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Introduccion

I. INTRODUCCION

1. LEISHMANIASIS

1.1. Generalidades.

La leishmaniasis es un conjunto de enfermedades parasitarias, con una amplia
diversidad clinica y epidemiolégica, causada por protozoos parasitos del género
Leishmania.

Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), actualmente hay un total
de 350 millones de personas en situacién de riesgo, de las que 12 millones estan
afectadas por la enfermedad, estimandose entre 1,5-2 millones de nuevos casos por afio
(Hirst y Stapley, 2000; Murray et al., 2005) (http://www.who.int/tdr/diseases). La
leishmaniasis es endémica en 88 paises, 22 en el Nuevo Mundo y 66 en el Viejo Mundo,
estando ausente en Australia y Oceania (Fig. I-1). El 90% de los casos de leishmaniasis
cutanea se localizan en Afganistan, Pakistan, Siria, Arabia Saudita, Argelia, Iran, Brasil y
Perl; y mas del 90% de los casos de leishmaniasis visceral se encuentran en la India,
Bangladesh, Nepal, Sudan y Brasil (Murray et al., 2005). La distribucién geogréfica de la
leishmaniasis esta relacionada con la distribucion del vector, el cual es sensible a climas
frios, asi como con su capacidad para soportar el desarrollo de determinadas especies
de Leishmania.

La leishmaniasis afecta principalmente a los paises en vias de desarrollo,
concretamente a la poblacién de mas bajo nivel socio-econémico, con una capacidad
muy limitada a la hora de asumir los costes de la enfermedad (diagndstico,
hospitalizacion y tratamiento) (Desjeux, 2004).

La expansion de la leishmaniasis esta relacionada con cambios medioambientales
como la deforestaciéon y la migracion de personas no inmunes a las areas endémicas.
Ademas, la co-infeccidn Leishmania-HIV ha aparecido como una enfermedad infecciosa
emergente en la que el ndmero de casos descritos estd subestimado debido a las
dificultades existentes en el reconocimiento, diagnéstico y seguimiento de ambas

enfermedades en los paises en vias de desarrollo (Wolday et al., 1999).
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Figura I-1. Distribucion geografica de la leishmaniasis y paises donde se ha descrito co-
infeccion Leishmania-HIV. En azul claro estan representadas las regiones con leishmaniasis,
en azul oscuro las regiones donde se ha observado co-infeccion con el virus HIV (OMS).

1.2. Agente etioldgico: Leishmania.

Leishmania es un protozoo parasito intracelular monoflagelado que pertenece a la
familia Trypanosomatidae, orden Kinetoplastida, clase Zoomastigophorea, filum
Sarcomastogophora. Su clasificacion taxondémica aceptada actualmente incluye el
complejo L. mexicana que comprende tres especies (L. mexicana, L enriettii y L.
amazonensis), un complejo L. donovani con tres especies (L. donovani, L. infantum, L.
chagasi), las especies L. tropica, L .major, L. aethiopica, y un grupo del subgénero
Viannia con otras cuatro especies (L. (V) braziliensis, L. (V) guayanensis, L. (V)
panamensis y L. (V) peruviana). Las diferentes especies son muy similares
morfolégicamente, aunque se diferencian por su composicion en isoenzimas, antigenos,

patologia y sensibilidad a farmacos (Grimaldi et al., 1989; Walton, 1989).
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1.3. Ciclo de vida de Leishmania.

Leishmania tiene un ciclo de vida digenético que incluye dos formas distintas del
parasito. La forma promastigota (Fig. [-2A), alargada, flagelada y movil, se desarrolla en
el tracto digestivo del hospedador invertebrado (insectos hembras de los géneros
Plebotomus y Lutzomya (Fig. I-2B) y la forma amastigota intracelular, no flagelada, que
se desarrolla en células del sistema mononuclear del hospedador vertebrado (Fig. I-
2C). El ciclo se inicia cuando las formas promastigotas metaciclicas, altamente
infectivas, son inoculadas en el hospedador vertebrado mediante la picadura del
insecto (Fig. I-3-1) y son rapidamente fagocitados por células del sistema mononuclear
del mamifero (Fig. [-3-2). El fagosoma formado se fusiona con los lisosomas del
macrofago, originando la vacuola fagolisosémica, donde el parasito se diferencia a la
forma amastigota, capaz de dividirse por fisién binaria hasta romper la célula (Fig. I-3-3),
liberandose para infectar otros macréfagos cercanos o de otros tejidos tras diseminarse.
El ciclo se completa cuando el vector invertebrado ingiere macréfagos infectados al
alimentarse de la sangre del hospedador vertebrado (Fig. 1-3-4). Estos macrofagos se
desintegran en la probdscide del insecto vector liberandose los amastigotes que, en un
minimo de siete dias, se transformaran de nuevo en la forma promastigota, pudiendo ser

nuevamente inoculados a un hospedador vertebrado. (Chang et al., 1985).
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Figura I-2. Diferentes estadios del parasito. Promastigotes (A) y amastigotes intracelulares (C).
Mosquito hembra del género Phlebotomus (B).
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La mayoria de las leishmaniasis son zoonosis (transmitidas al hombre por los
animales), donde el hombre es infectado al exponerse de forma accidental al ciclo
natural de transmision de la enfermedad en el cual los hospedadores vertebrados
infectados, que actlan como reservorios, son animales. La familia del perro (lobo, zorro,
perro y otros), y algunos pequefios roedores salvajes representan un importante grupo
de reservorios. Por ejemplo, la rata es un importante reservorio en el area mediterranea.
En el caso de L. aethiopica, el principal reservorio es el puerco-espin (Procavia
capensis). Sin embargo, la leishmaniasis puede ser una antroponosis (leishmaniasis
transmitida de una persona a otra a través del insecto vector), como se ha observado en
algunas zonas de la India, donde el hombre parece ser el Unico hospedador reservorio
(Modabber et al., 1993); estos focos son fuente de epidemias de leishmaniasis visceral
(Desjeux, 2004).

Figura I-2. Ciclo de vida de Leishmania. Mediante la picadura del insecto, los promastigotes infectivos
son inoculados en el torrente sanguineo del hospedador vertebrado (1), donde son fagocitados por los
macrofagos (2). Tras la formacion del fagosoma, los amastigotes se replican dentro del macréfago,
lisando finalmente la célula para ser liberados e infectar nuevos macréfagos (3). El ciclo se cierra
cuando el insecto vector ingiere macréfagos con amastigotes en una nueva picadura (4). Estos vuelven
a diferenciarse en promastigotes, se reproducen dentro del tracto intestinal del insecto y migran a la
probdscide de éste (5) desde donde podran ser inoculados nuevamente en el hospedador vertebrado
tras una nueva picadura (1). VL: leishmaniasis visceral; CL: leishmaniasis cutanea.



Introduccion

1.4. Establecimiento de la infeccion.

Una vez transmitido al hospedador mamifero, Leishmania pasa al torrente
sanguineo, donde debe evitar ser destruido por el sistema inmune del hospedador (lisis
mediada por el sistema del complemento) antes de infectar los macréfagos. Los
promastigotes metaciclicos no sélo son capaces de resistir la lisis del complemento,
sino que lo utilizan para entrar en los macréfagos (Descoteaux y Turco, 1999). La
resistencia a la lisis es debida, en parte, a las moléculas de lipofosfoglicano (LPG) y a
la metaloproteasa GP63, que los promastigotes expresan en grandes cantidades en sus
membranas. LPG es también importante para la supervivencia de Leishmania en el
insecto vector y recientemente se ha observado que una galectina repetida en tamdem
gque se expresa en el intestino de Phlebotomus papatasi es usada por L. major como

receptor para la union al intestino del insecto (Kamhawi et al., 2004).

Leishmania entra en el macréfago huésped mediante fagocitosis mediada por
receptor, y se ha demostrado que tanto glicoproteinas asociadas a membrana como
lipidos de la superficie del parasito estan implicados en la adhesién de éste a la
membrana plasmética del macréfago (Henrigues y de Souza, 2000). En el
reconocimiento e internalizacion del parasito participan varios receptores del macrofago,
como son los receptores de la fibronectina, de la manosa-fucosa o receptores de
complemento CR1 y CR3 (revisado por Alexander et al., 1999). Un estudio reciente ha
sugerido una variacion del modelo, segun la cual las primeras células fagociticas que
llegan al sitio de infeccion son los granulocitos polimorfonucleares (PMN), seguidos de
oleadas de macréfagos unos dos dias después. Los promastigotes de Leishmania serian
internalizados por los PMN, sobreviviendo dentro de ellos, sin poder multiplicarse ni
diferenciarse. Estos PMN infectados serian fagocitados por los macr6fagos, donde
Leishmania se diferenciaria y proliferaria (van Zandbergen et al., 2004).

Una vez dentro del macrofago, los promastigotes metaciclicos son capaces de evitar
la degradacion, gracias a las moléculas de LPG y GP63 de su superficie. Leishmania se
protege inhibiendo mecanismos de defensa tales como la sefializacion celular y
produccion de enzimas hidroliticas, citoquinas y metabolitos tdxicos (revisado por
(Denkers y Butcher, 2005; Gregory y Olivier, 2005). En una etapa posterior produce una
activacion alterada de ciertas funciones de los macrofagos, en particular la secrecion de
guimioquinas quimotacticas (revisado por Teixeira et al., 2006). Los promastigotes tienen

la capacidad de bloquear especificamente la expresion de IL-12 (citoquina inflamatoria)
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que es esencial a la hora de desarrollar resistencia adquirida a patégenos intracelulares
(Mosser y Karp, 1999). Ademas, LPG modula la expresion de moléculas de adhesion
celular como ICAM-1 y VCAM-1, lo que reduce la capacidad de migraciéon de los
macrofagos. Es por esto que los sitios de infeccién con Leishmania estan caracterizados
por una alta concentracion de macrofagos (Alexander et al., 1999).

Los promastigotes endocitados por el macréfago son incluidos en un fagosoma
conocido como la vacuola parasitofora, la cual presenta caracteristicas de
compartimento endosomal/lisosomal, esta repleta de enzimas hidroliticas y mantiene un
pH &cido. Las moléculas de LPG protegen al promastigote de estas condiciones
extremas y GP63 tiene actividad proteasa que protege al parasito de la degradacion
lisosomal. La vacuola parasitéfora es una estructura dinamica que se forma a partir de la
membrana plasmatica la célula hospedadora, junto con otras tres estructuras
citoplasméticas como son los filamentos de actina, el sistema endosomal/lisosomal y el
reticulo endoplasmatico (de Souza, 2005). Se sabe, ademas, que la formacion y
maduracién de la vacuola es un proceso dinamico que implica un intercambio continuo
de moléculas entre el parasito y el hospedador. Se ha visto que macromoléculas
pertenecientes al hospedador entran en el promastigote por fagocitosis a través del
bolsillo flagelar (Russell et al., 1992). Igualmente, se ha demostrado que la vacuola
parasitéfora adquiere material citosdlico mediante dos rutas independientes: una
actividad transportadora de aniones organicos y un mecanismo de adquisicion de
macromoléculas modulado por compuestos que afectan a la autofagia (Schaible et al.,
1999).

