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Introduccion

A. INTRODUCCION

1. LEISHMANIA Y LEISHMANIASIS

1.1. El parasito

Leishmania es un parasito protozoario patégeno perteneciente a la familia

Trypanosomatidae, orden Kinetoplastida. Se conocen mas de veinte especies y
subespecies diferentes de Leishmania responsables de la enfermedad denominada

leishmaniasis.

El ciclo de vida de este parasito transcurre alternando entre dos formas
morfoldgica y  hinquimicamente distintas. Los promastigotes, flagelados vy
extracelulares, se multiplican y desarrollan en el tracto digestivo del insecto vector de
la enfermedad, que generalmente se trata de mosquitos del género Phlebotomus
(Europa, Africa y Asia) o Lutzomyia (América). Cuando se introduce en el huésped
mamifero por la picadura del mosquito, los promastigotes son fagocitados por células
reticulo-endoteliales del huésped, y sufren una transformacién a formas amastigotas
no flageladas, las cuales se replican en vacuolas fagolisosomales acidicas. Estas
formas intracelulares amastigotas pueden mantener la infeccion invadiendo nuevas
células del huésped mamifero o a través de una nueva picadura pueden ser ingeridas

por el insecto vector donde se transforman en promastigotes (figura A1).
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Figura A1. Ciclo de vida de Leishmania. Tras la inoculacién de promastigotes infectivos en la
piel del hospedador vertebrado durante la picadura del insecto, los macréfagos los fagocitan.
Tras la internalizaciéon y formacién de fagosomas, los amastigotes se replican dentro del
macroéfago, finalmente lisando la célula para ser liberados. Estos pueden infectar nuevos
macrofagos. El ciclo se cierra cuando el insecto vector en una nueva picadura ingiere
macrofagos con amastigotes, que vuelven a diferenciarse en promastigotes dentro del tracto

Intestinal del insecto.

1.2. La enfermedad

La leishmaniasis comprende un conjunto de enfermedades con
manifestaciones clinicas muy diferentes en humanos, que dependen de la especie que
Infecta y también de las caracteristicas genéticas e Inmunolégicas de la persona
Infectada. Existen dos presentaciones clinicas principales de la leishmaniasis: lesiones
dérmicas, de la piel y membranas mucosas; y lesiones viscerales, en organos internos.
La enfermedad dérmica puede manifestarse como lesiones cutaneas que a menudo
curan solas o como Ulceras nasales y orales progresivas que pueden ser refractarias
al tratamiento. Las especies que producen este tipo de enfermedad son L. tropica, L.
infantum, L. aethiopica, L. major, L. mexicana, L. braziliensis, y se ubican
fundamentalmente en Asia, Africa y cuenca mediterranea. La mayoria de las
Infecciones viscerales, causadas por especies como L. donovani, L. infantum y L.
chagasi son asintomaticas en individuos Inmunocompetentes, pero aquellas con
enfermedad crénica se presentan con fiebre, fatiga, pérdida de peso, edema periférico,




Introduccion

esplenomegalia, hepatomegalia y anemia, que resultan en supresion inmune e
infecciones secundarias, la causa usual de muerte.

Segin datos de la Organizaciéon Mundial de la Salud, la leishmaniasis es
endémica en 88 paises (figura A2), con un total de 350 millones de personas en
situacion de riesgo, de las cuales 12 millones estan afectadas por la enfermedad
(Direccién web: http://www.who.int/emc/diseases/leish/leishmaniasis). Entre las
enfermedades parasitarias, la leishmaniasis constituye la segunda causa de muerte
por afio (Hirst y Stapley, 2000) y se calcula que por afo aparecen 1,5-2 millones de

nUevos Casos.

Durante los Gltimos diez afios las regiones endémicas para Leishmania se han
expandido significativamente, incrementandose el numero de casos registrados de la
enfermedad. Ademas, la co-infeccion Leishmania/HIV ha emergido como una nueva

enfermedad con dificultades en la diagnosis y el tratamiento. Hay estudios que indican
que Leishmania puede inducir la activaciéon del HIV latente en monocitos y células T

infectadas. Ademas, el HIV puede incrementar el crecimiento intracelular de los
parasitos dentro de macréfagos (revisado por Wolday y col., 1999).
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Figura A2. Distribucién en el mundo de la leishmaniasis y paises donde se ha reportado
co-infeccion LeishmanialHIV.
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1.3. El tratamiento

Actualmente, el tratamiento de la enfermedad esta basado en la quimioterapia,
aunque también se estan intentando otras aproximaciones como el desarrolio de
vacunas y tratamiento inmunolégico. La primera linea de farmacos utilizados contra
todas las formas de leishmaniasis son los antimoniales pentavalentes como Pentostam
(estibogluconato de sodio) y Glucantime (antimoniato de meglumina). Aunque no se
conoce sus mecanismos exactos de accion se cree que interfieren con la glicolisis y la

B-oxidacion de los acidos grasos produciendo una deplecion del ATP intracelular. La
utilizacién de los antimoniales como farmacos leishmanicidas presenta sin embargo
varias desventajas. No son farmacos seguros debido a su toxicidad, por lo que se
debe limitar la dosis a aplicar. Ademas, presentan varios efectos secundarios y son
altamente ineficaces, registrandose cada vez con mayor frecuencia casos de

resistencia al tratamiento.

La segunda linea de farmacos incluye pentamidina, anfotericina B, ketoconazol
y alopurinol. Su eficacia es menor que la de los antimoniales pentavalentes y se

suelen aplicar en casos de resistencia a farmacos de primera linea.

Por otra parte, los alquil-lisofosfolipidos como la ilmofosina, la miltefosina y la
edelfosina, desarrollados como farmacos antitumorales, parecen constituir
prometedores farmacos leishmanicidas. Han demostrado tener actividad leishmanicida
en modelos animales (Croft y col., 1996). En particular la miltefosina ha sido aplicada
en casos de leishmaniasis visceral que no habian respondido a la terapia con
antimoniales (Sundar y col., 1998; 1999) y en casos de leishmaniasis cutanea (Soto y
col., 2001), pudiendo asi constituir en el primer trantamiento oral efectivo.

1.4. Establecimiento de la infeccion

Para el establecimiento de la infeccidbn por Leishmania existen dos etapas
claves: la expresion de factores de virulencia sobre el parasito y la interferencia con la
respuesta inmune de los macréfagos del huésped. Se sabe que tras la infeccion hay
un aumento en el Ca?* citosdélico dentro de los macréfagos; lo mismo ocurre en el
parasito. El pretratamiento de estas células con compuestos quelantes o bloqueadores
de canales de Ca?* inhiben la entrada del parasito (Docampo y Moreno,1996). Por otra
parte, se conoce que los parasitos pueden modular vias de sefializacion dentro de sus
células huésped, normalmente responsables de la destruccion de los patégenos. Se
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ha demostrado que promastigotes de Leishmania inhiben la produccion de IL-12, una
citoquina inflamatoria, de macréfagos infectados in vitro (revisado por Mosser y Karp,
1999). Por otra parte, los sitios donde infecta Leishmania se caracterizan por una gran
concentracion de macréfagos con una significativa incapacidad para migrar. Esto es
debido a que el parasito es capaz de regular la expresion de las moleculas de
adhesion ICAM-1 y VCAM-1 (revisado por Alexander y col., 1999).

Se conoce que Leishmania entra en el macréfago huésped por fagocitosis. Se
ha demostrado que durante la adhesion del parasito a la superficie celular hay
intercambio tanto de glicoproteinas asociadas a la membrana como de lipidos entre el
parasito y la célula huésped (Henriques y de Souza, 2000). Durante el proceso de
reconocimiento e internalizacién participan varios receptores del macréfago (Rittig y
Bogdan, 2000), como son el receptor de manosa-fucosa, el receptor de fibronectina y
los receptores del complemento CR1 y CR3. Los promastigotes pueden interactuar
directamente con estas moléculas o la interacciéon ocurre luego de la opsonizacion del
parasito por moléculas del huésped, como ha sido demostrado con C3.

Una vez dentro del macréfago, Leishmania reside en la vacuola parasitofora.
Esta presenta caracteristicas de compartimiento endosomal/lisosomal y se encuentra
repleta de enzimas hidroliticas y con un pH acidico lisosomal tipico. El parasito se ha
adaptado a estas condiciones; contribuyen a esta adaptacion componentes de la
superficie, como veremos mas adelante, con actividad proteasa capaz de destruir
enzimas del huésped con capacidades microbicidas. Pero ademas, se reconoce que |a
formacién y maduracién de la vacuola parasitéfora es un proceso dinamico que implica
un intercambio continuo de moléculas entre el parasito y su huésped. Durante el curso
de la infeccion, la vacuola parasitéfora aumenta de tamafio a expensas de la celula
huésped. Macromoléculas provenientes del huésped que entran en la vacuola
parasitéfora son endocitadas por L. mexicana a traves del bolsillo flagelar (Russell y
col., 1992). Se ha demostrado que la vacuola parasitéfora adquiere material citosdlico
a través de dos rutas independientes: una actividad transportadora de aniones
organicos y un mecanismo de adquisicién de macromoleculas que estd modulado por

compuestos que afectan la autofagia (Schaible y col., 1999).
1.5. Componentes de la superficie del parasito

Existen tres caracteristicas particulares de la membrana plasmatica de
Leishmania asi como del resto de los tripanosomatidos, y que los distinguen de los
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eucariotas superiores. En primer lugar, presentan una abundancia especial de
estructuras ancladas a glicosilfosfatidilinositol (GPl); en segundo lugar, toda la
membrana plasmatica presenta en su cara citoplasmatica una red de microtubulos que
corren paralelos al eje longitudinal del parasito, y que proporcionan una solidez
especial a la membrana; en tercer, y posiblemente debido a esa rigidez que impone
restricciones para procesos como la endocitosis y la exocitosis, existe una porcion de
la membrana desprovista de microtubulos, situada en el extremo anterior del parasito y
denominada bolsillo flagelar. Es la zona donde surge el flagelo y es un area de la

membrana plasmatica con caracteristicas propias.

