes que codifican para esta
glicoproteina, formando parte de una familia de multigenes.
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A parte de que el tamafio de la glicoproteina-P ee deba a
las diferencias encontradas entre las secuencias de los
genes de esta familia, también el tamafio de esta proteina
dependerid del grado de glicosilacién en que se encuentre.

Basados en esto, podriamos decir que modificaciones
posteriores de la proteina de membrana encontrada en la
linea resistente de L, tropica, como son la N-glicosilacién
y la fosforilacién, seria la causa de que esta proteina sea
mis grande del tamafio normal de las glicoproteinas-P,
descritas hasta el momento o que el gen que la codifica
tiene un tamafio superior al de los descritos. La cantidad
de esta proteina estimada mediante el andlisis videodenei-
tométrico de geles SDS-PAGE teflidos con Azul Comassie,
respecto al total de proteinas presentes en el patrén de L,
tropica es aproximadamente del 1%. Resultados similares, se
obtuvieron en los geles SDS-PAGE realizados con parésitos
marcados radiactivamente con metionina- [**S] . Los resultados
obtenidos tanto en el Western Blot (Fig.14) como en los
geles SDS-PAGE (Fig. 15), con pardsitos marcados radiacti-
vamente, muestran que esta proteina se encuentra enriqueci-
da en la fraccién de membrana y esti ausente en el citosol.
Este fenotipo es estable cuando mantenemos en cultivo los
pardsitos MTX-R1000 durante 3 meses en ausencia de 1la
presién de farmaco (Rv,), puesto que alin sobreexpresaban
esta proteina de 240 kDa reconocida mediante el anticuerpo

monoclonal C,,, mientras que en los pardsitos que se
mantuvieron durante 6 meses en ausencia de farmaco, no se
detectaba esta proteina (Fig. 14).

Probablemente, la presencia de esta proteina de
membrana en la linea MTX-R1000 y Rv, podria estar relacio-
nado con que el fenotipo de resistencia cruzada a otros
firmacos se mantuviera también estable en esta linea, y
esto explicaria que en la linea Rv,, que no sobreexpresan
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esta proteina de membrana, los valores de resistencia
cruzada a farmacos fuesen similares al de los parésitos
salvajes. Lo que sugiere, que esta proteina de membrana
esté involucrada en el eflujo de farmacos al exterior
celular, y por lo tanto sea responsable de la resistencia
cruzada encontrada en L. tropica LRC-L39.

La linea salvaje de L. tropica también presenta 2
proteinas de alto tamafio molecular (236 y 261 kDa) y con un
punto isoeléctrico &cido, ausentes en el patrén de protei-
nas de la linea MTX-R1000. Los geles SDS-PAGE bidimen-
sionales realizados con proteinas totales de L. tropica,
nos permitieron observar que tanto las proteinas de alto
tamafio molecular presentes, en la linea salvaje, como la
proteina de membrana que aparece en la linea resistente, se
visualizan como varios puntos, posiblemente debido a
diferencias en sus puntos isoeléctricos, que podrian ser
consecuencia de la existencia de glicosilaciones y fosfori-
laciones de las proteinas.

La adquisicién de resistencia en L. tropica a MTX,
conlleva también otros cambios en el patrén de proteinas,
tanto citosélicas como de membrana, que se observan en las
figuras 13, 14, 15 y 16. Hemos observado en geles SDS-PAGE
bidimensionales, que la linea salvaje y resistente difieren
en algunas proteinas de similar tamafio molecular, dentro de
un rango de 25-45 kDa, que muestran distinta movilidad
debido a que presentan diferentes valores de punto isoeléc-
trico.

El aislamiento y la digestién de la proteina de
membrana de 240 kDa, encontrada en la linea MTX-R1000 de L.
tropica, nos permitié obtener éxito en la microsecuencia-
cién de 3 péptidos que resultaron ser précticamente
idénticos. Esta microsecuenciacién de la proteina resultd
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ser insuficiente para buscar homologias con otras secuen-
cias de glicoproteina-P. Esto puede deberse a que esta
microsecuenciacién corresponde a una regién no muy conser-
vada en la familia de glicoproteinas-P descritas hasta el
momento, lo que indica que posiblemente pertenezca a una
zona localizada fuera del dominio de unién a nucleétidos.




La sobreexpresién de genes glicoproteina-P tanto en
células tumorales (Riordan y col. 1985), como en Leishma-
pia, descritos hasta el momento, ha estado asociado a una
amplificacién génica (Ouellette y col. 1991; Callahan y
col. 1991).

En las células de mamiferos, existen diversos genes
que codifican para glicoproteina-P ( 3 en roedores y 2 en
humanos) (Roninson y col. 1991); en P, falciparum se han
descrito 2 genes diferentes, relacionados con el gen MDR de
células Ge mamiferos (Wilson y col. 1989). En L. tarentolae
resistente a MTX (Ouellette y col. 1991) se ha descrito una
familia de multigenes con al menos 5 miembros denominados:
1tpgpA localizado en un cromosoma de aproximadamente 800 kb
en la regién H; 1ltpgpB y ltpgpC, localizados en el mismo
cromosoma anterior en el extremo 5’ de la regién H, y los
genes ltpgpD y 1tpgpE localizados en un cromosoma de 1.400
kb. Recientemente, se ha descrito en L. donovani resistente
a Vinblastina (Henderson y col. 1991) un nuevo gen que
codifica para una glicoproteina-P, y que confiere un
fenotipo MDR.