1.5. Respuesta inmune del hospedador.

Cuando los promastigotes son inoculados, la piel del hospedador es la primera
barrera que el paréasito ha de atravesar. La saliva del vector contiene agentes de gran
capacidad vasodilatadora (maxadilan, apirasa, prostaglandina E2) que inhiben la
reaccion de coagulacion, lo que reduce la sensibilizacién e inflamacion del hospedador,
siendo ambas de gran importancia para la transmision del parasito (de Almeida et al.,
2003). Los PMN son las primeras células que llegan al sitio de la infeccién por
Leishmania, atraidas por moléculas no caracterizadas de la saliva del vector. En
humanos, los PMN infectados con Leishmania secretan quimioquinas que atraen a mas

PMN. Los promastigotes pueden sobrevivir en el interior de los estas células, que seran
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fagocitadas por los macréfagos, una vez que éstos lleguen al sitio de la infeccion.
(revisado por Teixeira et al., 2006).

Como cualquier cuerpo extrafio que penetre en nuestro organismo, la entrada de
Leishmania en el torrente sanguineo desencadena una respuesta inmune humoral,
pero dicha respuesta no es efectiva contra el parasito, puesto que se protege de ella
como forma amastigote en el interior de los fagolisosomas de los macrofagos. Por lo
tanto, los anticuerpos no son efectivos contra la infeccion, pudiendo incluso llegar a ser
perjudiciales para el hospedador (Cunningham, 2002). Segun esto, la respuesta celular
dirigida por las células T helper (Th) pasa a desempefiar un papel importante en la
respuesta inmune.

En esta respuesta inmune, los antigenos son captados, degradados y procesados
por las células presentadoras de antigenos, entre las que destacan las células de
Langerhans, pertenecientes a la familia de las células dendriticas. Los determinantes
antigénicos son expuestos en la superficie de estas células y la activacion de los
linfocitos T precisa no so6lo esta presentacion, sino la interaccion de ligandos del linfocito
con otros receptores de las células presentadoras de antigenos, lo que determina una
correcta sefalizacion y activacion. Leishmania inhibe parcialmente esta coestimulacion.
Es necesaria otra sefial mediada por factores coestimuladores (adhesion de moléculas,
citoquinas), que actuan de forma sinérgica para inducir el estado efector de la respuesta
inmune. Los defectos en la transmision de sefiales se traducen en lesiones cutaneas, v,
si hay fallos en la coestimulacién, el linfocito se hace incapaz de responder, o deriva a la
muerte celular programada o apoptosis; la consecuencia clinica es la aparicién de
leishmaniasis visceral o de la forma cutanea difusa. Las distintas patologias
causadas por las distintas especies de Leishmania se pueden explicar en funcién de su
capacidad para activar eventos proinflamatorios o para reclutar células inflamatorias
(Olivier et al., 2005). Leishmania ha desarrollado estrategias para modular
negativamente las rutas de sefalizacibn que conducen a la apoptosis celular
prolongando, por lo tanto, la vida de la célula hospedadora y su propia supervivencia
intracelular (Sacks et al., 2000; Wanderley et al., 2005).

En el modelo murino, las células Th se diferencian en dos subclases funcionalmente
distintas, definidas por el perfil de citoquinas producido tras la infeccion por L. major. La
respuesta inmune Thl es el elemento clave para prevenir la infeccion por Leishmania.
En ratones resistentes se desarrolla una respuesta tipo Thl con producciéon de
interleuquina IL-2, interferén-y (IFN-y) y factor de necrosis tumoral (TNF-a), lo que lleva a

una reaccion de hipersensibilidad retardada que termina en la curacién de la lesion. Los
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ratones susceptibles desarrollan una respuesta Th2 con produccion de IL-4, IL-5, e IL-
10 que provoca una activacion de linfocitos B con la consiguiente formacion de
anticuerpos, principalmente IgG, que son incapaces de contrarrestar al parasito
intracelular, por lo que la enfermedad se disemina y el ratdbn muere. Es decir, la
respuesta Th2 estimula la inmunidad humoral y, ademas inhibe la proliferacién de la
respuesta Thl haciendo al macréfago poco susceptible para la activacion por IFN-y
(revisado por Awasthi et al.,, 2004). El IFN-y junto con TNF-a producido por los
macroéfagos infectados estimula la produccion de 6xido nitrico mediante la activacion del
gen de la oOxido nitrico sintetasa inducible (iNOS), lo que resulta toxico para el parasito
(Kane y Mosser, 2000). En el humano, durante el proceso de infeccion, tiene lugar una
produccion de células Thl relacionadas con la proteccion, mientras que la proliferacion
de los clones Th2 se da con la propia enfermedad. Las células dendriticas producen
interleuquina-12 (IL-12), que promueve la diferenciacion de las células Thl e induce la
produccién de IFN-y y células natural killer (Herwaldt, 1999). La interleuquina IL-4 es
esencial para la diferenciacion de las células Th2, lo que confiere susceptibilidad frente a
Leishmania mediante una regulacion negativa de IL-12 e inhibicién de la produccién de
IFN-y, del receptor de IL-12 y de Oxido nitrico (Alexander et al., 1999). También se
acepta que el IFN-y estimula la diferenciacién de los linfocitos CD4+ en las células

propias de la respuesta Thl.

Los macr6fagos desarrollan diferentes estrategias de lucha frente al parasito
fagocitado, como es el desencadenamiento de un proceso oxidativo que produce una
alta cantidad de radicales libres que interaccionan con las membranas del parasito,
desestabilizdndolas. También consiguen una acidificacion del medio intracelular que
conlleva la desnaturalizaciéon de las proteinas del parasito, quedando su DNA, RNA,
proteinas y carbohidratos expuestos a la accion de hidrolasas acidas (Cunningham,
2002).

Los antigenos de amastigotes y promastigotes provocan respuestas de
interleuquinas cualitativamente distintas, de forma que los primeros provocan una
respuesta celular mas potente. Se sabe que el macréfago es capaz de matar
promastigotes mediante la produccion de metabolitos oxigenados en una primera etapa,
y de 6xido nitrico en una segunda, matando a los amastigotes.

El hecho de que ciertas formas de leishmaniasis cutaneas remitan espontdneamente

y se adquiera resistencia a la reinfeccion, indica que es posible desarrollar inmunidad
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frente al parasito, lo que hace pensar que la vacunacién preventiva es un buen camino

para controlar la enfermedad (de Almeida et al., 2003).

1.6. Manifestaciones clinicas.

El resultado de la infecciébn de Leishmania depende no sélo de las especies que
inician la enfermedad, sino también del estado inmunoldgico del individuo a la hora de
combatir el crecimiento del parésito. Y, aunque el estado general del hospedador y su
condicion fisiolégica puede influir en la progresion de la enfermedad, existe una
predisposicion genética que sin duda tiene una gran importancia a la hora de
determinar el resultado de la infeccion (Alexander et al., 1999).

Existen tres manifestaciones clinicas principales, causadas por distintas especies de

Leishmania: leishmaniasis visceral, cutdnea y mucocutanea (Herwaldt, 1999).

-Leishmaniasis visceral. También conocida como kala-azar (término hindu para
“fiebre negra”) (Fig. 1-4). Esta producida predominantemente por L. donovani en la India,
este de Asia y Africa (en adultos y nifios), y por L. infantum y L. chagasi en la cuenca
mediterrdnea, Asia central y América del Sur (en nifios pequefios). Es la forma més
severa de la enfermedad, que puede resultar mortal si no se trata. Consiste en una
infeccion generalizada del sistema reticulo-endotelial que afecta al bazo, higado, médula
y nodulos linfaticos. La enfermedad se caracteriza por fiebre, esplenomegalia,
hepatomegalia, y aumento de los nodulos linfaticos y amigdalas. Los sintomas incluyen
malestar general, fiebre, debilidad, anorexia, anemia y abdomen inflamado como
consecuencia del aumento del tamafio del higado y bazo. Un tratamiento inadecuado
puede llevar a lesiones cutaneas conocidas como “post kala-azar”, que pueden
desaparecer facilmente con tratamiento. La mayoria de las infecciones viscerales son

asintomaticas en individuos inmunocompetentes.

-Leishmaniasis cutdnea. También denominada “botén de oriente” (Fig. I-5). Es la
manifestacion mas comun de la enfermedad producida por L. tropica (en regiones
pobladas de Etiopia, Kenya, norte de Africa, Oriente Medio e India) y L. major (en
regiones relativamente deshabitadas del norte de Africa, Oriente Medio, India y Sudan).
La enfermedad consiste en Ulceras cutaneas localizadas generalmente en el sitio de la

picadura del mosquito, ya que los amastigotes se replican en el sistema reticulo-
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endotelial y células linfoides de la piel. El periodo de incubacién puede durar desde unos
dias a meses. Una papula rojiza aparece en el sitio de la picadura, mostrando una
infiltracién de células plasmaticas, linfocitos y macréfagos. En casos sin complicaciones,
la Ulcera suele sanar espontdneamente en el plazo de 2 meses a un afio. Sin embargo,
son comunes las infecciones secundarias, que dejan cicatrices permanentes. Una
variedad es la leishmaniasis cutanea difusa, caracterizada por lesiones nodulares
diseminadas que recuerdan a la lepra. Las lesiones no suelen ser ulcerosas, pero no son

faciles de curar.

-Leishmaniasis mucocutanea. También conocida como *“espundia” (Fig. I-6).
Producida por L. braziliensis en América Central y del Sur, y transmitida por mosquitos
del género Lutzomyia. La lesion inicial aparece en el sitio de la picadura, de modo similar
a otras especies de Leishmania, pero la infeccién afecta las mucosas de la nariz y la
cavidad bucal, produciendo degeneracibn de los tejidos -cartilaginosos. Estas
ulceraciones generalmente desfiguran la nariz, labios y faringe. La muerte se suele deber
a infecciones secundarias con bacterias o malnutricion.