Las superficies celulares de todos los tripanosomatidos estan cubiertas por
proteinas ancladas a glicosilfosfatidilinositol (GPI) y/o glicolipidos GPI libres que
forman envolturas protectoras y participan en las inleracciones huésped-parasito.
Estas moléculas son particularmente abundantes en parasitos en comparacion con
eucariotas superiores. A nivel ultraestructural se observa que los promastigotes se
cubren de una conspicua envoltura. Estudios bioquimicos han revelado que esta
envoltura estd compuesta por una serie de glicoproteinas ancladas a GPI, un
proteofosfoglicano (PPG) anclado a GPI fuertemente glicosilado y un lipofosfoglicano
(LPG) complejo (revisado por ligoutz y McConville, 2001). Debajo de estas
macromoléculas, se encuentra una capa de glicolipidos GPI libres densamente
empaquetados que cubren una porcién significativa de la superficie celular. Estas
moléculas colectivamente forman una barrera que protege a los promastigotes de
procesos como la lisis mediada por complemento, radicales de oxigeno e hidrolasas
en los ambientes de sus huéspedes insecto y mamifero (ligoutz y McConville, 2001).

La glicoproteina anclada a GPI predominante en los promastigotes de
L eishmania es una metaloproteasa de 60 kDa llamada GP63 o leishmanolisina. Cada
promastigote estd cubierto por aproximadamente 500.000 copias de GP63 que
corresponden al 1% del total de proteinas celulares. Otro tipo de moleculas son los
proteofosfoglicanos (PPG), algunos de los cuales se anclan a la superficie por GPI.
Son menos abundantes que GP63 y estan constituidos por un polipeptido como
esqueleto que se encuentra extensivamente modificado con cadenas de fosfoglicanos.
Los lipofosfoglicanos (LPG) son las macromoléculas mas abundantes de la superficie
de promastigotes, hay aproximadamente 6 millones por celula. Presentan cadenas de
fosfoglicanos, como los PPG, pero generalmente son mucho mas largas. Tanto el
largo de estas cadenas como la naturaleza de las cadenas laterales de los LPG
pueden cambiar durante el desarrollo del parasito (McConville y col., 1992). Los
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glicolipidos GPI libres son numéricamente mas abundantes que todas las
macromoléculas ancladas a GPI. A diferencia de los LPG y glicoproteinas ancladas a
GPI, los GPI libres no disminuyen a medida que los promastigotes se diferencian en
amastigotes. De hecho constituyen la clase principal de moléculas de superficie que se
encuentra en amastigotes. Pero los amastigotes también adquieren glicoesfingolipidos
de los macréfagos donde residen y los incorporan a la cara externa de su membrana
plasmética (Winter y col., 1994). Este podria representar un mecanismo de evasion

iInmune.

La funcién que cumplen estos componentes de la superficie de Leishmania ha
sido investigada mediante la seleccién de parasitos deficientes en alguno de ellos y la
evaluacién de la capacidad proliferativa o de supervivencia en el huésped. Mas
recientemente, se han identificado varios genes necesarios para la sintesis y/o
ensamblaje de los LPG, glicoproteinas ancladas a GPI y GPls libres, por lo que se han
generado mutantes nulos incapaces de sintetizar determinadas clases de moléculas.
Beverley y Turco (1998) identificaron varios genes involucrados en la biosintesis de
LPG. Estudios realizados con mutantes nulos para uno de estos genes de L. major,
LPG1, sugirieron que LPG podia ser un factor de virulencia (Spath y col., 2000). Sin
embargo, estudios similares realizados con el gen de L. mexicana no llevaron a la
misma conclusion (llg, 2000). Estos resultados podrian reflejar la existencia de
diferencias entre especies de Leishmania. Cabe notar por ejemplo que L. mexicana
sintetiza mas PPGs que L. major (lig y col., 1999). Un segundo gen involucrado en la
biosintesis de LPG es LPG2, cuya mutacién nula produce parasitos viables pero
incapaces de establecer una infeccién en el insecto vector (Sacks y col., 2000). Por
otra parte, Chen y col. (2000) investigaron la funcién que cumple GP63 mediante su
inhibicién. En este caso bloguearon su funcién mediante la expresion episomal de una
copia antisentido del gen GP63 dio lugar a parasitos con reducida capacidad infectiva.
En otro estudio, se anulé el gen gpi8, el cual codifica para las transamidasa necesaria
para la adicién del anclaje GPI a la proteina GP63 y en este caso no se observaron
cambios de infectividad (Hilley y col., 2000). Por ultimo, la funcién de los GPIs ha sido
investigada anulando el gen dpms, el cual codifica para una enzima necesaria para la
biosintesis de los anclajes GPI y los GPI libres. Fue imposible delecionar ambas
copias del gen a menos que estuviera primero presente una copia episomal (ligoutz y
col., 1999), lo que sugiere que esta enzima es esencial.

Los lipidos de los tripanosomatidos presentan algunas particularidades, tanto
con respecto a su estructura como a su distribucion. Los principales fosfolipidos de
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Leishmania parecen ser de colina, etanolamina e inositol (Adosraku y col., 1993).
Wassef y col. (1985) determinaron la composicién lipidica de membranas purificadas
de promastigotes de L. donovani y observaron que un 70% de los lipidos totales estan
constituidos por fosfolipidos, un 20-25% son lipidos neutros y un 5-10% glicolipidos.
Entre los lipidos neutros un 60% son esteroles y un 30% diglicéridos. Los fosfolipidos
de la membrana estan compuestos por: 15% fosfatidilcolina, 37%
fosfatidiletanolamina, 18% fosfatidilinositol, 10% fosfatidilserina, y pequenas
cantidades de cardiolipina, fosfatidilglicerol y acido fosfatidico. Cuando se analizaron
distintas fracciones celulares como son la membrana plasmatica y la membrana
mitocondrial, se observaron diferencias pronunciadas en los contenidos de
fosfolipidos, reflejando especificidades de cada compartimiento. Se han descrito
cambios de composicién en determinadas situaciones (Haughan y Goad, 1991). Se
observd una mayor proporcién de lipidos polares cuanto mas vigoroso era el
crecimiento de un cultivo. Asi mismo, se observé una mayor proporcion de fosfolipidos
con respecto a los lipidos neutros cuando la temperatura del cultivo aumento de 25 a
37°C. Estos cambios tienden a promover una mayor estabilidad de las membranas del

parasito a mayor temperatura.

El principal esterol componente de la membrana de Leishmania es el
ergosterol. La biosintesis de esteroles es una de las vias que esta siendo estudiada
intensamente para buscar posibles blancos quimioterapeuticos ya que se conoce que
estos parasitos requieren de determinados esteroles para su crecimiento y viabilidad
celular (Urbina, 1997).

1.6. Trafico vesicular en Leishmania

Los parasitos como Leishmania son células muy polarizadas, donde Ia
comunicacion vesicular entre el citoplasma y la superficie celular se restringe a un area
pequefa especializada de la membrana plasmatica en el extremo anterior de la célula,
denominada bolsillo flagelar (Overath y col., 1997). Como ya se ha mencionado, el
bolsillo flagelar es una invaginacion especializada de la membrana que rodea al flagelo
emergente. En esta area se concentra la maquinaria especializada en la
endocitosis/exocitosis, que garantiza la supervivencia de estos parasitos en sus
huéspedes insecto y mamifero. El bolsillo flagelar es el sitio donde ocurre la captacion
de nutrientes a través de la via de endocitosis mediada por receptor, la secrecion de
proteinas al medio extracelular, y la integracién de proteinas de membrana en la
superficie celular. Varias proteinas especificas residen en el bolsillo flagelar, reflejando
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las funciones especializadas que cumple esta porcion de membrana, que
probablemente también contengan composiciones lipidicas particulares. Debido a sus
caracteristicas particulares probablemente el bolsillo flagelar constituya el sitio mas
vulnerable de la superficie del parasito, por lo que es posible que alli residan dianas
aun no identificadas que puedan ser utilizadas para combatir al parasito.

| AGn se conoce poco acerca de las vias secretorias y endociticas de
tripanosomatidos. Estos paréasitos presentan un gran reticulo endoplasmico (RE)
disperso en el citoplasma, un aparato de Golgi compuesto por 4-6 laminas y una zona
de brote de vesiculas ubicada entre el RE y la cara cis del aparato de Golgi. Existen
ademas elementos tubulovesiculares y vesiculas adyacentes al Golgi que
probablemente constituyan la red trans-Golgi, y varias vesiculas de mayor tamano
entre el trans-Golgi y el bolsillo flagelar. Las vias de trafico vesicular en
tripanosomatidos, han sido particularmente investigadas en el curso de estudios sobre
la biosintesis de GPIl. Experimentos de localizacion subcelular de enzimas
involucradas en su biosintesis pusieron de manifiesto una estructura adicional
tubulovesicular denominada MVT (de “multivesicular tubule”) que se extiende desde el
bolsillo flagelar hacia el extremo posterior de la célula (ligoutz y col., 1999a; Weise y
col., 2000; Mullin y col., 2001). Se considera esta estructura un compartimento

lisosomal terminal.