En L. tropica LRC-L39 se ha observado que Gnicamente
la sonda para el gen 1ltpgpE reconoce un transcrito de
aproximadamente 6 kb en los pardsitos resistentes, sin
embargo no presentaba amplificacién del gen que denominamos
pgpE, homblogo al gen ltpgpE de L. tarentclae (Fig. 18).

El tamafio del ARNm reconocido por la sonda para el gen
1tpgpE es similar al ARNm de 4,5 kb descritos en los genes
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MDR de células de mamiferos (Chen y col., 1986), en E.
hystolitica resistente a emetina (Samuelson y col.. 1990),
y en L. tarentolae resistente a MTX (Ouellette y col.,
1990), y menores que los ARNm descritos en P, falciparum
(7-8 kb) (Wilson y col., 1989), y en L. donovani resistente
a vinblastina (12,5 kb) (Henderson y col., 1991).

Esta desproporcionada cantidad de ARN respecto al
nimero de copias del gen, podria explicarse bien por un
aumento en la transcripcién, o bien por un incremento en la
estabilidad del ARN o bien debido a modificaciones post-
transcripcicnales que influyen en la etapa de maduracién o
en la liberacién del ARN al citoplasma (Darnell y col.,
1986; Borst y col., 1987).

Los reordenamientos génicos pueden estar implicados en
la activacién de la expresién de genes (Borst y col. 1987).
Asi, en Trypanosoma brucei se ha decrito que tiene lugar un
reordenamiento génico para expresar el antigeno de superfi-
cie (VSG), es decir existe una movilidad del gen dentro del
cromosoma, hacia un sitio de expresién activo situado en el
telémero del cromosoma (Pays y col. 1988).

Algo similar podria ocurrir en Leishmania, dado que
hemos observado un aumento de los niveles de transcripcién

sin amplificacién génica.

El gen pgpE, se localizé mediante electroforésis en
campo pulsante, en un cromosoma de aproximadamente 1.500 kb
tanto en la linea salvaje como en la MTX-R1000, aunque es
ligeramente de menor tamafio el cromosoma correspondiente a
la linea resistente. Esto puede deberse a cambios intracro-
mosomales, como es la deleccién de la secuencia de ADN. Es-
tos resultados estdn en concordancia con la alta plasti-
cidad cromosémica descrita en Leishmania, que justifica el
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polimorfismo encontrado en el tamafio de los cromosomas en
que cada especie tiene un cariotipo diferente (Lightall y
col. 1992). Bsta plasticidad cromosémica puede que ya
existiera en la poblacién o que estuviera influenciada por
la presién que ejerce el f&rmaco sobre los paradsitos en
crecimiento.

Uno de los posibles mecanismos de resistencia a MIX en
Leishmania es la amplificacién del gen que codifica para el
enzima DHFR-TS, blanco de accién de férmaco. Sin embargo,
en nuestra linea MTX-R1000 no se observé incremento en el
nGmero de copias del enzima DHFR-TS respecto a la linea
salvaje (Fig.18B).

Bestos resultados sugieren que posiblemente el gen
responsable del fenotipo de resistencia a fdrmacos tales
como puromicina, ketoconazol, vinblastina y arseniato
s6dico, observado en L. tropica MTX-R1000 sea el gen pgpE.

Posteriores estudios de transfeccién que actualmente se
estidn desarrollando en el laboratorio confirmarén la
implicacién del gen pgpE en la resistencia a farmacos en
Leishmania.




6. CONCLUSIONES




1.- Leishmaniz tropica LRC-L39 adaptada in vitro a lmM de
Metotrexato genera un nivel de resistencia 734 veces
superior al de la linea salvaje; siendo este fenotipo de
resistencia estable al menos durante 100 generaciones en
ausencia de farmaco.

2.- Los pardsitos resistentes desarrollan una disminucién
significativa en la captacién de farmaco, acumulando sélo
un 3% de f&rmaco con respecto al incorporado por la linea
salvaje. Igualmente, en estos pardsitos se observa un
eflujo significativo de fé&rmaco.

3.- L. tropica LRC-L39 resistente a Metotrexato presenta
ademds una resistencia cruzada significativa a los farmacos
y sustancias quimicas: puromicina, vinblastina, doxorubici-
na y arseniatc sédico, no relacionados estructural ni
funcionalmente con el Metotrexato. Esta resistencia podria

estar relacionada con el fenotipo de multirresistencia
descrito en células tumorales resistentes a farmacos.

4.- Hemos observado en los pardsitos resistentes, la
sobreexpresién de una proteina de membrana, que es recono-
cida por el anticuerpo monoclonal C,,,, especifico para la
glicoproteina-P humana. Ademds, existen otras modificacio-
nes en el patrén de proteinas, que posiblemente contribuyan
a la adaptacién al farmaco.

5.- L. tropica LRC-L39 resistente a Metotrexato sobreex-
presa uno de los genes de la familia glicoproteina-P,
homSlogo al gen 1ltpgpE de Leishmania tarentolae, sin
embargo no se observa amplificaciér. génica. El mapa de
restriccién asi como el patrén cromosémico sugieren que un
reordenamiento génico pueda explicar el incremento en la
expresién génica.




CONCLUSION FINAL

Los estudios realizados sobre Leishmania tropica LRC-L39
resistente jin vitro a Metotrexato demuestran que estos
pardsitos desarrollan al menos 2 mecanismos diferentes de
resistencia:

1) La alteracién de la captacidén de Metotrexato.

2) Un mecanismo de resistencia que presenta algunas
caracteristicas similares al fenotipo descrito en células
tumorales multirresistentes.
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