En el caso de L. mexicana, en América Central, que generalmente es responsable de
la leishmaniasis cutdnea, puede llegar a afectar a las regiones mucocutaneas del cuerpo.
Normalmente se cura espontdneamente en unos pocos meses, pero si la infeccién tiene

lugar en el oido, se desfigura el pabellén auditivo, llegando incluso a destruirse.

Figura I-4. Paciente con Figura I-5. Lesion en FiguraI-6. Leishmaniasis
leishmaniasis visceral leishmaniasis cutanea mucocutanea
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1.6.1. Coinfeccion con HIV.

La leishmaniasis visceral estd emergiendo como una infeccién oportunista de gran
seriedad entre enfermos de SIDA (WHO, 2000). Aunque los mosquitos infectados con
Leishmania sp. pican a menudo a los humanos, éstos generalmente no desarrollan la
enfermedad. Sin embargo, en personas inmunodeprimidas como resultado de una
infeccion avanzada de HIV, por tratamiento inmunodepresivo para el transplante de
organos o por enfermedades autoinmunes, los casos suelen evolucionar rapidamente
hacia una leishmaniasis severa.

Por otra parte, tanto Leishmania como HIV pueden infectar y multiplicarse en los
macrofagos, produciendo alteraciones y deficiencias en el sistema inmune. El parasito
parece ser un cofactor en la patogénesis de la infeccion de HIV puesto que una de las
moléculas mayoritarias de la superficie de L. donovani, el lipofosfoglicano, induce la
transcripcién de HIV en células CD4. Ademas, el HIV puede incrementar el crecimiento
intracelular de los parasitos en los macréfagos (Olivier et al., 2003; Russo et al., 2003;
Wolday et al., 1999). De hecho, el SIDA aumenta el riesgo de leishmaniasis visceral de
100 a 1000 veces en areas endémicas (WHO, 2000).

Los casos de coinfeccidon Leishmania- HIV son cada vez més frecuentes en distintas
partes del mundo, por lo que se espera una incidencia aun mayor en los proximos afios,
siendo una de las prioridades de la OMS. Actualmente se les considera un problema real
(WHO, 2000), especialmente en el sur-oeste de Europa, donde se ha detectado el 90%
de los casos. De éstos, la mayoria se dieron en Espafia (alrededor del 60%), e incide
especialmente en adictos a drogas por via parenteral (71%), lo que indica la posibilidad
de transmision a través de jeringuillas contaminadas. Este hecho podria considerarse
como un ciclo alternativo en la transmision de la leishmaniasis, caracterizado por ser

artificial, epidémico y antroponatico (revisado por Cruz et al., 2006).

1.7. Tratamiento.

Puesto que no existen vacunas efectivas ni programas de control del vector, la
guimioterapia es el principal recurso de defensa frente a la leishmaniasis, si bien el

tratamiento de la enfermedad contintia siendo problemético.
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La primera linea de tratamiento frente a la leishmaniasis visceral la constituyen los
antimoniales pentavalentes: estibogluconato de sodio (Pentostam®) y antimoniato de
meglumine (Glucantime®). Su mecanismo de accion exacto se desconoce, si bien se
sabe que interfieren con la glucolisis y la p-oxidacion de los acidos grasos, produciendo
una deplecién del ATP celular; recientemente se ha visto que median la fragmentacion
del DNA en Leishmania, lo que sugiere que podrian matar al parasito por un proceso
similar a la apoptosis (revisado por Ouellette et al., 2004).

Estos farmacos convencionales han dejado de ser eficientes debido a su toxicidad,
los efectos secundarios y a la aparicién de casos resistentes. El 50-80% de los casos de
leishmaniasis visceral en el Estado de Bihar (India) son resistentes al Glucantime
(Sundar, 2001), lo que, en gran parte, se ha debido a un mal uso de estos compuestos

(administracion de dosis subteurapeuticas, interrupcion del tratamiento,etc.).

La pentamidina, una diamidina aromatica se ha usado durante afios en el
tratamiento de la leishmaniasis. Constituyo la segunda linea de tratamiento para casos
de leishmaniais visceral y cutanea que no respondian a antimoniales, si bien su eficacia
ha disminuido rapidamente en India, lo que indica la aparicion de parasitos resistentes
(Sundar, 2001). ElI compuesto se acumula en la mitocondria del parasito, e inhibe la
toposiomerasa |l mitocondrial (Basselin et al., 2002). La mayor desventaja consiste en su
alta toxicidad ya que, a dosis terapedticas, en el 30-50% de los pacientes aparecen
efectos colaterales. La disminucion en la eficacia, los casos de resistencia y la toxicidad
asociada a este farmaco han provocado que no sea una alternativa aceptable para
pacientes con leishmaniasis visceral, si bien se usa para la leishmaniasis cutanea y

mucocutanea (Singh et al., 2006).

Durante las dos Ultimas décadas se han introducido nuevas terapias para el
tratamiento de la leishmaniasis.

El antibidtico poliénico anfotericina B es un farmaco antifungico usado para el
tratamiento de infecciones por hongos, que ha demostrado ser muy eficaz en el
tratamiento de casos de leishmaniasis visceral resistentes a antimoniales. La anfotericina
B se une a los esteroles de la membrana, preferentemente al ergosterol, o que explica
su eficacia contra Leishmania, ya que el parasito tiene ergosterol como esterol
mayoritario de la membrana. Varios estudios han confirmado que la anfotericina B
produce poros en la membrana del parasito que alteran la permeabilidad a iones, lo que

promueve su desorganizacion y despolarizacion (revisado por Leandro y Campino,
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2003). Desgraciadamente, aunque muy efectiva, la anfotericina B es tbxica y tiene
efectos secundarios graves. Sin embargo, en areas donde los niveles de resistencia a
antimoniales son elevados, la anfotericina B es el farmaco de eleccion.. Existen nuevas
formulaciones lipidicas de la anfotericina B (Ambisome®) que mantienen su alta
capacidad leishmanicida mientras que disminuyen drasticamente la toxicidad (Sundar et
al., 2004). No se han descrito casos clinicos de resistencia a anfotericina B (revisado por
Croft et al., 2006b). Sin embargo, el precio de estos compuestos es prohibitivo para los
afectados de paises en vias de desarrollo. Se han usado otras formulaciones lipidicas de
la anfotericina B también comerciales como son un complejo anfotericina B-lipido
(Abelcet®), una dispersion coloidal de la anfotericina B (Anfocil™) y una formulacion
lipos6dmica multilamelar, si bien son menos eficaces y ligeramente mas téxicas que el
Ambisome® (revisado por Alvar et al., 2006a). La OMS ha redactado un documento
consenso sobre el uso de las formulaciones liposomales de la anfotericina B en el
tratamiento de la leishmaniasis visceral. Seria importante realizar ensayos con
combinaciones de farmacos en zonas con resistencias, asi como estudios de tratamiento
y profilaxis en pacientes co-infectados con HIV. Si se demuestra que es el farmaco mas
efectivo frente a la leishmaniasis visceral, seria esencial una reduccion en el precio para

facilitar el acceso al tratamiento (Bern et al., 2006).

La paromomicina es un antibiético aminoglicésido que actta inhibiendo la sintesis
proteica. Tiene una amplia actividad antiparasitaria, usandose por via parenteral en
casos de leishmaniasis visceral y de forma tdpica para leishmaniasis cutanea.
Administrada con antimoniales produce un efecto sinérgico (Singh y Sivakumar, 2004).
Se han completado estudios comparativos en fase Ill en India para conseguir datos
acerca de la eficacia y seguridad del uso de la paromomicina en la leishmaniasis
visceral. Se ha registrado en Septiembre 2006 y se planea llevar a cabo estudios en fase
IV (Alvar et al., 2006a). La eficacia es similar a la de otros leishmanicidas, y la
tolerabilidad es excelente, ademas de ser el farmaco menos costoso (revisado por
Sundar y Chatterjee, 2006). Se siguen buscando formulaciones tépicas mas efectivas y
menos irritantes que las que existen actualmente para el caso de la leishmaniasis
cutanea (Croft et al., 2005).

El alopurinol es un analogo de purinas toxico para el parasito puesto que interfiere

con la sintesis del RNA. Su aplicacion en solitario no ha dado resultados prometedores;
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se ha usado en combinacién con antimoniales o anfotericina B. Se usa principalmente

contra la leishmaniasis canina (Singh y Sivakumar, 2004).

Se han estudiado otros farmacos antifingicos, azoles (ketoconazol, itraconazol,
fluconazol), como agentes leishmanicidas. Los azoles no han sido efectivos para el
tratamiento de la leishmaniasis visceral usados individualmente; se suelen usar en
combinaciéon con alopurinol o antimoniales. El fluconazol ha sido muy eficaz frente a la

leishmaniasis cutanea producida por L. major (Leandro y Campino, 2003).

Otro farmaco con propiedades leishmaniacidas es la sitamaquina, actualmente en
desarrollo por GlaxoSmithkline. Se trata de una 8-aminoquinoleina, andlogo de la
primaquina, usada desde hace 50 afios para tratar la malaria (Baird y Rieckmann, 2003),
y que presenta un amplio espectro de actividad antiprotozoaria (Yeates, 2002). Su mayor
atractivo radica en su eficacia por via oral. Aunque generalmente se tolera bien, se
metaboliza rdpidamente y la toxicidad parece ser relativamente baja, puede producir
vomitos, dolor abdominal, y en algunos casos, efectos renales severos que obligan a
continuar con la investigacion (Wasunna et al., 2005). En los estudios en fase clinica Il
llevados a cabo en India, la sitamaquina demostré una excelente actividad leishmanicida,
si bien todavia es necesario evaluar ciertos aspectos de seguridad clinica. (Sundar y
Chatterjee, 2006).

Su mecanismo de accién no se conoce a ciencia cierta. Se ha descrito que provoca
un rapido colapso del potencial de membrana interno de la mitocondria, y la

alcalinizacion de los acidocalcisomas (Vercesi et al., 2000).

Un compuesto antiviral, imiguimod, se ha usado combinado con antimoniales para
tratar pacientes con lesiones cutdneas que no respondieron al tratamiento previo con
antimoniales. El imiguimod es un inmunomodulador de uso tépico que estimula la
respuesta inmune local en el sitio de aplicacién induciendo la producciéon de citoquinas y

Oxido nitrico en macroéfagos (revisado por Croft et al., 2006a).

Los alquil-fosfolipidos como la miltefosina, edelfosina, perifosina e ilmofosina,
inicialmente desarrollados como farmacos antitumorales, son los compuestos mas
prometedores de cuantos se han propuesto como posibles leishmanicidas. Estudios en
fase lll llevados a cabo en la India demostraron que la miltefosina oral es muy eficaz

contra la leishmaniasis visceral (Sundar y Rai, 2002), lo que supone un gran avance en
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la quimioterapia contra la leishmaniasis. Se comercializ6 en India (2002) bajo el nombre
de Impavido®, y en Colombia (2005). En India se espera que se pueda llegar a eliminar
la enfermedad hacia 2015 (Ganguly, 2002).