Se han clonado los genes de varias proteinas de unién a GTP de la familia Rab
en T. brucei (Field y Boothroyd, 1995). Estas proteinas probablemente cumplan
funciones en el control del trafico vesicular en tripanosomatidos, como lo hacen en las
células de mamiferos. Mas recientemente, se ha descrito el primer miembro de la
familia Rho de GTPasas en tripanosomatidos (Nepomuceno-Silva y col., 2001). En
mamiferos esta familia ejerce un importante nimero de funciones entre las que se
encuentra el trafico de membrana y la remodelacion del citoesqueleto, particularmente

en procesos tales como la fagocitosis (Chimini y Chavrier, 2000).
2. BIOLOGIA MOLECULAR DE LEISHMANIA

2.1. Organizacion cromosémica de Leishmania

Leishmania se reproduce por mitosis (fision binaria) en todas las etapas del
ciclo de vida, y los cromosomas no se condensan en ninguna fase del ciclo celular. Ya
que no es posible la obtencién de un cariotipo por analisis de los cromosomas
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metafasicos, la electroforesis en gel de campo pulsado (CHEF) puede utilizarse para
generar ‘“cariotipos” moleculares con patrones de bandas electroforéticas
reproducibles. EI genoma haploide de Leishmania contiene unas 35 megabases.
Consiste en 36 cromosomas que varian en tamano desde 0,3 Mb a 2,5 Mb (Wincker y
col., 1996). El empleo de muiltiples CHEF hibridados con 244 sondas (equivalente a un
marcador cada 130 Kb) ha permitido identificar todos los cromosomas. De esta forma
se ha podido conocer que el cariotipo molecular de Leishmania esta conservado entre
las especies y cepas con la mayoria de los genes sinténicos entre las especies. Al
comparar 300 /oci entre distintas especies de Leishmania se observo que 32 de los 36
grupos de ligamiento se conservaban entre todas las especies (Britto y col., 1998).

Los teldmeros, complejos de nucleoproteinas que se forman en los extremos
de los cromosomas de eucariotas, protegen a los cromosomas de la degradacion y
reordenamientos y aseguran la replicacién cromosémica completa. La estructura y
mantenimiento de los extremos cromosémicos en Leishmania parece ser similar a la
de otros eucariotas. Una actividad telomerasa es responsable de agregar
deoxiribonucledtidos trifosfatos a los extremos 3’ de las hebras de ADN cromosomicas,
con propiedades de reconocimiento de un cebador y elongacion similares a las otras
telomerasas eucaridticas (Cano y col., 1999). El anélisis de 5 especies de Leishmania
ha revelado la presencia de repetidos en tandem de seis nucledtidos (CCCTAA)n que
también se encuentran en T. brucei y en todos los vertebrados estudiados (Fu vy
Barker, 1998). Estos repetidos estan seguidos por una secuencia conservada
asociada al teldmero de 100 pb (LCTAS). El grado de similitud entre secuencias
LCTAS se correlacioné con la taxonomia: miembros de un complejo comparten un alto
grado de conservacidon en estas secuencias. Fu y Barker (1998) propusieron un
mecanismo de “slipage” que promueve la formacién de repetidos LCTAS para
mantener las regiones teloméricas y subteloméricas de los cromosomas. Una base de
ADN inusual B-D-glucosil-hidroximetiluracil, llamada “J” es abundante en repetidos
teloméricos de organismos kinetoplastidos y en otros elementos de ADN repetitivos de
T. brucei (Van Leeuwen y col., 1998). J esta relacionada con control transcripcional en
genes de glicoproteinas de superficie variantes de T. brucei. En [eishmania se ha
propuesto que esta base puede también funcionar en la represion de la transcripcion

de elementos repetidos e inhibiendo la recombinacién entre secuencias repetitivas,

para mantener asi la integridad genomica.
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2.2. El genoma de Leishmania

En el marco de los proyectos internacionales de genoma de parasitos,
coordinados por la UNDP/Banco MundialOMS Programa especial para Ia
investigacion y TDR, Leishmania major cepa Friedlin ha sido incluida como
representativa de todas las especies de Leishmania. Se ha construido una libreria en
cosmidos, y los 9.216 clones fueron utilizados para la elaboracion de un mapa fisico
global (Ivens y col., 1997; Ivens y col., 1998). La secuenciacion de los clones comenzo
en 1996 y hasta hoy se ha completado la secuencia de los cromosomas 1y 3. A partir
de los datos de densidad génica del cromosoma 1 (1 gen/3,7 Kb), se puede predecir
que existe un total de aproximadamente 9.800 genes en Leishmania, de los cuales un
40% codifica para proteinas desconocidas. La secuencia del genoma completo estara

disponible en el 2003.

2.3. Ploidia y sexo

Mucho se ha especulado sobre estos aspectos. Evidencias de “knockouts”
génicos, polimorfismos de restriccion, recombinacion genética y alteraciones
cariotipicas, apuntan a un estado predominantemente diploide. Cupolillo y col. (1997)
utilizando patrones de electroforesis de isoenzimas para examinar diversidad genética
entre especies de Leishmania, observaron heterocigocidad en varios /oci, apoyando la
hipotesis diploide. Sin embargo, evidencias a partir de una variedad de marcadores
genéticos, indican que la heterocigocidad parece ser poco comun, apoyando a un
modelo diploide caracterizado por un bialelismo homdélogo (Wincker y col., 1996; Britto

y col., 1998).

Aunque Leishmania se multiplica por fisibn binaria, se asume que en la
naturaleza exista la reproduccién sexual, debido a la existencia del genoma diploide.
Sin embargo, el intercambio genético en tripanosomatidos sélo ha sido probado en T.
brucei, donde se demostré experimentalmente la producciéon de hibridos tras la co-
transmisién de diferentes cepas parentales a través del vector. En Leishmania aun no
estad claro este posible mecanismo. Se han descrito hibridos naturales con una
combinacién de caracteres moleculares de las especies simpatricas, y se ha reportado
la observacion microscépica de fusién celular (Bariuls y col., 1997; Gibson y Stevens,
1999). A pesar de esta evidencia, se asume que el intercambio genetico debe ser un
fenémeno infrecuente del ciclo de vida de Leishmania. Han fallado todos los intentos

11



Introduccion

de realizar cruzamientos sexuales en el laboratorio, lo que sugiere que el intercambio
genético debe darse con una baja frecuencia (Panton y col., 1991). Por otra parte,
estudios de genética de poblaciones indican que las dos consecuencias geneticas de
la reproduccién sexual, es decir, segregaciéon y recombinacion, estan ausentes en
Leishmania y se ha propuesto un modelo clonal, asexual para sus poblaciones
(Tibayrenc y col., 1990, 1991, Tibayrenc, 1995). Aun asi el modelo clonal no implica
ausencia completa de reproduccién sexual, pero parece ser tan infrecuente que no
altera la estructura de poblacion clonal.

2.4. Expresion génica en Leishmania

Los genomas de tripanosomatidos estan organizados como unidades
policistronicas. Estas unidades pueden contener repetidos en tandem de marcos
abiertos de lectura idénticos o muy similares, separados por cortas regiones

intergénicas (Swindle y col., 1988).

La organizacion de los genes de ARN ribosémico en Leishmania es similar a la
de otros eucariotas: multiples genes, repetidos cabeza a cola, con regiones
codificantes separadas por secuencias espaciadoras (Requena y col., 1997). Muchos
genes que codifican para proteinas se encuentran repetidos en tandem. Por ejemplo,
existen loci que contienen pares de genes muy relacionados, mientras que otros /oc/

contienen genes multi-copia repetidos en tandem. Ejemplos son los genes para o- y p-
tubulinas, proteinas de choque térmico, proteasas y antigenos de superficie. Los pares
de genes se caracterizan por presentar un alto grado de conservacion de secuencia
aunque presentan considerable divergencia en sus secuencias no traducidas (UTR) &
y 3’. Los genes multi-copia generalmente estan organizados como repetidos directos
en tandem. sin embargo, pueden alternarse con otros genes repetidos. Tambien
pueden existir copias dispersas en diferentes cromosomas, como en el caso de los
genes para la histona H4 de L. infantum (Soto y col., 1997). Esta organizacion repetida
de genes puede significar un mecanismo para aumentar la abundancia de transcriptos
de proteinas de alta expresion (Stiles y col., 1999). Hay cierta correlacion entre el
nimero de copias de los genes de choque térmico en promastigotes y la
concentracion intracelular del correspondiente péptido. Hay varias copias de los genes
para las proteinas HSP70 y HSP83, las cuales constituyen el 2,1% y 2,8% de las
proteinas celulares, respectivamente; mientras que el gen de copia unica hsp100
codifica para una proteina que representa sélo el 0,25% (Brandau y col., 1995).
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Entre las distintas especies de Leishmania, se observa una conservacion en
muchos loci repetidos, tanto en el nimero de genes como en su organizacion; sin
embargo, en otros casos, particularmente cuando se trata de genes que codifican para
antigenos de superficie como gp63, se observa un mayor grado de heterogeneidad
(Webb y col., 1991; Medina-Acosta y col., 1993; Voth y col., 1998).

Existen muchos aspectos de la transcripcion de Leishmania que aun no se
conocen. En la mayoria de los casos no se han identificado elementos promotores
propiamente dichos y apenas se ha comenzado a identificar proteinas nucleares que
pueden tener funciones como factores de transcripcion. El avance en la secuenciacion
de cromosomas completos, como el cromosoma 1 de Leishmania major y el analisis
de las regiones codificantes ha puesto en evidencia una organizacion peculiar. Este
cromosoma contiene 79 genes que codifican para proteinas, 29 de los cuales esta
codificados en tandem sobre una hebra de ADN mientras que los 50 genes restantes
estan codificados en tandem sobre la otra hebra. Ambos “clusters” estan separados
por una region de 1,6 Kb y son transcriptos en direcciones opuestas hacia los
telémeros. En esta regién central que es la candidata para contener un promotor, no
se identificaron promotores para ARN polimerasas, tampoco secuencias centromericas
u origenes de replicaciéon. Los cromosomas 3 y 4 han sido parcialmente secuenciados
y también parecen tener 2 “clusters” génicos, pero en este caso la transcripcion de

ellos procede hacia el centro del cromosoma.