Las principales limitaciones de la miltefosina se centran en su teratogenicidad, la
elevada estabilidad que puede causar la aparicibn de resistencias, asi como la
variabilidad en la sensibilidad al farmaco que muestran las distintas especies de
Leishmania, por lo que seria interesante optimizar su estructura (revisado por Croft et al.,
2006a). El modo de accién de la miltefosina no se conoce a ciencia cierta, pero esta
asociado con cambios en el metabolismo de los alquil-lipidos y la biosintesis de
fosfolipidos (Lux et al., 2000, revisado por Urbina, 2006). Se observdé que, en el
promastigote, la miltefosina induce un proceso de muerte celular que recuerda a la

apoptosis (Paris et al., 2004).

En el caso de coinfeccion Leishmania-HIV, la mortalidad es elevada durante el
primer mes tras el diagnostico (alrededor del 25%), en parte debido a la toxicidad del
tratamiento. Las tasas de cura con antimoniales son bajas (30-50%), y es muy frecuente
la aparicion de resistencias. Con la anfotericina B, se han alcanzado tasas de cura del
60%, pero se estima que el 25-60% de los pacientes sufren recaidas durante el primer
afio después de terminar el tratamiento. Estas recaidas se deben a la reactivacion de
pardasitos latentes, puesto que el sistema inmune es incapaz de erradicar la infeccion,
aungue los pacientes aparentemente se hayan recuperado (revisado por Cruz et al.,
2006). Cuando existen recaidas, el tratamiento se complica. La administracion de
miltefosina oral parece ser una alternativa prometedora, pero todavia debe establecerse
un protocolo adecuado de administracion (Sinha et al., 2005).

Actualmente, no existe una politica a nivel nacional o internacional para prevenir la
emergencia de resistencia a farmacos leishmanicidas. El problema se podria abordar
mediante el uso de combinaciones de farmacos. Dichas combinaciones han demostrado
ser una caracteristica esencial en la quimioterapia antimicrobiana para (i) incrementar la
actividad a través del uso de compuestos con actividad sinergistica o aditiva, (ii) prevenir
la emergencia de resistencia a farmacos, (iii) disminuir las dosis requeridas, reduciendo
las probabilidades de efectos secundarios toxicos, asi como el coste, o bien (iv)
aumentar el espectro de actividad (Alvar et al., 2006a).
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La ausencia de un arsenal significativo de farmacos, asi como el incremento de
casos de fallo terapéutico frente a esta enfermedad parasitaria, obliga a establecer
unas medidas de prevencion y proteccidén para, por un lado, preservar la eficacia de los
farmacos actuales mediante una educacién sanitaria en las zonas endémicas, y por otro
lado, estimular la busqueda de nuevos farmacos mas eficaces y menos toxicos que

puedan ser empleados en los casos de fallo terapéutico.

El fallo terapéutico no es necesariamente sinGnimo de resistencia a farmacos. En
India, por ejemplo, existe una clara correlacion entre lo que es fallo al tratamiento con
antimoniales y resistencia intrinseca de los parasitos (Dube et al., 2005; Lira et al., 1999).
Otros estudios llevados a cabo con especies del complejo Viannia han demostrado que
la resistencia a farmacos contribuye, en la gran mayoria de los casos, al fallo terapéutico
(Rojas et al., 2006). Sin embargo, en Nepal, pacientes que no respondian al antimonio
estaban infectados con cepas de parasitos sensibles, y reciprocamente, pacientes que
respondian bien al tratamiento con antimoniales tenian cepas resistentes al antimonio
(Rijal et al., 2007). Todo esto indica que es necesario tener precaucion a la hora de

interpretar resultados y pone en tela de juicio la aplicacion del concepto de fallo
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terapéutico, por lo que son necesarios mas estudios para considerar causas que,
ademas de la resistencia intrinseca de los parasitos, puedan explicar el fallo terapéutico.
Es necesario disponer de ensayos moleculares sencillos y de gran susceptibilidad para
detectar claramente resistencia en aislados clinicos a los farmacos leishmanicidas
(recomendacién OMS, 2005). Su elucidacién requiere previamente el estudio de los
mecanismos de resistencia a farmacos en lineas experimentalmente resistentes a los

farmacos mas prometedores como la miltefosina, paromomicina y sitamaquina.

1.8. Mecanismos de resistencia a farmacos en LeishAmania.

Una de las principales lineas de defensa frente a los patdgenos es la quimioterapia.
A su vez, uno de los problemas mas importantes a los que se enfrenta la medicina es la
aparicion de mecanismos de resistencia a los farmacos utilizados en el tratamiento de
las infecciones producidas por diferentes microorganismos patdgenos, desde virus hasta
pardsitos, asi como en el tratamiento del cancer. Estos mecanismos han sido mas
estudiados en células tumorales, y muchos de ellos se han descrito también en parasitos
(Fig. 1-8).

Existen varios factores que pueden contribuir a la aparicion de resistencias durante el
tratamiento quimioterapéutico: no cumplir unas pautas de tratamiento adecuadas, la
calidad del farmaco empleado, propiedades farmacocinéticas del farmaco,
inaccesibilidad del farmaco a los sitios de localizacidn del parésito, factores genéticos del
hospedador, el estado inmune y la capacidad del parasito para desarrollar mecanismos
de resistencia frente a los farmacos (que, en muchos casos, llevan siendo utilizados
desde hace mas de 50 afios)(Sundar, 2001). Se ha descrito que la alta incidencia de
resistencia a los antimoniales en el tratamiento de leishmaniasis visceral en la India se
debe a la emergencia de lineas de L. donovani resistentes al antimonio (Lira et al.,
1999).

Algunos de los mecanismos descritos hasta el momento son:

-Amplificacion de genes que codifican las enzimas blanco de accion (Beverly et al.,
1984).

-Amplificacién de genes que codifican enzimas implicados en vias alternativas a la
via metabdlica inhibida (Papadopoulou et al., 1992) .

-Mutaciones puntuales que se traducen en cambios estructurales y/o funcionales en

la proteina blanco de accién (Arrebola et al., 1994).
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-Alteraciones en el transporte del farmaco (Pérez-Victoria et al., 2003b).

-Fenémeno de multirresistencia (MDR) (Pérez-Victoria et al., 2006c).

La resistencia de Leishmania frente a un farmaco determinado puede ser natural, o
bien adquirida cuando los parasitos se exponen a dosis sub-Optimas del farmaco.
Leishmania tiene la capacidad de responder a la presion de farmacos de mudltiples

maneras (revisado por Croft et al., 2006b).
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Entre los mecanismos moleculares propuestos para explicar la resistencia a
antimoniales, destacan (revisado por Ouellette et al., 2004; Singh, 2006): i) disminucion
de la reduccién biolégica de Sb' a Sb": ii) una alteracién en la expresion de la
aquagliceroporina 1, proteina responsable de la entrada de Sb"" iii) el incremento en los
niveles de tripanotion, debido al aumento en la actividad de las enzimas limitantes en la
sintesis de este tiol, la y-glutamilcisteinsintetasa y/o la ornitina decarboxilasa; iv) el
secuestro intracelular del Sb" acomplejado con tioles, mediado por la sobreexpresion de
PgpA, un transportador perteneciente a la superfamilia ABC; y v) el eflujo de Sb"
acomplejado con tioles mediado por un transportador aun desconocido. La mayoria de
estos mecanismos han sido descritos experimentalmente in vitro, por lo que es muy
importante estudiar si también estan implicados en casos clinicos de resistencia.
Estudios recientes con muestras clinicas han determinado que existen al menos dos
proteinas que modularian la resistencia a antimoniales y otros farmacos, interfiriendo con

la ruta de muerte celular programada (Vergnes et al., 2006). Segun esto, los
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mecanismos de resistencia de los parasitos in vivo serian diferentes de aquellos
pardsitos resistentes seleccionados in vitro. Sin embargo, otros estudios realizados con
muestras obtenidas en otra region geogréfica, observan una disminucién en la expresiéon
de aquagliceroporina 1, proteinaresponsable de la entrada de Sb" (Decuypere et al.,
2005).

En el caso de la miltefosina, se ha descrito un fenotipo de resistencia in vitro debido
a una reduccién en la acumulaciéon del farmaco. Este fenotipo puede estar mediado por
dos mecanismos independientes: i) un aumento en el eflujo del farmaco y ii) una
disminucién en la entrada del farmaco.

Se observo que una linea celular de Leishmania seleccionada mediante adaptacion a
concentraciones crecientes del farmaco antitumoral daunomicina contiene una
amplificacién y sobreexpresion del gen LMDR1 que presenta una alta similitud al de la
glicoproteina-P (P-gp) humana (MDR1) (Pérez-Victoria et al., 2001b). Estos parasitos
presentaban resistencia cruzada a miltefosina, y una mayor velocidad de eflujo del
farmaco, lo que sugiere que LMDR1 es la responsable de esta resistencia, actuando
como flopasa de miltefosina (Pérez-Victoria et al., 2001b; Pérez-Victoria et al., 2006c¢).

Por otro lado, lineas de L. donovani resistentes a miltefosina seleccionadas in vitro
han mostrado una acumulacion reducida del farmaco (Pérez-Victoria et al., 2003a),
debido a un defecto en la translocacion del farmaco de la cara externa a la cara interna
de la membrana plasmética. El transportador de miltefosina (LdMT), perteneciente a la
familia de ATPasas tipo-P de aminofosfolipido translocasas, fue aislado mediante
rescate de la sensibilidad al farmaco a partir de una libreria gendmica de expresion
(Pérez-Victoria et al., 2003b). Se ha visto que mutaciones puntuales en posiciones
distintas para cada uno de los dos alelos de la proteina estaban implicadas en este
defecto en la internalizacion del farmaco. Ademas, el transportador de miltefosina LAMT
requiere del concurso de la subunidad beta LdRos3 para que se produzca la
translocacién del farmaco. Por lo tanto, la disminucion en la entrada de miltefosina se
consigue tras la inactivacion de cualquiera de las dos proteinas (revisado por Pérez-
Victoria et al., 2006a).

La miltefosina supone un gran descubrimiento en lo que al control de leishmaniasis
se refiere, pero la facilidad con la que se obtienen resistencias in vitro es preocupante.
Seria necesario ver si estas resistencias ocurren naturalmente, y, para disminuir el riesgo
de aparicion de fallos terapeulticos, seria aconsejable utilizar la miltefosina en

combinacion con otros farmacos.
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1.9. Biologia molecular y bioquimica de Leishmania.

La caracteristica mas peculiar de los organismos pertenecientes al orden
Kinetoplastida, al que pertenece Leishmania, es poseer un organulo denominado
kinetoplasto en el que se concentra todo el DNA de su Unica mitocondria y que se
localiza cerca del cuerpo basal del flagelo. Este DNA mitocondrial se reparte en
agrupaciones circulares y concatenadas, denominadas maxicirculos y minicirculos, y
representa un 10-15% del DNA total del parasito (Feagin, 2000).

Otra caracteristica excepcional de los tripanosométidos es la correccion del RNA
mitocondrial o RNA editing (Stuart y Panigrahi, 2002), un tipo de procesamiento post-
transcripcional del RNA que consiste en la insercidon o eliminacién de uracilos en
moléculas de RNA para crear codones de inicio y terminacion, asi como la secuencia
gue codifica la proteina a traducir. Esta actividad es llevada a cabo por el editosoma, un
complejo multiproteico de alto peso molecular formado por la molécula de RNA a
corregir, varias proteinas y los denominados RNAs-guia. Los RNAs-guia estan
codificados principalmente por el DNA de los minicirculos, mientras que los RNAs a
corregir son codificados desde el DNA de los maxicirculos (Shapiro y Englund, 1995).

Al igual que en procariotas, Leishmania realiza una transcripcion policistrénica en
la que se generan RNAs inmaduros constituidos por los transcritos de varios genes cuya
maduracion se produce mediante trans-splicing (Fig. [-9), caracterizado por la adicion
de secuencias caracteristicas en ambos extremos de cada uno de los transcritos. En el
extremo 5’ se adiciona un RNA de unos 40 nucleétidos, denominado miniexdn o spliced-
leader, y en el extremo 3’ una cola de poliadeninas, mediante un mecanismo en el que
ambos procesos estan acoplados y en el que la inhibicion de la insercion del miniexén
conlleva un bloqueo de la poliadenilacion del transcrito situado corriente arriba (LeBowitz
et al., 1993).
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Figura I-9. Acoplamiento del trans-splicing y la

poliadenilacion. Modelo originalmente propuesto por
LeBowitz et al. (1993) el cual plantea que la adicion

del miniex6n (ME) a los extremos 5 de los mRNA
——"ﬂ—— recluta al complejo que participa en la poliadenilacion,
el cual a través de un mecanismo de rastreo 3'-5'
encuentra el sitio adecuado para que ocurra el corte y
— la adicién de la cola poliA. A partir de los resultados
obtenidos por Ullu et al. (1993) se sabe que ambos
eventos ocurren en un orden temporal preciso: el
trans-splicing del gen ubicado corriente abajo precede

N [VE]— — a la poliadenilacion del gen ubicado corriente arriba.

La secuencia aceptora del miniexdn es normalmente el dinucle6tido AG corriente
arriba del marco abierto de lectura, precedido frecuentemente por una region rica en
pirimidinas. Los tripanosométidos carecen del sitio consenso AAUAAA para la
poliadenilacion y muestran heterogeneidad en el sitio de poliadenilacion, con varios sitios
posibles para ello, lo que sugiere que la terminacion de la transcripcién no est4 acoplada
a la poliadenilacién. Se observdé que mutaciones puntuales en estos sitios aceptores
afectan a la eficiencia del proceso (Hummel et al., 2000). Aunque hasta hace poco no se
habian identificado elementos promotores de la transcripcién, se ha visto que un solo
promotor bidireccional parece ser responsable de la expresion del cromosoma 1 de la
cepa Friedlin de Leishmania major (Martinez-Calvillo et al., 2003). En el cromosoma 3 de
la misma cepa se ha visto que existen dos grandes grupos de genes convergentes,
ademas de un unico gen divergente en el extremo ‘“izquierdo” del cromosoma. La
transcripcibn comienza de forma bidireccional entre ese gen y el grupo de genes
adyacente, asi como en un sito cercano al telomero “derecho” (Martinez-Calvillo et al.,
2004). Por otra parte, hasta el momento no se han encontrado intrones en los genes de

Leishmania.

Leishmania major posee 33,6 x10° pares de bases (33,6 Mb) por genoma haploide

(Leishmania Genome Network, www.genedb.org), con un contenido en G+C del 60%

(Alvarez et al., 1994). Carece de condensacion cromosémica en la mitosis (Vickerman y
Preston, 1970), lo que imposibilitd la visualizacion de los cromosomas del parasito hasta
que se desarroll6 la técnica de electroforesis de campo pulsado (CHEF), en la que las
bandas resueltas en geles de agarosa representan cromosomas completos, pudiéndose
realizar “cariotipos” moleculares. Estos estudios pusieron de manifiesto la gran

plasticidad cromosomica del parasito, ya que se suelen encontrar variaciones en el
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tamafio de los cromosomas (Bastien et al.,, 1992). Se estima que el nimero de
cromosomas de Leishmania es de 36, con tamafios que oscilan entre 0.3 y 2.8 Mb
(Wincker et al., 1996). En general, la especie Leishmania se considera diploide, si bien
el control de la ploidia no es estricto (Cruz y Tosi, 1996). Hasta el momento no se ha

descrito que Leishmania posea reproduccion sexual.

El genoma de L. major esta secuenciado en su totalidad. Para el proyecto genoma
de Leishmania se ha usado la cepa de L. major MHOM/IL/80/Friedlin (lvens et al., 2005)
(www.genedb.org). Actualmente se estd secuenciando el genoma de L. infantum clon
JPCM5 (MCAN/ES/98/LLM-877). Se calcula un nimero de genes en torno a 8000, lo que

equivaldria a un gen completo cada 3.5 Kb. Sin embargo, el nimero de proteinas es

mucho mayor, lo que no puede deberse a procesos de splicing alternativos, puesto que
Leishmania esta desprovista de intrones (Ouellette et al., 2003). Los primeros analisis
indican que méas de la mitad de estos genes serian Unicos de Leishmania, y que una
proporcion bastante elevada no tienen funcion identificada.

El genoma de Leishmania tiene una elevada plasticidad, por lo que abundan los
procesos de amplificacion génica que utilizan en caso de estrés como la exposicion a
farmacos. Los genes no suelen tener promotores individuales, por lo que no pueden ser
regulados a través de la iniciacion de la transcripcion. Cuando se necesitan niveles altos
de ciertos transcritos, los genes aparecen con multiples copias formando un tAndem que

se transcribe simultaneamente (Campbell et al., 2003).

La regulacion de la expresion génica en Leishmania se da predominantemente a
nivel post-transcripcional, ya que los genes parecen transcribirse de forma constitutiva
(Clayton, 2002). Existen varios puntos de regulacién post-transcripcional en la expresion
de genes de tripanosoméatidos, como son los factores que afectan a la estabilidad del
RNA mensajero, llegandose a identificar sefiales que median la estabilidad dentro de las

regiones 3’ no traducidas (UTR) (revisado por Teixeira y daRocha, 2003).

Leishmania se desarrolla en dos ambientes totalmente diferentes durante su ciclo de
vida, por lo que existen una serie de diferencias en el metabolismo de los dos estadios
del parasito. Los promastigotes se desarrollan en el intestino de mosquito y utilizan
aminoacidos y azlUcares como principal fuente de energia en condiciones aerébicas, 25-
27° C y pH 7. En cambio, los amastigotes proliferan en el interior de los fagolisosomas

de los macréfagos del hospedador vertebrado, 37° C y pH 4-5, siendo la principal fuente
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de energia los 4cidos grasos de cadena larga, que son metabolizados por B-oxidacion
hasta CO, y agua. A pesar de estas diferencias, ambas formas de vida comparten una
serie de caracteristicas metabdlicas muy diferentes de las del hospedador veretebrado,
lo que proporciona dianas de interés para el disefio racional de farmacos (Balana-Fouce
et al., 1998).

Los glicosomas son organulos caracteristicos de la familia Trypanosomatidae. Estos
son organelas formadas por una membrana simple que contienen todas las enzimas
necesarias para realizar la glucolisis. También contienen sistemas enzimaticos
peroxisomales tipicos (revisado por Michels et al., 2000), algunas enzimas implicadas en
la biosintesis de lipidos, ademas de enzimas que participan en la sintesis de pirimidinas

y recuperacion de purinas (Opperdoes, 1987).

Otros organulos caracteristicos de los tripanosomatidos son los acidocalcisomas,
organulos densos en los que se acumulan grandes cantidades de fosforo (pirofosfatos y
polifosfatos) acomplejados con calcio (Docampo y Moreno, 2001; Docampo et al., 2005).
En Leishmania la acumulacion de calcio se ha relacionado con la virulencia del parasito
(Lu et al., 1997).

Entre los aspectos bioquimicos caracteristicos de los tripanosoméatidos destaca la
presencia del tripanotién (bisglutationil-espermidina), que juega un papel importante en
el mantenimiento de un ambiente celular reductor, protegiendo al parasito del estrés

guimico y oxidativo (Krauth-Siegel et al., 2003).

En el metabolismo de purinas existen diferencias con el hospedador, puesto que
Leishmania es incapaz de sintetizar de novo el anillo de purina a partir de precursores
metabdlicos, y debe obtenerlo del hospedador. Es por esto que los parasitos han
desarrollado un sistema de transporte de purinas desde el exterior muy activo y eficaz
(Balana-Fouce et al., 1998).

Por el contrario, si se ha descrito que Leishmania posee la maquinaria necesaria
para la sintesis de novo de pirimidinas. A diferencia del hospedador, las actividades
timidilato sintasa (TS) y dihidrofolato reductasa (DHFR) se encuentran en una Unica

proteina bifuncional, la DHFR-TS (Balana-Fouce et al., 1998).
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1.10. Componentes de la membrana de Leishmania.

La membrana plasmatica de Leishmania, asi como la de cualquier tripanosomatido,
presenta tres caracteristicas especificas que la diferencian de la de los eucariotas
superiores. Toda la membrana plasmatica se ve recubierta en su cara citoplasmatica por
una red de microtibulos. La segunda caracteristica especifica de la membrana de los
tripanosoméatidos es debida probablemente a la anterior, ya que esa solidez impuesta por
la red de microtdbulos restringe los procesos de endocitosis y exocitosis, que sélo se
llevardn a cabo en una zona determinada de la membrana plasméatica del parésito
desprovista de éstos y situada en el extremo apical del parasito en la base del flagelo,
denominada bolsillo flagelar (Overath et al., 1997). Por ultimo, Leishmania presenta
una cubierta externa compuesta fundamentalmente por una gran cantidad de
componentes con estructuras GPI (glicosilfosfatidilinositol) (Fig. I-10), la cual tiene una
funcidén de proteccién del parasito en procesos como la lisis mediada por complemento o
por hidrolasas, a la vez que aportar virulencia. Las macromoléculas que componen esta
envoltura externa son mayoritariamente glicoproteinas, proteofosfoglicanos (PPG)
altamente glicosilados y lipofosfoglicanos (LPG) complejos (revisado por ligoutz y
McConville, 2001).