A pesar de que no se conocen promotores bien definidos para la ARN

polimerasa |Il, se sabe que la transcripcién es llevada a cabo por polimerasas con
sensibilidades a a-amanitina, similares a las ARN polimerasas de mamiferos. Si se

han identificado promotores resistentes a a-amanitina para la ARN polimerasa |
delante de genes para ARNs ribosomales y en el caso de T. brucei, en genes que

codifican para glicoproteinas variables de superficie y prociclinas. Tambien se ha

identificado una actividad ARN polimerasa lll con sensibilidad intermedia para la o-
amanitina que transcribe genes de ARNs pequefios. Existe un ejemplo de promotor
para la ARN polimerasa |l que ha sido caracterizado en el gen del miniexén de L.
tarentolae (Yu y col., 1998). Se trata de un promotor bipartito con un elemento
GNsCCC en la posiciéon —39 a =33 y un elemento GACNsG en |a posicion —66 a —-58,
relativas al sitio de iniciacion de la transcripcion. Se ha demostrado que el
espaciamiento entre ambos elementos es critico para la funcion promotora y la
seleccién del sitio de inicio de la transcripcibn, como ocurre en los promotores
modulares de otros organismos. Se ha identificado un factor proteico que presenta una
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alta afinidad por este elemento, lo que sugiere que puede tratarse de un potencial
factor de transcripcién (Yu y col., 1998). En Trypanosoma cruzi se ha identificado una
proteina, denominada PPB1, capaz de unirse al elemento promotor del gen del

miniexén e inducir la expresion de este gen (Wen y col., 2000).

Hasta ahora no se han encontrado intrones en los genes de Leishmania,
aunque el reciente descubrimiento de cis-splicing en otros tripanosomatidos (Mair, vy
col., 2000) sugiere que podrian encontrarse excepciones a lo que parece una regla. Se
reconoce que la transcripcién es policistrénica. Un tinico ARN conteniendo las distintas
secuencias codificantes es procesado para dar los ARNm individuales. Este
procesamiento consiste en dos mecanismos: la adicion de una secuencia denominada
miniexén en el extremo 5’ de cada transcripto y la adicién de una cola de poliadeninas.

El mecanismo mediante el cual una secuencia de 39 nucleétidos, llamada
miniexén, se agrega al extremo 5 de todos los ARNm, se denomina “trans-splicing”
(Vanhamme y Pays, 1995). El miniexén estd codificado por un ordenamiento de
alrededor de 150 genes. La reaccién de “trans-splicing” ocurre en una corta secuencia
consenso, normalmente el dinucleétido AG, precedida por una region de
polipirimidinas (Matthews y col., 1994). La seleccién del sitio de adicion del miniexon
puede variar dentro de un mismo transcripto, lo que muestra que no existen
requerimientos estrictos de secuencia. Por lo general la reaccion tiene lugar en el
primer AG después de la region de polipirimidinas. Durante la reaccion de” trans-
splicing”, el extremo 5’ de los transcriptos maduros, como en el resto de los eucariotas,
se cubre de una estructura cap4. El cap 4 consiste en una 7-metil-guanina unida al
primer nucleétido (Sutton y Boothroyd, 1988). Se conoce poco de los componentes
proteicos del posible “trans-spliceosoma”, aunque se sabe que participan una serie de

ARNSs nucleares pequefios (Tschudi y Ullu, 1990).

Los tripanosomatidos carecen del sitio consenso AAUAAA para la
poliadenilacién que se encuentra en eucariotas superiores y ademas muestran
heterogeneidad en el uso del sitio de poliadenilacion. Se pueden utilizar varios sitios
dentro de una Unica unidad transcripcional (LeBowitz y col., 1993), lo que sugiere que
la terminacion transcripcional no esta acoplada a la poliadenilacion. A pesar de ser un
evento impreciso, se ha visto una fuerte preferencia para la poliadenilacion en la
adeninas de sitios CAn, GAn, o TAn (Stiles, 1999). Recientemente se ha identificado
una proteina de unién a poli A (PAB1) en Leishmania major (Bates y col., 2000) que
podria tener un papel en la estabilizacién de los ARNm y en la iniciacién y terminacion
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de la traducciéon, como fue descrito para proteinas homélogas en otros eucariotas
(Gallie, 1998).

Durante el procesamiento de los transcriptos policistrénicos, la reaccion de
“trans-splicing” de un gen ubicado corriente abajo precede a la poliadenilacion del gen
ubicado corriente arriba (Ullu y col., 1993) y en Leishmania se ha descrito que ambos

procesos estan acoplados (LeBowitz y col., 1993).

Los transcriptos de Leishmania suelen tener regiones no traducidas (UTR) S’ y
3’ mas largas que las de otros eucariotas. El largo promedio de las UTRs de ARNm de
L. donovani y L. major es de alrededor de 200 nucleétidos para las regiones 5’ y 1000
nucledtidos para las 3’ (Stiles y col., 1999). Esta caracteristica, si bien puede estar
relacionada con la funcién reguladora propuesta para estas regiones, tambien puede
reflejar la organizacién genémica y espaciamiento de los genes de Leishmania,
siendo las reacciones de procesamiento 5 y 3’ las que determinan el largo de las

UTRs.
2.5. Regulacién de la expresion génica en Leishmania

Los mecanismos de regulacién génica en tripanosomatidos son distintos del
resto de los eucariotas. Los genes que codifican para proteinas parecen transcribirse
por lo general constitutivamente para dar lugar a ARNSs policistronicos que son
procesados para producir ARNm monocistrénicos maduros. Sin embargo, los genes
que pertenecen a la misma unidad pueden mostrar patrones de expresion muy
diferentes. Asi, la regulacién de la expresion génica se da predominantemente a nivel

post-transcripcional.

Se han identificado varios puntos de regulacién post-transcripcional en la
expresion de genes de tripanosomatidos. Los mas estudiados han sido factores que
afectan la estabilidad del ARNm y se han identificado sefiales que median en la
estabilidad dentro de regiones 3-UTR, asi como en regiones intergenicas Yy
codificantes de transcriptos especificos (Hotz y col., 1997; Weston y col., 1999).
Existen ejemplos de que las 3'UTR estan involucradas en la expresion diferencial de
genes tanto a través de la regulacién de la estabilidad del ARN como de la traduccion.
Los genes multicopia GP63, que poseen 3'UTRs divergentes, muestran distintos
patrones de expresion segun la etapa de desarrollo. Utilizando genes reporteros se
demostré que estas secuencias participan en la expresion especifica de estos genes
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(Kelly y col., 2001). Por otra parte, existen 6 genes HSP70 distribuidos en tandem
sobre un cromosoma de L. infantum. Estos genes muestran una alta conservacion en
sus 5UTR y en la regiones codificantes mientras que sus 3'UTR son diferentes
(Quijada y col., 1997). En particular la 3'UTR del gen 6 es completamente divergente
con respecto a la de los otros cinco genes. La transcripcion de estos genes es similar
pero el ARNm del gen 6 es 50 veces mas abundante y, a diferencia del resto, su
abundancia no cambia en respuesta a choque térmico (Quijada y col., 2000). Asi pues,
se cree que las regiones 3'UTR contienen elementos de accion en cis involucrados en
la expresion diferencial de los genes de Leishmania. Las 3'UTRs tambien pueden
contener elementos que favorecen la desestabilizacion de los ARNm. Esto ha sido
demostrado en el caso de T. cruzi, donde se han descrito elementos ricos en AU
(ARE) que causan desestabilizacién de transcritos, tal como ha sido descrito en
eucariotas superiores (Di Noia y col., 2000). Las secuencias 5’UTR tambien han sido

relacionadas con estabilidad de transcritos.

Aungue la mayoria de los casos de regulacion post-transcripcional ocurren a

nivel del control de la estabilidad de los ARNm, también existen ejemplos de control
traduccional. Se ha demostrado que la expresion de histonas en Leishmania es

regulada durante la inhibicion de la sintesis de ADN mediante un bloqueo de la
traducciéon de sus ARNm (Soto y col., 2000).

La regulacién post-transcripcional en Leishmania puede implicar a proteinas
que promueven ya sea la estabilidad o degradacién del mensajero. Se ha demostrado
que la inhibicién de la transcripciéon por actinomicina D aumenta la estabilidad del
mensajero del transportador de glucosa de L. mexicana LmGT2, indicando la
existencia de factores de degradacién. Por el contrario, la actinomicina D promueve la
degradacién del mensajero de la proteina quinasa c-lpk2 de L. majory los ARNmM de a-
tubulina y B-tubulina de 2.2 Kb, lo que sugiere que la transcripcién es necesaria para la
estabilidad de estos mensajeros, presumiblemente a través de factores de
estabilizacion labiles (Coulson y col., 1996; Simon-Tov y col., 1996).

La naturaleza de las secuencias involucradas en el control de la estabilidad de
los mensajeros no se conoce. Hay una considerable divergencia en las secuencias
3'UTR de genes casi idénticos aunque diferencialmente regulados, lo que hace
practicamente imposible la identificacion de secuencias comunes. Varios autores han
comentado la presencia de potenciales estructuras tallo-lazo en los 3'UTR de
transcritos cuya abundancia varia durante el desarrollo.
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Aunque generalmente la abundancia de una proteina de Leishmania refleja su
patron de expresibn de ARN, esto no siempre es asi. En algunos casos,
modificaciones traduccionales o post-traduccionales afectan los niveles de proteinas.
En L. infantum hay un unico ARNm de gp63 y un patron diferencial de glicosilacion
produce diferentes gp63 durante el desarrollo (Gonzalez-Aseguinolaza y col., 1997).
La actividad de la proteina quinasa relacionada con cdc2 de L. mexicana (LmmCRK-1)
también parece regularse post-traduccionalmente; la actividad de esta quinasa solo se
detecta en promastigotes aunque el ARNm y la proteina estan presentes a lo largo de

todo el ciclo de vida (Mottram y col., 1993).

Asi pues resta mucho por conocer tanto sobre los elementos como sobre los
factores involucrados en la regulacién de la expresion génica de tripanosomatidos en

general y de Leishmania en particular.

2.6. Plasticidad del genoma

Los estudios mediante CHEF han puesto en evidencia importantes
polimorfismos cromosémicos tanto interespecificos como intraespecificos en
Leishmania (Bastien y col., 1992), principalmente debidos a variaciones en el tamano
cromosémico, que pueden implicar hasta un 25% del largo de un cromosoma. Asi, los
cromosomas homologos pueden diferir marcadamente en tamaiio dentro de una
misma cepa. Esta plasticidad observada en el genoma de Leishmania es
consecuencia de dos tipos principales de reordenamientos: los que afectan a las
regiones subteloméricas de los cromosomas y los que afectan a ciertas regiones de

manera recurrente.

La plasticidad gendémica podria representar un modo general de mutacion de
estos parasitos. Ademas hacen uso de ella mediante procesos de amplificacion génica
bajo diversas circunstancias. La amplificacién genica frecuentemente se observa en
parasitos resistentes a farmacos (revisado por Beverley, 1991). Un ejemplo es la
regién H del genoma de Leishmania, el cual parece ser un segmento propenso a la
amplificacion. La region H se ha visto amplificada de forma espontanea en diferentes
especies de Leishmania o tras ser seleccionadas por exposicion a metotrexato y otros
farmacos. El circulo H asi generado contiene un segmento de 30 Kb en orientaciones
invertidas. EI ADN amplificado puede constituir el 5-10% del ADN total del parasito. La
mayoria de las amplificaciones estudiadas en Leishmania se originaron en respuesta a
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rondas de seleccidn con farmacos, pero varias amplificaciones no estan asociadas a
un fenotipo particular, por ejemplo el circulo T, molécula dimérica circular de 20 Kb de
L. tarentolae: el circulo D, una estructura repetida invertida de 75 Kb de L. tropica; y la
expansiéon del ordenamiento repetido en tandem de genes del miniexon en L. major
(Petrillo-Peixoto y col., 1989; Hightower y col., 1988, lovannisci y col., 1989).

Leishmania puede ademas llevar material genético adicional como
minicromosomas multicopia. Estos se originan espontaneamente 0 como
consecuencia de la exposicion a condiciones adversas, tales como seleccion con
farmacos. Estas amplificaciones pueden ser estables o inestables (Beverley, 1991).

Las amplificaciones génicas generalmente ocurren como eventos
conservativos, donde las copias cromosémicas se conservan intactas, aunque tambien
se ha descrito amplificacibn no conservativa, a través de recombinacion
intracromosémica entre repetidos directos. Se han propuesto varios modelos para
explicar la generacién de amplificaciones circulares y lineales. La mayoria de las
amplificaciones por resistencia a farmacos estudiadas en Leishmania son
conservativas, es decir, no implican cambios en la estructura cromosémica o en la
ploidia. Por lo tanto el modelo mas plausible que se ha propuesto es el que implica
sobre-replicacién de un locus cromosémico durante el ciclo celular y posterior
resolucién por recombinacién del ADN amplificado. Los sitios preferentes para que
ocurra este proceso son secuencias repetidas homélogas. Asi, genes flanqueados por
repetidos directos sufrirdn amplificacion de tipo directa, mientras que genes
flanqueados por repetidos invertidos sufriran amplificacion invertida (Beverley, 1991).

En Leishmania los sitios de reordenamiento de ADN comunmente estan dentro
de secuencias repetidas homoélogas. En comparacién con mamiferos, los sistemas que
median en la recombinacién homéloga en Leishmania parecen ser mil veces mas
activos cuando se miden las frecuencias relativas de “targeting” de genes homadlogos.

Esto debe contribuir a la gran plasticidad observada en su genoma.

Sin duda, la amplificacion génica es capaz de modelar el genoma de
Leishmania. Muchos genes de tripanosomatidos estan presentes como multiples
copias ligadas, mientras que sus homoélogos en otros organismos son de una o unas
pocas copias. Ademas, la amplificaciéon de genes no soélo proporciona cambios
cuantitativos, sino que proporciona sustratos para la evolucion de nuevos genes Yy

funciones.
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2.7. Elementos repetitivos y composicion de bases

En cuanto a su composicién de secuencia, el genoma de Leishmania es
relativamente rico en GC y contiene alrededor de un 30% de secuencias repetidas. La
mitad de estas secuencias son repetidos hexameros teloméricos y subtelomericos,
mientras que el resto son repetidos de secuencia simple, transposones Yy familias
génicas dispersas o en tandem, tales como ARNr, miniexén, tubulina, y gp63.

Los motivos de secuencia de ADN repetitivo cortos son elementos comunes en
la mayoria de los genomas eucariéticos y estan presentes como repetidos en tandem,
conocidos como microsatélites, dispersos a través del genoma en regiones no
codificantes de proteinas, o en los extremos cromosémicos, en secuencias asociadas
a teldmeros. Midiendo cinéticas de reasociacién de ADN (analisis Cot), Leon y col.
(1978) identificaron un componente altamente repetitivo que ocupa el 12% del genoma
nuclear de L. donovani. También se identificé un componente medianamente repetitivo
que ocupa otro 13%. Motivos repetidos de ADN microsatélite estan presentes en los
cromosomas de varias especies de Leishmania, siendo los repetidos (CA)n los mas

comunes (Rossi y col., 1994).

Alonso y col. (1992) compararon las composiciones de base de
tripanosomatidos, y encontraron que los géneros Crithidia y Leishmania eran mas ricos
en bases G/C (58 y 57% respectivamente) que T. brucei (51%) o T. cruzi (44%). Las
regiones codificantes presentaron un mayor contenido en G/C que las regiones no
codificantes, y las regiones no codificantes 3’ fueron mas ricas en G/C que las 5. Los
autores especularon que estas diferencias pueden deberse a la naturaleza mas
primitiva de Crithidia y Leishmania. Alvarez y col. (1994) compararon kinetoplastidos
monogenéticos (Crithidia) con digenéticos (Leishmania y Trypanosoma), analizando
tanto secuencias codificantes como flanqueantes. Se encontré que Crnthidia y
L eishmania comparten un uso de bases similar en las terceras posiciones de los
codones, existiendo una fuerte preferencia por G o C en esta posicién, un ligero desvio
hacia A/T en la segunda posicién (55%) y un desvio a G/C en la primera posicion
(60%). Al comparar niveles de expresién con contenido en G/C se observé que en
Trypanosoma, pero no en Leishmania o Crithidia, el contenido de G/C se correlaciono
con nivel de expresion; los genes altamente expresados en T. brucei contienen un

mayor contenido en G/C en la tercera posicion de los codones al compararlos con los

de mas baja expresion.
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El andlisis del contenido nucleotidico del cromosoma 1 reveld un desvio a
purinas no debido al azar y sesgo GC que esta correlacionado con las dos unidades
policistronicas de genes presentes en este cromosoma, sugiriendo que nuevos
procesos transcripcionales en Leishmania pueden ser responsables del desvio
nucleotidico, el cual a su vez afecta la organizacién génica cromosdmica (McDonagh y

col., 2000).
2.8. Organelos y particularidades de Leishmania

Los organismos del 6rden Kinetoplastida, al cual pertenece Leishmania, tienen
un organelo Unico llamado kinetoplasto, un apéndice de su Unica mitocondria,
localizado cerca del cuerpo basal del flagelo que contiene una red de miles de ADNs
circulares pequefios concatenados y que constituyen el ADN mitocondrial. La
presencia del kinetoplasto es sélo una de las muchas caracteristicas distintivas que
presentan estos organismos. Una caracteristica excepcional es el fenobmeno de
correccién (“editing”) de los ARNm mitocondriales, consistente en la adicion o delecion
post-transcripcional de uridinas para dar origen a mensajes con sentido (revisado por
Hajduk y col., 1993). Por ejemplo, da lugar a la formacién de codones de iniciacion
para la traduccién mitocondrial, a la correccién del marco de lectura de genes a nivel
de su ARN o. en los casos de una correcciéon extensiva, da lugar a marcos de lectura
completos. La informacién necesaria para la correcta insercion o delecién de uridinas
en los ARNm se encuentra en pequefios transcritos mitocondriales llamados ARN
guias. La reaccién de “editing” es llevada a cabo por un complejo de alto peso

molecular que contiene los ARN guias, los ARNm a corregir y proteinas.

En todos los tripanosomatidos, la mayoria de las enzimas glicoliticas se
encuentran en organelos especializados llamados glicosomas. Los glicosomas
también contienen sistemas enzimaticos peroxisomales tipicos y su ruta de biogenesis
es similar y homologa a la de los peroxisomas de otros organismos (revisado por
Michels y col. 2000). En los glicosomas estan presentes una variedad de vias
metabdlicas. Los metabolitos de las enzimas contenidas dentro de los glicosomas
parecen formar un pool separado de los metabolitos del citosol. La membrana
glicosomal forma una barrera por lo que se asume que deben existir proteinas
transportadoras especificas en la membrana glicosomal para mediar en el influjo vy
eflujo de los sustratos y productos de las vias glicosomales. La mayoria de las vias
glicosomales utilizan enzimas que catalizan la transferencia de grupos fosfatos y
reacciones redox. Estas reacciones involucran ATP-ADP, NAD(P)+-NAD(P)H vy
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pirofosfato inorganico. Como la membrana glicosomal parece ser impermeable a estos
compuestos, su consumo y produccién dentro del glicosoma por las distintas vias debe
estar balanceado. Esto puede requerir la coordinaciéon de los distintos flujos

metabdlicos a traves del glicosoma.