Entre los componentes de la membrana del parasito anclados a GPI que contribuyen
a la virulencia y patogénesis del parasito encontramos a la glicoproteina GP63. GP63
es la principal proteasa de la superficie de Leishmania perteneciente al grupo de las
metaloproteasas. Tiene un tamafio de 63 KDa, y también se ha denominado
leishmanolisina o PSP (de promastigote surface protease). Se expresa en promastigotes
y amastigotes; cada promastigote esta cubierto por 500.000 copias, lo que corresponde
a un 1% del total de las proteinas celulares. Esta proteina facilita la evasién del parasito
de la lisis mediada por complemento, puesto que es capaz de inactivar mediante
procesamiento enzimatico a ciertos componentes de este sistema como son los factores
C3 o C3h. Igualmente, se sabe que actlia como una “opsonina”, facilitando la fijacion del
pardsito a receptores del macrofago. Ademas, su actividad enzimatica protege al

amastigote de la degradacién en el fagolisosoma (revisado por Yao et al., 2003).
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Figura 1-10. Superficie celular de Leishmania. En la fase de promastigote, la cara externa de la
membrana plasmatica contiene varias clases de macromoléculas ancladas a GPI: lipofosfoglicanos
(LPG), dglicoproteinas (tales como GP63) y proteofosfolicanos (PPG). Por debajo de estas
macromoléculas se encuentra una densa capa de GPIs libres. En la fase de amastigote, los GPIs se
mantienen mientras que la expresién de las macromoléculas ancladas a GPI disminuye notoriamente.
Tomado de ligoutz y McConville (2001).

Los LPG son las macromoléculas mas abundantes de la superficie de los
promastigotes, ya que hay alrededor de 6 millones de unidades por células, y son
ademas ubicuos en todas las especies de Leishmania. Al igual que los PPG presentan
cadenas de fosfoglicanos, pero suelen ser mucho mas largos, aunque tanto su longitud
como su naturaleza varian en funcién del estado de desarrollo del parasito (McConville y
Homans, 1992). Los LPG protegen al parasito frente a la respuesta humoral del
hospedador, participan en la unién al macréfago, bloquean el proceso de maduracion del
fagosoma y defienden al parasito de la respuesta inmune inhibiendo la respuesta
oxidativa o la traduccion de sefiales del macréfago (revisado por Lodge y Descoteaux,
2005).

Durante la diferenciacion de los promastigotes prociclicos a promastigotes
metaciclicos (metaciclogénesis), la expresion de moléculas tales como LPGs o GP63
sufre modificaciones de importancia tanto a nivel cuantitativo como cualitativo (Muskus y
Marin Villa, 2002).

Los PPG son menos abundantes que GP63 y LPG, pero no por ello dejan de ser
componentes importantes en el glicocalix de los promastigotes. Algunos de ellos también
estdn anclados a la superficie por GPI, y estan constituidos por un esqueleto
polipeptidico modificado por cadenas complejas de fosfoglicano. Existen evidencias
acerca de la contribucion de los PPG al establecimiento de la infeccién en el hospedador

por parte del parasito (Rogers et al., 2004), no s6lo a través de los fosfoglicanos, sino
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también a través de unas estructuras con repeticiones de leucinas en el extremo N-

terminal (Handman y Bullen, 2002).

Los glicolipidos GPI libres son numéricamente mas abundantes que todas las
macromoléculas ancladas a GPI juntas y, a diferencia de las anteriores, la cantidad de
GPI libres no disminuye cuando los promastigotes se diferencian a amastigotes. Por ello,
son los componentes de membrana mas abundantes en la superficie de los amastigotes.
Ademas, los amastigotes adquieren glicoesfingolipidos pertenecientes a los macréfagos
gue han infectado, lo que puede considerarse como un mecanismo de evasion inmune.

Mediante la seleccion de parasitos deficientes en cada uno de estos componentes,
usando mutantes nulos de genes que participan en su biosintesis y ensamblaje, se ha
estudiado su funcién por evaluacion tanto de las capacidades proliferativa e invasiva del
paréasito, asi como por cambios en la supervivencia de éste en el interior del huésped.
Asi, Beverley y Turco (1998) identificaron varios genes involucrados en la sintesis de
LPG, y se conocié que los LPG podian ser un factor de virulencia del parésito (Spath et
al., 2000). Se sabe que la eliminacion de otro gen involucrado en la biosintesis de LPG,
Lpg2, produce parasitos viables pero incapaces de establecer una infeccion en el insecto
vector (Sacks et al., 2000) o que promastigotes mutantes en el gen Lpgl, deficientes en
LPGs , tienen atenuada su virulencia, son susceptibles a la accion del complemento y

sensibles a la respuesta oxidativa del macréfago (Spath et al., 2003).

La diferencia mas evidente con respecto a la naturaleza de los lipidos componentes
de la superficie de Leishmania, es que el esterol principal es el ergosterol (ergosta-5,7,
24-trien-3B-0l) y no el colesterol como ocurre en las células de mamiferos. Y, aunque el
colesterol pueda representar en ocasiones el 50% del total de esteroles en
promastigotes, el ergosterol no puede ser sustituido por colesterol para la supervivencia
del parésito. Debido a la importancia que tiene el ergosterol para los tripanosomatidos, la
inhibicion de la ruta de sintesis se ha convertido en una estrategia de busqueda de
nuevos farmacos antiprotozoarios (Urbina, 1997). Por otra parte, los lipidos totales de
Leishmania suponen el 12-20% del peso humedo celular (Beach et al., 1979), y son
principalmente lipidos polares (70%) como fosfolipidos, lipidos neutros (20-25%) en
forma de esteroles y diglicéridos, y glicolipidos (5-10%). La mayoria de los fosfolipidos
estdn esterificados por &cidos grasos de cadena larga, aunque el 50% de la

fosfatidiletanolamina de la superficie celular tiene eterificado el glicerol con formas alquil-
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eter. Del total de fosfolipidos celulares, més del 50% es fosfatidilcolina, mientras que solo

el 1% es fosfatidilserina (Wassef et al., 1985).

1.11. Trafico vesicular en Leishmania.

Como ya se ha mencionado, los procesos de endocitosis y exocitosis de Leishmania
se dan en una pequefia zona de la membrana plasmética localizada en la base del
flagelo, denominada bolsillo flagelar. En él se concentra la maquinaria especializada de
los procesos de endocitosis y exocitosis que garantizan la supervivencia del parasito ya
gque mediante ellos tiene lugar la entrada de nutrientes, la secrecion de proteinas al
medio extracelular, o la integracion de proteinas de membrana en la superficie. Es el
punto de inicio y final de las distintas vias de trafico vesicular en el parasito (Overath et
al., 1997).

En el funcionamiento de las vias secretoras y endociticas de tripanosomatidos
intervienen distintos organulos, como son un gran reticulo endoplasmico disperso en el
citoplasma celular, un aparato de Golgi compuesto de 4-6 cisternas, un gran conjunto de
vesiculas ubicadas entre el reticulo endoplasmico y la cara cis del aparato de Golgi y un
conjunto de vesiculas y elementos tdbulovesiculares dispuestos entre la cara trans del
aparato de Golgi y el bolsillo flagelar que forman la red de vesiculas del trans-Golgi
(TGN) (revisado por Landfear e Ignatushchenko, 2001) (Fig. 1-11).

Las vias de tréfico vesicular en tripanosomatidos se han estudiado en relacién con la
biosintesis de GPI (revisado por Dodge et al., 2004). Experimentos de localizacion
subcelular de enzimas involucradas en dicha biosintesis pusieron de manifiesto una
estructura tabulovesicular denominada MVT (multivesicular tubule), que es
considerada un compartimento lisosomal terminal que se extiende desde la cara trans
del aparato de Golgi (TGN) cerca del bolsillo flagelar, hasta el extremo posterior de la
célula (llgoutz et al., 1999; Mullin et al., 2001; Weise et al., 2000) (Fig. [-11).

Como ejemplo de proteinas de tripanosomatidos que utilizan la via exocitica para ser
secretadas al medio extracelular se ha descrito la fosfatasa 4cida de L. donovani (Bates
et al., 1989; Doyle y Dwyer, 1993) que, sin estar muy presente en el citoplasma celular,
se concentra conforme nos acercamos al bolsillo flagelar, desde donde es secretada

después de sufrir ciertas modificaciones en el aparato de Golgi (llg et al., 1999).
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EE
MVEBs

Figura I-11. Representacién esquemética de los
organulos que componen las vias de trafico
vesicular en promastigotes. fl, flagelo; fp, bolsillo
flagelar; G, aparato de Golgi; ER, reticulo
endoplasmatico; NE, envoltura nuclear; tER, reticulo
endoplasmatico cercano a Golgi; EE, endosomas
tempranos (representados como una red de tubulos y
vesiculas; L-MVT, tdbulo multivesicular; MVBs,
cuerpos multivesiculares; AC, acidocalcisoma; mt,
microtlbulos. Tomada de McConville et al. (2002).

2. TRANSPORTADORES ABC.

Los transportadores ABC componen una de las mayores familias de proteinas, con
una gran diversidad de funciones fisioldgicas. Alrededor del 5% del genoma de
Escherichia coli codifica transportadores ABC (Linton y Higgins, 1998). Presentan
dominios de uniébn a ATP caracteristicos, responsables de su denominacion (ATP
Binding Casette). Son proteinas altamente conservadas a lo largo de la evolucion y muy
ubicuas, encontrandose en todas las especies, desde procariotas hasta humanos
(revisado por Higgins, 1992). Desempefian una amplia variedad de funciones
fisiologicas, y tienen una importancia médica y econdmica considerable. En
microorganismos son esenciales para la resistencia a antibidticos y antifangicos,
mientras que en humanos estan asociados a enfermedades de origen genético como la
fibrosis quistica, enfermedad de Tangier y resistencia a farmacos en cancer.