Los &cidocalcisomas son organelos acidicos ricos en calcio que aunque
presentes en varios microorganismos, fueron descritos por primera vez como tales en
tripanosomatidos (revisado por Docampo y Moreno, 2001). Se caracterizan por su
naturaleza acidica, su alta densidad electréonica y su abundante contenido en
polifosfatos, calcio, magnesio y otros elementos. Los acidocalcisomas no parecen
pertenecer a la via endocitica puesto que marcadores de esta via no reconocen estos
organelos y ademas de su posible funcién en el balance de cargas negativas de los
polifosfatos, también se ha especulado que puede tener participacion en procesos que
requieren liberacién de Ca**, como durante la invasién de células huésped.

3. TRANSPORTADORES ABC

Los sistemas ABC constituyen una de las superfamilias mas abundantes de
proteinas. Estan involucrados en el transporte de una gran variedad de compuestos,
pero también participan en muchos procesos celulares y su regulacion. Asi pues, no

todas las proteinas ABC son transportadoras. Entre las que no lo son se encuentran
proteinas como las de la familia UVR de E. coli (revisado por Courcelle y Hanawalt,

2001), implicada en reparacion del ADN, o la proteina RLI (inhibidora de Rnasa L) que

es un modulador de la actividad de la Rnasa L (Bisbal y col., 1995), o la proteina
GCN20 de S. cerevisiae que participa en la activacion del factor de iniciacion de la

traduccion elF-2a (Marton y col., 1997).

Entre los transportadores ABC existen tanto exportadores como importadores.

Los importadores son fundamentalmente procariéticos y su principal funcién es la de
proporcionar nutrientes esenciales para la bacteria. Por otra parte los exportadores se
encuentran tanto en procariotas como en eucariotas y participan en la extrusion de

numerosos y variados compuestos.
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3.1. Organizacion estructural de los transportadores ABC

Los transportadores ABC se componen de cuatro dominios estructurales: dos
dominios transmembrana hidrofébicos (TMD) y dos dominios hidrofilicos citosoélicos
que llevan la regién de union a ATP (NBD) (figura A3). Estos cuatro dominios
constituyen la unidad basica funcional de estas proteinas y pueden expresarse como
polipéptidos independientes, como pares de dominios o como una sola proteina.
Generalmente los importadores bacterianos presentan los cuatro polipeptidos
independientes y necesitan para su funcién éptima de una proteina de union al
sustrato extracelular. Esta proteina, que es esencial para el transporte, es una proteina
periplasmica en el caso de bacterias Gram-negativas o una lipoproteina anclada a la
superficie en el caso de bacterias Gram-positivas y Archaea. En cuanto a los
exportadores, los cuatro dominios se fusionan de distintas formas. Algunos
exportadores procariéticos también requieren la participacion de proteinas accesorias.

Las proteinas ABC que no son transportadoras no tienen TMDs.

Las proteinas periplasmicas realizan dos funciones relacionadas. Por un lado
dan alta afinidad y especificidad por el sustrato. Aunque su mecanismo no se conoce,
los transportadores que requieren de estas proteinas poseen una mayor afinidad que
los que no las requieren. Ademas, los transportadores que presentan una amplia
especificidad no utilizan proteinas periplasmicas. Por otro lado, estas proteinas
también confieren direccionalidad, ya que la mayoria de los transportadores que las

requieren funcionan como importadores.

Extracelular

Intracelular

Figura A3. Organizacién estructural de un transportador ABC tipico. Los cuatro dominios
que componen una unidad funcional estan representados como polipeptidos individuales. Cada
dominio transmembrana (TMD) atraviesa seis veces la membrana. Los dominios de union a
nucledtido (NBD) se ubican sobre la cara citosélica de la membrana. Frecuentemente las

proteinas ABC se encuentran glicosiladas (G) en eucariotas.
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La caracteristica que comparten todas las proteinas de los sistemas ABC es la
presencia de un dominio ATPasa o dominio de unidén a nucleotido (NBD), que se ha
demostrado que une e hidroliza el ATP, proporcionando la energia necesaria para la
funcién de estas proteinas. Este NBD presenta tres motivos muy conservados: los
motivos Walker A (GXXGXGKS/T) y Walker B (h4DE/D, donde h corresponde a un
residuo hidrofébico) que se encuentran en muchas ATPasas y un tercer dominio o
motivo sello que lleva la secuencia consenso LSGGQ, caracteristica exclusiva de las
proteinas ABC. Los NBDs son las regiones mas conservadas dentro de las proteinas
ABC alcanzando entre un 30 y un 40% de identidad. La integridad de estos dominios
es esencial para la funcién de los transportadores. Se han reportado mutaciones en
los NBDs de varios transportadores que inhiben su actividad. Mediante el uso de
analogos no hidrolizables se ha demostrado que la hidrélisis del ATP es necesario y
ocurre junto con el proceso de transporte. EI ATP no es el unico sustrato de estos
transportadores ya que se ha visto que pueden utilizar otros nuclectidos. Por ejemplo,
CFTR utiliza GTP (Randak y col., 1996) y el NBD1 de ABCR funciona como una
nucleotidasa general (Biswas, 2001). Varios estudios han demostrado que ambos
NBDs de un transportador actian cooperativamente (Loo y Clarke, 1995; Takada y

col., 1998; Urbatsch y col., 1998).

Los TMDs estan constituidos por varios segmentos hidrofébicos en a-hélice
que atraviesan la membrana. Para muchos transportadores cada TMD contiene seis
segmentos, pero hay variaciones con respecto a esta estructura tipica. Por ejemplo,
las proteinas MRP contienen 5 segmentos hidrofébicos adicionales con un extremo
amino-terminal extracelular y una regién citoplasmica de unién con el resto del
transportador. Los TMDs conforman la via a través de la cual los sustratos atraviesan
la membrana y determinan la especificidad del transportador mediante sitios capaces
de unirse al sustrato. Las evidencias provienen de varios estudios donde mutaciones
en los TMDs pueden cambiar la selectividad del transportador por el sustrato. También
experimentos con proteinas quiméricas muestran que la especificidad por el sustrato
reside en los TMDs y no en los NBDs. Una quimera construida con los TMDs del
transportador MDR1 y los NBDs de MDR2, transporta los sustratos tipicos de MDR1
(Buschman y Gros, 1991). Las dos Pgps presentan un aito porcentaje de homologia
(78% de identidad), sin embargo MDR3 no transporta la mayoria de los sustratos de
MDR1. Zhou y col. (1999) también construyeron quimeras MDR1/MDRZ2 por
mutagénesis dirigida, demostrando que el cambio de tres aminoacidos ubicados en el
segmento transmembrana 6 de MDR2 es suficiente para que reconozca varios

sustratos de MDR1.
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Los transportadores ABC poseen una alta afinidad por sus sustratos Yy
funcionan unidireccionalmente para translocar solutos en contra de altos gradientes de
concentracion. Los sustratos transportados por estas proteinas son muy variables,
pudiendo ser iones, metales pesados, carbohidratos, aminoacidos, antibioticos,
farmacos anticancerigenos, péptidos, fosfolipidos, esteroides, pigmentos, proteinas,
entre otros. Dentro de una célula, los transportadores ABC se encuentran en varios
compartimentos: membrana plasmatica, peroxisomas, reticulo endoplasmatico,
complejo de Golgi, mitocondrias y vesiculas secretorias intracelulares. Asi, es
concebible imaginar que participan en una gran variedad de actividades biol6gicas. Se
ha demostrado que sus actividades dependen de la formacion de complejos
funcionales con otras proteinas, como es el caso del transportador SUR el cual se
encuentra asociado estrechamente al canal del K* KIR6.1 o KIR6.2 (revisado por
Baukrowitz y Falker, 2000). También CFTR interacciona con el complejo adaptador
endocitico AP-2 a través de un motivo de internalizacién que contiene el residuo
tirosina (YDSI), ubicado en el extremo carboxilo-terminal y que le permite incorporarse

a la via endocitica mediada por clatrina (Weixel y Bradbury, 2000; 2001).

3.2. Clasificacion de la familia ABC

En humanos se conocen 48 transportadores ABC que han sido divididos en
siete subfamilias (tabla A1) en base a la similitud de sus estructuras genicas y la
homologia de sus secuencias. La subfamilia ABCA contiene actualmente 12
miembros, entre los cuales se encuentra ABCA1, involucrada en el transporte de
colesterol y fosfolipidos, y ABCA4 o ABCR que transporta derivados de vitamina A en
las células fotorreceptoras de la retina. La subfamilia ABCB contiene 11 miembros. A
esta familia pertenece la Pgp MDR1 (ABCB1), que fue el primer gen en ser clonado y
caracterizado por su capacidad de conferir el fenotipo MDR en células de cancer. La
proteina MDR2 o ABCB4 se expresa en el higado y esta involucrada en la secrecion
de fosfatidilcolina. También en esta familia estan las proteinas TAP1y TAP2 (ABCB2y
ABCB3), los cuales son transportadores configurados por un TMD y un NBD que
heterodimerizan para transportar péptidos al reticulo endoplasmico, los cuales son
presentados como antigenos a moléculas HLA de clase |. La subfamilia ABCC
contiene un transportador particular, CFTR o ABCC7 caracterizado como un canal de
iones cloro pero que también se ha demostrado ejerce funciones reguladoras sobre
otros canales. ABCC8 y ABCC9 son los transportadores SUR que unen sulfonilurea y
modulan canales de potasio involucrados en la regulacién de la secrecion de insulina.
El resto de esta subfamilia esta compuesta por nueve proteinas MRP relacionadas con
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multirresistencia. ABCC1, ABCC2 y ABCC3 transportan compuestos conjugados a
glutation y otros aniones organicos. ABCC4, ABCCS5, ABCC11 vy ABCC12 son
proteinas mas pequefias que carecen de un dominio amino-terminal. La subfamilia
ABCD contiene 4 proteinas transportadores con un TMD y un NBD localizados en el
peroxisoma. Las subfamilias ABCE y ABCF contienen proteinas ABC que no son
transportadores. Finalmente la subfamilia ABCG contiene seis transportadores con un

TMD y un NBD, que a diferencia del resto tiene un NBD en el extremo amino y un
TMD en el extremo carboxilo. ABCG1, ABCG5 y ABCG8 estan relacionadas con el

transporte de esteroles, mientras que ABCG2 o BCRP se ha relacionado con

resistencia a farmacos en células tumorales.
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Tabla A1. Lista de genes ABC humanos pertenecientes a las siete subfamilias descritas.
La nomenclarura se basa en la propuesta recientemente realizada por Wain y col. (2000). Se
detallan también, cuando corresponde, los nombres originales o alternativos de los genes.