Los transportadores ABC poseen una alta afinidad por sus sustratos y funcionan
unidireccionalmente para translocar solutos en contra de altos gradientes de

concentracion. Los sustratos transportados son estructuralmente variables, encontrando
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iones, metales pesados, -carbohidratos, aminoacidos, antibiéticos, farmacos
anticancerigenos, proteinas, fosfolipidos, esteroides, pigmentos, etc., aunque no todas
las proteinas ABC son transportadores, ya que pueden intervenir en la regulacion de

muchos procesos celulares.

Entre los transportadores ABC existen tanto exportadores como importadores. Los
importadores son fundamentalmente procaridticos y su principal funcion es la de
proporcionar nutrientes esenciales para la bacteria. Los exportadores se encuentran
tanto en procariotas como en eucariotas, y participan en el eflujo de diferentes
compuestos. lgualmente, la localizacion de estas proteinas en la célula es muy amplia,
encontrandose en membrana plasmatica, peroxisomas, reticulo endoplasmico, aparato
de Golgi, mitocondrias y vesiculas intracelulares, lo que explica su participacion en una

gran variedad de actividades biolégicas.

2.1. Organizacion estructural de los transportadores ABC.

Los transportadores ABC se componen de cuatro dominios estructurales: dos
dominios transmembrana hidrofébicos (TMD) y dos dominios citosdlicos
hidrofilicos que contienen la regién de union al ATP (NBS) (Higgins et al., 1986; Hyde et
al.,, 1990). Estos cuatro dominios constituyen la unidad basica funcional de estas
proteinas y pueden expresarse como péptidos independientes, como pares de dominios
0 como una sola proteina (Fig. [-12) (revisado por Higgins, 1992). Generalmente, los
importadores bacterianos presentan cuatro polipéptidos independientes y necesitan de
una proteina periplasmica extracelular de union al sustrato para funcionar de manera

Optima. Las proteinas ABC que no son transportadoras no tienen TMDs.

La caracteristica principal de todas las proteinas ABC son los NBSs, que unen e
hidrolizan el ATP, proporcionando la energia necesaria para la funcibn de estas
proteinas. Estos dominios son hidrofilicos, citosélicos y presentan tres motivos muy
conservados: Walker A, Walker B, y el motivo C (también denominado motivo sello).
Los motivos Walker A (GXXGXGKS/TS/T, donde X es cualquier aminoacido) y Walker B
(h4DE/D, donde h corresponde a un residuo hidrofébico) se encuentran en muchas
ATPasas; el tercer dominio o motivo sello que lleva la secuencia consenso LSGGQ, es

caracteristica y exclusiva de las proteinas ABC. Los NBSs son las regiones mas
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conservadas dentro de las proteinas ABC, alcanzando alrededor de un 30-40% de
identidad entre distintos transportadores ABC. La integridad de estos dominios es
esencial para la funcion de los transportadores ya que se han descrito mutaciones en los
NBSs de varios transportadores que inhiben su actividad. Se ha demostrado que la
hidrdlisis del ATP es necesaria para que se produzca el transporte. Sin embargo, el ATP
no es el Unico sustrato de estos transportadores, puesto que se ha visto que pueden
utilizar otros nucleoétidos. Por ejemplo, la proteina CFTR (cystic fibrosis transmembrane
regulator) utiliza GTP (Randak et al.,, 1996), y el NBS1 de ABCR funciona como una

nucleotidasa general (Biswas, 2001).

N\ ~ CooH

Figura I-12. Organizacién estructural de un transportador ABC tipico. Se observan los
segmentos hidrofébicos (celeste) insertados en la membrana y los dominios de union a
nucledtidos NBS (rojo) dispuestos hacia el interior celular (1). (E), exterior celular

Los dominios transmembrana estan constituidos por varios segmentos hidrofébicos
en o-hélice que atraviesan la membrana. La mayoria de los transportadores tienen 6
segmentos en cada TMD, pero hay variaciones respecto a esa estructura tipica. Por
ejemplo, algunas proteinas MRP contienen 5 segmentos hidrofébicos adicionales con un
extremo amino-terminal extracelular. Algunos de los segmentos pueden no ser
esenciales para la funcion principal del transportador, pero pueden desempefar
funciones auxiliares de insercion en la membrana o regulacion. Los TMDs conforman la
via a través de la cual los sustratos atraviesan la membrana, y determinan la
especificidad del transportador mediante sitios de union al sustrato, ya que mutaciones
en los TMDs pueden cambiar la selectividad del transportador por el sustrato (Zhou et
al., 1999).
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El tamafio y la hidrofobicidad de las proteinas ABC han impedido avanzar en la
resolucion de sus estructuras tridimensionales hasta que recientemente se consiguio
la primera estructura de alta resoluciéon (4,5 A) de un transportador ABC completo, la
proteina transportadora del lipido A, MsbA de E. coli (Chang y Roth, 2001), si bien la
estructura propuesta ha sido posteriormente considerada como un artefacto (Davidson y
Chen, 2005), lo que ha llevado a los autores a retractarse de su error (Chang et al.,
2006).

Recientemente se ha descrito la estructura (3 A) de un transportador ABC (Sav1866)
de Staphylococcus aureus (Dawson y Locher, 2006) (Fig. I-13-A), cuya secuencia y
caracteristicas bioquimicas lo emparentan con familia ABCB humana (en la que se
encuentran MDR1 y TAP1/TAP2). La estructura predicha corrobora la obtenida para
MDR1 humano mediante micrografia electronica de baja resolucion (Rosenberg et al.,
2005). La estructura presentada por Dawson y Locher apoya los datos genéticos,
bioguimicos y estructurales de transportadores ABC homdlogos, tanto bacterianos como
humanos. Los autores muestran la estructura de un transportador ABC multidroga
bacteriano, en una conformacion abierta al exterior, con un unico sitio de translocacion
de sustrato expuesto al medio extracelular. La unidad funcional de Sav1866 es un
dimero con dos subunidades, y cada subunidad consiste en un dominio transmembrana
amino-terminal (TMD) y un dominio de unién a nucleétidos carboxi-terminal (NBS). Las
dos subunidades presentan un giro considerable una sobre otra, con lo que tanto los
TMDs como los NBSs se encuentran interaccionando muy cercanos en el espacio (Fig. I-
13-A). Los NBSs del homodimero presentan una estructura similar a la determinada por
otros estudios. Exponen los motivos conservados de union e hidrélisis del ATP en la
superficie de interaccién entre los dos NBSs, lo que crea un enlace directo entre los dos
sitios y proporciona las bases moleculares de cooperatividad observada en la unién e
hidrolisis del ATP. Los NBSs y los TMDs estan unidos por un corto puente de lazos
intracelulares. Los cambios conformacionales generados por la unién e hidrélisis del
ATP se transmiten desde los NBSs a los TMDs a través de interacciones no covalentes
en la superficie de contacto entre los lazos intracelulares y los NBSs. De hecho, la
mayoria de los residuos que conforman esa region se encuentran muy conservados ente
las proteinas ABC. Los dos TMDs forman una camara dentro de la membrana que se
abre a la cara citoplasmatica de la membrana. Existiria una conformacion que permitiria
el acceso del sustrato desde el interior celular, y otra conformacién abierta hacia el
exterior celular, que permitiria la salida del sustrato. La estructura de Sav 1866 entra en
conflicto con el esquema clasico del tranportador ABC, puesto que, mas que alineadas
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una al lado de la otra, las dos subunidades del transportador estarian intrinsecamente
asociadas, puesto que la mayor superficie de contacto de los lazos intracelulares seria
con el NBS de la subunidad contraria (Fig. I-13-B). Esta hipétesis desafia los modelos
mecanisticos que sugieren que los NBSs dimerizan al unirse el ATP y se disocian por

completo al finalizar el ciclo de transporte (ver apartado 2.2).

Citoplasma

ATP ATP

FiguraI-13. A) Estructura de un transportador ABC bacteriano. Una subunidad del transportador
esta representada en turquesa; la otra, en amarillo. La sombra gris representa la posible localizacion
de la membrana plasmatica. TMDs, dominios transmembrana; NBSs, dominios de unién a
nucledtidos; ICLs, lazos intracelulares.

B) Esquema de un transportador ABC. 1) Esquema inicial que representa dos subunidades
alineadas, y sugiere una separacion durante el ciclo de transporte. 2) Esquema de Sav1866 en la
conformaciéon observada, abierta al exterior. El dibujo enfatiza el giro de las subunidades. El
rectangulo gris indica la localizacién de la membrana; las flechas indican la salida del farmaco hacia
el espacio extracelular. Tomada de Dawson y Locher (2006).

Esta estructura estd de acuerdo con la deducida para la glicoproteina-P (Pgp)
mediante micrografia electronica (Rosenberg et al., 1997), en la que aparece un gran
poro central cerrado en su cara citoplasmatica que forma una camara acuosa en la
membrana. Ultimamente se ha obtenido la estructura tridimensional de baja resolucion
de la Pgp de mamiferos en presencia y ausencia de nucleétidos mediante microscopia

electrénica (Fig. [-14). En ausencia de nucleétidos, los dos TMDs forman un “barril” de 5-
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6 nm de didmetro y 5 nm de profundidad constituyendo un poro a través de la
membrana, que se abre hacia la cara extracelular de ésta. Cuando se une el nucleétido,
se produce una reorganizaciéon de los TMDs en tres dominios compactos cada cual con
2-3 nm de diametro y 5-6 nm de profundidad. Esta reorganizacién abre el poro central
en toda su longitud, permitiendo el acceso de sustratos hidrofébicos desde la bicapa

lipidica (Rosenberg et al., 2003).

Figura I-14. Representacion gréfica de la estructura tridimensional de la
proteina Pgp deducida a partir de los resultados de microscopia electrénica.
P, poro acuoso abierto hacia la cara externa de la membrana plasmatica; TMD,
dominios transmembrana; NBD, l6bulos de 3 nm que probablemente corresponden
a los dominios de unién a nucleétidos. Vista perpendicular a la cara externa de la
membrana (A). Vista lateral de la proteina (B), se observa una apertura (flecha) por
la cual accede la fase lipidica de la bicapa (lineas horizontales) hacia el interior del
poro. Tomada de Rosenberg et al. (2003).

2.2. Mecanismo de accion.

Clasicamente, dos modelos han intentado explicar el mecanismo por el cual los
transportadores ABC llevan a cabo su funcion de transporte tomando como ejemplo a la
proteina Pgp humana. El primero de estos modelos se denomina “aspiradora
hidrofébica” y plantea que los farmacos hidrofébicos son directamente expulsados por
la proteina desde la membrana plasmatica (Gottesman y Pastan, 1993), mientras que
otro modelo plantea que la Pgp actia como una flopasa, transportando sustratos desde
la cara interna de la bicapa lipidica hasta la cara externa, desde donde se liberan al
exterior (Higgins, 1992). En consecuencia, el coeficiente de particién y la hidrofobicidad
de los compuestos deben ser factores claves para determinar la eficiencia de transporte

de la Pgp, de manera que la amplia selectividad de este transportador podria explicarse
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por la capacidad de los sustratos para intercalarse en la bicapa donde serian

reconocidos por la proteina.