Adaptado de Dean y col., 2001.
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Desde el punto de vista médico, varias proteinas ABC de mamiferos poseen
gran relevancia ya que se han identificado mutaciones en sus correspondientes genes
que resultan en severas enfermedades genéticas. Entre éstas se encuentran la fibrosis
quistica, la adrenoleucodistrofia, la colestasis hepatica, la distrofia macular de Stargard
y la enfermedad de Tangier. Las proteinas ABC relacionadas con estas y otras
enfermedades se detallan en la tabla A2. Ademas, la sobreexpresion de ciertos
transportadores ABC es la causa mas frecuente de resistencia a agentes citotoxicos
como antibiéticos, antifingicos, herbicidas y farmacos anticancerigenos. En particular
la glicoproteina-P (Pgp) codificada por el gen MDR1 de mamiferos, ha mostrado ser
una de las principales responsables del fenotipo de multirresistencia (MDR) en células
tumorales, siendo capaz de transportar un gran numero de compuestos hidrofobicos,
asi como otras moléculas tales como lipidos, esteroides, xenobidticos y peptidos
(revisado por Ambudkar y Gottesman, 1998). Las proteinas MRP también se han
relacionado con el fenotipo MDR, siendo capaces de conferir resistencia a varios
farmacos como doxorubicina, daunomicina, vincristina y colchicina. A diferencia de
MDR1, MRP1 transporta compuestos conjugados con glutation. Mas recientemente se
ha descrito la proteina de resistencia en cancer de mama (BCRP o ABCG2) que
confiere resistencia a antraciclinas anticancerigenas (Allikmets y col., 1998; Doyle y
col., 1998; Miyake y col., 1999) y cuyo gen estd amplificado o involucrado en
translocaciones cromosdmicas en lineas celulares seleccionadas por tratamiento con
topotecano, mitoxantrona o doxorubicina. BCRP es un transportador constituido por un
TMD y un NBD, y se cree que funciona como un homodimero. Proteinas ABC
relacionadas con resistencia también existen en otros organismos, como LmrA de
Lactococcus lactis, Pdr5p, Ycf1p y Yor1p de Saccharomyces cerevisiae, y Cdrip de
Candida albicans (Bauer y col., 2000).
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TRANSPORTADOR ENFERMEDAD
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|ABCG8 [ Sitosterolemia - - |
W Hipoglucemia hiperinsulinémica persistente familiar | -
| ABC7 ZABCB75 | Anemia y ataxia sideroblastica ligada al sexo _
[TAP1/2 (ABCB2/3) | Infeccién?

Tabla A2. Lista de transportadores y enfermedades causadas por mutaciones en sus
genes correspondientes.

3.3. Mecanismo de transporte y topologia de las proteinas ABC

Desde el punto de vista estructural, debido a la dificultad para trabajar con
estas proteinas, no ha sido hasta los ultimos afios cuando se ha comenzado a avanzar
en la resoluciébn de sus estructuras tridimensionales. Se han determinado las
estructuras cristalinas de varios NBDs, como el de la proteina HisP de Salmonella
typhimurium (Hung y col., 1998), el de MalK de Termococcus literalis (Diederichs y
col., 2000), el de RbsA (Armstrong y col., 1998) y la proteina Rad50 de Pyrococcus
furiosus (Hopfner y col., 2000). Las estructuras de todos ellos, aunque diferentes en
relacién a otras ATPasas, comparten muchas similitudes. Son estructuras en forma de

L con dos brazos gruesos conectados por seis laminas . Rosenberg y col. (1997)
presentaron la estructura a baja resolucion (2.5 nm) de una proteina ABC completa, la
Pgp, a partir de datos de microscopia electrénica. Globalmente la proteina fue descrita
como un cilindro, que si se mira desde el espacio extracelular es un poro de forma
cénica con un didmetro maximo de 5 nm que se va afinando hacia la base que se
enfrenta a la cara interna de la membrana. Este poro esta delimitado por los dos TMDs
del transportador. Ademas, la topologia de la Pgp ha sido abordada con otros estudios
como el mapeo de epitopes. Estos abordajes y otros han llevado a proponer varios

modelos topoldgicos para la proteina (ver Zhang, 2001).

AUn no se conoce el mecanismo preciso por el cual los transportadores ABC
translocan sus sustratos a través de la membrana. Se sabe que la especificidad por un
sustrato determinado reside en los TMDs de la proteina ABC, por lo que esta
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interaccion debe ser especifica para cada transportador. Por otra parte, los NBDs, que
presentan una considerable homologia de secuencia, realizan una funcion similar en
todas las proteinas, consistente en unir e hidrolizar el ATP para proporcionar la
energia necesaria para el proceso de transporte. Sin embargo, estos dominios deben
ser capaces de recibir las sefales intramoleculares provenientes de los TMDs, que
indican la presencia del sustrato y consecuentemente realizar la hidrélisis del ATP.
Finalmente, la utilizacion de la energia liberada se cree que facilita cambios
conformacionales que resultan en el movimiento del sustrato de un lado a otro de la
membrana. Se ha demostrado que la conformaciéon de la Pgp cambia durante su ciclo
catalitico y al unirse a sus sustratos. Dos modelos han intentado explicar el
mecanismo por el cual los variados sustratos de la Pgp son transportados. El modelo
de aspiradora hidrofébica plantea que los farmacos hidrofébicos son directamente
expulsados por la proteina desde la membrana plasmatica (Gottesman, 1993),
mientras que otro modelo plantea que la Pgp actia como una “flipasa” (en realidad
deberia ser flopasa), transportando sustratos desde la cara interna de la bicapa lipidica
a la cara externa (Higgins, 1992). En consecuencia, el coeficiente de particion y la
lipofilicidad de los compuestos deben ser factores claves para determinar la eficiencia
de transporte de la Pgp. La amplia selectividad de este transportador puede explicarse
entonces porque sus sustratos potenciales deben ser capaces de intercalarse en la

bicapa donde serian reconocidos por la Pgp.

La existencia de estados conformacionales de la Pgp durante el ciclo catalitico
fue propuesta por Senior y col. (1995) y apoyada por otros investigadores utilizando
protedlisis de vesiculas de membrana aisladas (Shapiro y col., 1996; Wang y col,
1997). Se ha propuesto, en el caso de los exportadores, la existencia de sitios de
unién al sustrato de alta afinidad que se encuentran en el interior de la membrana,
reorientandose como consecuencia de los cambios conformacionales para quedar
expuestos al exterior de la membrana con una afinidad reducida y como consecuencia
el sustrato es liberado (Higgins, 2001). También se han investigado los cambios
conformacionales de la Pgp por unién de ligandos o sustratos. Sonveaux y col. (1999)
investigaron el “quenching” de la fluorescencia intrinseca de la Pgp purificada y
reconstituida. Estos experimentos mostraron que la proteina adopta conformaciones
diferentes al unirse a antraciclinas en ausencia y presencia de ATP.

Los diversos estudios realizados sobre la Pgp han llevado a plantear la
existencia de topologias alternativas de esta proteina. Entonces, Zhang (2001) ha
propuesto que las estructuras topolégicas de la Pgp cambian durante el proceso de

29



Introduccion

transporte. Es posible que los segmentos transmembrana que, en los diferentes
estudios, se han ubicado tanto en el citoplasma como en el espacio extracelular,
constituyan la parte mévil del transportador. Estos segmentos se deslizarian a traves
del canal hidrofébico formado por los segmentos estacionarios embebidos en la
membrana, para translocar farmacos desde dentro hacia fuera (Zhang, 2001).

Recientemente Rosenberg y col. (2001) estudiaron, mediante microscopia
electrénica de cristales bidimensionales, los cambios conformacionales de la Pgp
inducidos durante varias de las etapas del ciclo catalitico. La estructura nativa de la
proteina parece formar una camara constituida por los dos TMD de 60-70 A de
diametro dentro de la membrana abierta hacia el espacio acuoso. Los “gaps” que
quedan entre los dos TMDs parecen formar sitios de entrada a la camara desde l|a
fase lipidica, lo que permitiria el acceso del sustrato a la camara desde la cara interna
de la bicapa, tal como predice el modelo flipasa. Los NBDs se localizan en la cara
citoplasmica de la membrana pero no esta clara la interacciéon con los TMDs. Durante
las diferentes etapas del ciclo catalitico la proteina sufre una gran reorganizacion
dentro del plano de la membrana, como consecuencia de la union del ATP alos NBDs,
que implican reempaquetamiento de los segmentos TM. Rosenberg y col. (2001), a

diferencia del modelo planteado por Zhang, proponen que las hélices a de los TMD
rotan en el plano de la membrana y como resultado se crean nuevas interacciones

entre hélices que producen la exposicion de sitios involucrados en la union al sustrato.

Este afio se publicd la primera estructura de alta resolucion (4.5 A) de un

transportador ABC completo (Chang y Roth, 2001). Se trata de la proteina
transportadora del lipido A, MsbA de Escherichia coli. La estructura presentada por

estos investigadores apoya los datos bioquimicos que muestran que la via a traves de
la cual los sustratos atraviesan la membrana estéd exclusivamente formada por los
TMDs y que los segmentos que los componen son realmente a-hélices. Los NBDs
presentan una estructura similar a la determinada por otros estudios. Una novedad
esta constituida por el hecho de que los TMDs y los NBDs parecen estar unidos por un
corto puente compuesto de loops transmembranas intracelulares. Este puente,
denominado dominio intracelular, podria ser la regién encargada de la transmision de
sefiales entre los TMDs y los NBDs. De hecho, la mayoria de los residuos que
conforman esta regiéon se encuentran muy conservados entre las proteinas ABC. Los
dos TMDs forman una camara de estructura simétrica dentro de la membrana que se
abre hacia la cara citoplasmica (figura A4) proporcionando un lugar de entrada para el
sustrato y que cambiaria su orientacion para permitir el acceso del sustrato a la cara
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externa de la membrana. Esta estructura resulta diferente de la propuesta para la Pgp
por Rosenberg y col. (1997;2001). En un intento por explicar esta discrepancia,
Higgins y Evan (2001) proponen que las diferencias pueden simplemente reflejar la
naturaleza dinamica de los transportadores ABC. Por consiguiente, tanto las

estructuras como los mecanismos de translocaciéon continian siendo aspectos de

investigacion y debate.

120 A

Figura A4. Estructura de la proteina MsbA. Los TMD estan representados en rojo, los
dominios intracelulares en azul y los NBD en celeste. Las lineas blancas delimitan la porcion de
la proteina que se encuentra en la membrana (arriba) y la porcién citosdlica (abajo).

La actividad ATPasa de varios transportadores ABC ha sido investigada tanto
in vitro, utilizando NBDs purificados, como en sistemas de expresion en células de
insecto Sf9. La actividad ATPasa de membranas de células Sf9 que sobreexpresan
una determinada proteina puede determinarse en presencia de sustratos potenciales
para esta proteina. Asi pues, se ha visto que la actividad ATPasa basal de varias
MRPs es muy baja y sélo aumenta en presencia de sustratos (Bakos y col,
1998:2000). En contraste, la actividad basal de MDR1 es de alrededor de 15

nmol/mg/min y es estimulada a 65 nmol/mg/min en presencia de verapamilo (Sarkadi y
col., 1992).

Se ha demostrado que la actividad de varias proteinas ABC esta regulada por
el estado de fosforilacién de la proteina. Fosforilaciones en la region de union de las
dos mitades del transportador Pgp pueden modular la interacciéon con ciertos farmacos

(Szabo y col., 1997). Ademas, se piensa que la Pgp es capaz de regular una actividad
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canal de cloro activada por volumen y se ha propuesto que las dos actividades de esta
proteina, transporte o regulacion del canal, son moduladas por diferentes estados de

fosforilacion de la Pgp (revisado por Idriss y col., 2000).

4. PROTEINAS ABC Y TRANSPORTE DE LIPIDOS

4.1. Propiedades de las membranas

Los fosfolipidos de la membrana plasmatica de las células animales se
distribuyen asimétricamente en la bicapa lipidica. Los aminofosfolipidos,
fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina, se concentran en la cara interna de la
membrana, mientras que los fosfolipidos de colina, fosfatidilcolina y esfingomielina se
ubican preferentemente en la cara externa. Esta observacion se realizé por primera
vez en la membrana de eritrocitos en la década de los 70 (revisado por Raggers y col.
2000) y permitié establecer el concepto de la asimetria de lipidos como una propiedad
general de las membranas plasmaticas. Los primeros modelos proponian que esta
asimetria era resultado de un equilibrio entre el movimiento espontaneo de lipidos a
través de la bicapa e interacciones especificas de los aminofosfolipidos con proteinas
internas del citoesqueleto. Mas tarde, estos modelos fueron reemplazados por otros
que planteaban la existencia de proteinas de membrana integrales que actuaban como
transportadores de lipidos entre las dos caras de la membrana. Ademas, pronto se
hizo evidente que la distribucién asimétrica de los fosfolipidos en la membrana no era
una propiedad estable sino que podia alterarse en respuesta a determinadas
situaciones, siendo por tanto dinamica y regulada. La bicapa lipidica dejo entonces de
ser considerada como una estructura pasiva que alberga proteinas funcionalmente
activas, para llegar al concepto de que los lipidos asi como las propiedades fisicas de

la bicapa juegan roles importantes en procesos celulares.

La primera evidencia del papel de una proteina de membrana en el
mantenimiento de la asimetria de lipidos provino de los trabajos de Seigneuret y
Devaux en 1984, quienes demostraron un movimiento especifico hacia el interior
celular de andlogos de fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina en membranas de

eritrocitos humanos. Sus resultados fueron corroborados por otros investigadores

utilizando todo tipo de analogos (revisado por Bevers, 1999).
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Esta actividad denominada aminofosfolipido translocasa, ha sido identificada
en una variedad de membranas plasmaticas (revisado por Daleke y Lyles, 2000), pero
su identidad molecular aun no ha sido establecida con certeza. Se ha purificado una
proteina candidata a partir de eritrocitos (Auland y col. 1994), vesiculas sinapticas y
granulos cromafines (Tang y col., 1996). Esta consiste en una ATPasa de 115-120
kDa dependiente de iones magnesio. El clonaje de esta ATPasa a partir de granulos
cromafines bovinos y levaduras (Tang y col., 1996), revelé que se trataba de un
miembro de la subfamilia de ATPasas tipo P. Sin embargo, la funcién de esta proteina
como una aminofosfolipido translocasa ha sido cuestionada, ya que la delecion de
DRS2, el gen homdlogo de levaduras, no tiene efecto sobre la internalizacion o
distribucién de analogos de fosfatidilserina o fosfatidiletanolamina fluorescentes ni
sobre la cantidad de aminofosfolipidos endégenos expuestos en la cara externa de la

membrana plasmatica (Siegmund y col., 1998; Marx y col., 1999).

Ya que en la mayoria de las células de mamiferos los aminofosfolipidos se
localizan predominantemente en la cara citoplasmica de la membrana, es l6gico
suponer que la aminofosfolipido translocasa sea una proteina ubicua. De hecho se ha
demostrado su actividad en varios tipos celulares (Connor y col., 1989). De acuerdo
con su pertenencia a la familia de ATPasas tipo P, la aminofosfolipido translocasa
puede ser inhibida por vanadato. Se ha visto ademas que niveles micromolares de
Ca?* intracelular inhiben también su actividad (Daleke y Lyles, 2000).

La pérdida de la distribucién asimétrica en las membranas se traduce en
importantes funciones de sefialamiento y reconocimiento (revisado en Zwaal y Schroit,
1997). La pérdida de asimetria resulta de la aparicion de fosfatidilserina en la
superficie celular, la cual ocurre bajo determinadas situaciones como son la activacion
celular. La primera observacion de este fenémeno se realizo sobre plaquetas, donde la
exposicién de fosfatidilserina activa la superficie celular para que se ensamblen los
complejos de proteasas involucrados en la coagulaciéon sanguinea (Bevers y col.,
1982: Bevers y col., 1983). El movimiento de lipidos a través de la membrana que
resulta en exposicién de fosfatidilserina, también ha sido demostrado en varios otros
tipos celulares como linfocitos, células endoteliales, eritrocitos y células tumorales. En
la mayoria de los casos este movimiento de lipidos es resultado de un incremento en
la concentracién de calcio intracelular, lo cual tiene importantes implicaciones
fisiolégicas y patolégicas en varios procesos como son la coagulacién sanguinea, la

apoptosis, y el reconocimiento célula-celula.
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Introduccion

En un sistema de ensayo continuo del movimiento de lipidos en la membrana
de plaguetas activadas, utilizando analogos fluorescentes NBD y reduccion con
ditionito, se demostré6 un movimiento bidireccional de fosfolipidos reversible e
independiente del grupo polar del fosfolipido. Esta actividad “scramblasa” fue sensible
al reactivo sulfidrilo piridilditioetilamina, sugiriendo que una proteina esta involucrada
en este proceso (Williamson y col., 1995). Mas tarde esta proteina fue purificada a
partir de eritrocitos (Bassé y col, 1996), demostrandose que participa en el
movimiento de fosfolipidos de una manera dependiente de Ca**. Zhou y col. (1997)
clonaron el gen que la codifica y demostraron la existencia de un motivo de union a
Ca** (Zhou y col., 1998). Se cree que un mal funcionamiento de la “scramblasa” es el
responsable de una enfermedad denominada sindrome de Scott, que se caracteriza
por incapacidad de movilizar fosfatidilserina desde la cara interna a la superficie en

respuesta a una elevacion del Ca** (Zhou y col., 1998).

A diferencia del creciente grupo de evidencias que se acumulan en cuanto a la
translocacion hacia la cara interna de aminofosfolipidos, se conoce muy poco sobre
como la fosfatidilcolina se mantiene predominantemente en la cara externa de la
membrana. Es posible que este fosfolipido permanezca fuera s6lo como consecuencia
de requerimientos estructurales impuestos por el mantenimiento activo de los
aminofosfolipidos en la cara interna. Otra posibilidad es la existencia de actividades
transportadoras. Estudios con eritrocitos han demostrado la existencia de una
“flopasa” capaz de facilitar la migraciéon de lipidos a traves de la bicapa en direccion
opuesta a la aminofosfolipido translocasa (Connor y col., 1992). Esta actividad mostré
ser mas inespecifica en cuanto al tipo de fosfolipido y dependiente de temperatura y
ATP. La velocidad media de movimiento de lipidos hacia fuera es de 1,5 horas, mucho
mas lenta que la velocidad de movimiento hacia adentro mediada por la
aminofosfolipido translocasa (5-10 minutos). Ambas actividades parecen operar
independientemente ya que se ha demostrado que el movimiento de aminofosfolipidos
hacia el interior no afecta la velocidad de movimiento hacia el exterior (Connor y col.,
1992). De hecho, como veremos mas adelante varias proteinas ABC estan
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