Se ha propuesto que la estructura topolégica de la Pgp cambia durante el proceso
de transporte, siendo los segmentos transmembrana la parte moévil del transportador
(Zhang, 2001). Los estudios de Rosenberg et al. (2001, 2003) mediante microscopia
electrénica sobre los cambios conformacionales de la Pgp durante varias etapas del ciclo
catalitico, concluyen que los huecos que quedan entre los dos TMDs permitirian el
acceso del sustrato a la camara desde la cara interna de la bicapa, lo que esta de

acuerdo con el modelo que propone una actividad flopasa para la proteina.

El ciclo de transporte de las proteinas ABC se inicia mediante la interaccion
especifica del sustrato con los dominios transmembrana en puntos concretos de éstos,
denominados farmacéforos, cuyo nimero no se conoce, aunque parecen ser dos (Fig. I-
15-1). La union del sustrato origina un cambio conformacional en los TMDs que se
transmite a los NBSs para iniciar la hidrolisis del ATP (Fig. 1-15-11). Para ello, se
requieren los dos NDBs activos, aunque existe un mecanismo catalitico alternativo por el
cual un solo NBS hidroliza el ATP. Hasta hace poco se pensaba que la hidrolisis de ATP
producia cambios conformacionales en los NBSs que se transmiten a los TMDs,
llevdndose asi a cabo el transporte. Todavia no se conoce cuantas moléculas de ATP
deben ser hidrolizadas por cada molécula de sustrato transportada, probablemente 1 6 2
(revisado por Higgins, 2001). Recientemente se ha observado que durante las diferentes
etapas del ciclo catalitico, los TMDs de la proteina sufren una gran reorganizacion dentro
de la membrana, debido principalmente a la union del ATP a los NBSs (Higgins y Linton,
2004; Rosenberg et al., 2003). Esto sugiere que es la unién del ATP, y no la hidrélisis, la
gue conduce a los cambios conformacionales de los dominios TMDs que exponen el
sustrato al medio extracelular, si bien existe todavia una gran controversia (revisado por
Loo y Clarke, 2005). El papel de la hidrélsisis del ATP seria devolver a la proteina a su
estado inicial, permitiendo que ésta quede libre para unir otra molécula de sustrato (Fig.
[-15-1l1 y IV) (revisado por Ambudkar et al., 2006).

La actividad de las proteinas ABC puede estar regulada por el nivel de fosforilacion
de la proteina. Fosforilaciones en la region de union entre ambas mitades de la Pgp
pueden modular la interaccion con ciertos sustratos (Szabo et al., 1997). La proteina

CFTR esta regulada por proteinas kinasas y fosfatasas. La actividad del canal CFTR
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aumenta unas 100 veces tras la fosforilacion. El dominio regulador posee numerosos

sitios susceptibles de ser fosforilados por PKA (revisado por Gadsby et al., 2006).

QT‘?
’ Dimero cerrado

ITT

Dimero abierto

Figura I-15. Esquema del ciclo de transporte de un transportador ABC. Los TMDs aparecen como
cilindros que atraviesan la membrana. Los NBSs se muestran esqguematicamente en el lado
citoplasmatico de la membrana (magenta y azul). El transportador en su estado basal tiene los NBSs
formando un dimero abierto con baja afinidad por el ATP. El sitio de unién a farmacos (rosa) es de alta
afinidad y se encuentra en la cara interna de la membrana. I). El ciclo de transporte se inicia con la union
del sustrato a su sitio de alta afinidad en el TMD. Aumenta la afinidad del NBS por el ATP, disminuyendo
la energia de activacion para la formacion del dimero cerrado. Se unen dos moléculas de ATP
cooperativamente para generar el dimero cerrado. Il). El dimero cerrado formado por los NBSs induce un
cambio conformacional en los TMDs, de forma que el sitio de union a farmacos queda expuesto al
exterior celular, reduciéndose su afinidad y liberando el farmaco. 1l1). Se hidroliza el ATP, formandose un
intermediario de transicion. La hidrélisis de las dos moléculas de ATP suele ser secuencial. 1V). La
liberacién secuencial de Pi, y posteriormente ADP devuelve al transportador a su estado original. Tomado
de Higgins y Linton (2004).
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2.3. Clasificacion de la familia ABC.

En el genoma humano podemos encontrar 49 genes que codifican proteinas ABC,
las cuales se han clasificado en 7 subfamilias diferentes en base a la similitud de sus
estructuras génicas y la homologia de sus secuencias (Dean et al., 2001b),
(http://nutrigene.4t.com/humanabc.htm) (Tabla I-1).

La subfamilia ABCA contiene actualmente 12 miembros, entre los cuales se
encuentra ABCAL, involucrado en el transporte de colesterol y fosfolipidos, y ABCA4 o
ABCR que transporta derivados de la vitamina A en las células fotorreceptoras de la

retina.

La subfamilia ABCB comprende 11 miembros. A ella pertenece la Pgp MDRL1
(ABCB1), que fue el primer gen ABC clonado y caracterizado por su capacidad de
conferir el fenotipo de multirresistencia a farmacos (MDR) en células de céancer. La
proteina MDR3 o ABCB4 se expresa en el higado y participa en la secrecion de la
fosfatidilcolina. En estas familias se encuentran también las proteinas ABCB2 y ABCB3
(TAP), los cuales son transportadores con una topologia distinta a la de un transportador
ABC clasico: tienen un Unico TMD y un NBS que heterodimerizan para transportar
péptidos al reticulo endoplasmatico, los cuales son presentados como antigenos a las

moléculas HLA de clase I.

Por su parte, la subfamilia ABCC contiene 12 transportadores que llevan a cabo
funciones en el transporte de iones, secrecion de toxinas y transduccion de sefiales. En
esta familia se incluye la proteina ABCC7 (CFTR), un transportador particular en cuanto
a que es un canal de iones cloro, pero también ejerce funciones reguladoras sobre otros
canales. ABCC8 y ABCC9 son los transportadores SUR que unen sulfonilurea y modulan
los canales de potasio involucrados en la regulacion de la secrecion de insulina. El resto
de la familia estd compuesta por nueve proteinas MRP relacionadas con la
multirresistencia. ABCC1, ABCC2 y ABCC3 transportan compuestos téxicos conjugados
con glutation y otros aniones organicos. ABCC4, ABCC5, ABCC11 y ABCC12 son

proteinas mas pequefias que carecen de un dominio amino-terminal.

La subfamilia ABCD engloba 4 proteinas con una topologia particular (un Gnico TMD

y un NBS), localizadas en peroxisomas.
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Las subfamilias ABCE y ABCF contienen proteinas ABC que no son transportadoras.

Tienen dominios NBS, pero no TMD.

La subfamilia ABCG contiene 6 transportadores con un NBS en el extremo amino y
un TMD en el extremo carboxilo, una orientacion inversa a la del resto de
transportadores ABC. ABCG1, ABCG5 y ABCGS8 estan implicados en el transporte de
esteroles, mientras que ABCG2 (MXR, BCRP) se ha relacionado con la multirresistencia
a farmacos en las células tumorales.

Hasta la fecha, un total de 18 transportadores ABC estan asociados directamente
con enfermedades (revisado por Dean, 2006). Los genes ABC generalmente codifican
proteinas estructurales por lo que todas las enfermedades son recesivas. Mutaciones
en genes que codifican varias proteinas ABC producen enfermedades genéticas severas
como son la fibrosis quistica, la adrenoleucodistrofia, la colestasis hepatica, la distrofia

macular de Stargardt y la enfermedad de Tangier.

Por otro lado, la sobreexpresion de ciertos transportadores ABC es la causa mas
frecuente de resistencia a agentes citotéxicos como antibidticos, antifingicos,
herbicidas y farmacos anticancerigenos. Concretamente, la sobreexpresion de la
proteina Pgp ha mostrado ser una de las principales causas del fenotipo de
multirresistencia a farmacos (MDR) en células tumorales (revisado por Ambudkar et al.,
2003). Las proteinas MRP también se han relacionado con el fenotipo MDR, siendo
capaces de conferir resistencia a farmacos como la doxorubicina, daunomicina,
vincristina o colchicina. También se ha descrito sobreexpresion de la proteina ABCG2 en
casos de resistencia a antraciclinas en lineas celulares de cancer de mama (Allikmets et
al., 1998; Doyle et al., 1998; Miyake et al., 1999).
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Subfamilia  Simbolo  Alias Expresidn Funcién
ABCA ABCA1 ABC1 Ubicua Modula el eflujo de fosfolipidos y colesterol hacia
HDL
ABCA2 ABC2 Cerebro Resistencia a estramustina
ABCA3  ABC3,ABCC Pulmén Produccién de surfactante pulmonar
ABCA4  ABCR Fotorreceptores Eflujo de N-retinildien-PE
ABCAS Mdsculo, corazén y
testiculos
ABCA6 Higado Transporte de lipidos
ABCA7 Bazo y timo Transporte de lipidos
ABCA8 Ovario
ABCA9 Corazén
ABCA10 Mdsculo y corazén
ABCA12 Estémago
ABCA13 Bajo en todos los tejidos
ABCB ABCB1 MDR1 Tejido adrenal, rifiony Multiresistencia a drogas
cerebro
ABCB2 TAP1 Todas las células Transporte de péptidos
ABCB3 TAP2 Todas las células Transporte de péptidos
ABCB4 MDR3 Higado Transporte de fosfatidilcolina
ABCB5 Ubicua
ABCB6 MTABC3 Mitocondria Transporte de hierro
ABCB7 ABC7 Mitocondria Transporte de Fe/S
ABCB8 MABC1 Mitocondria
ABCB9 Corazén y cerebro
ABCBIO  MABC2 Mitocondria
ABCB11  SPGP Higado Transporte de sales biliares
ABCC ABCC1 MRP1 Pulmén, testiculos y PBMC Resistencia a fdrmacos
ABCC2 MRP2 Higado Eflujo de aniones orgdnicos
ABCC3 MRP3 Pulmén, intestino e higado Resistencia farmacos
ABCC4 MRP4 Préstata Transporte de nucledsidos
ABCC5 MRP5 Ubicua Transporte de nucleésidos
ABCC6 MRP6 Rifién, Higado
ABCC7  CFTR Tejido exocrine Canal de iones cloruro
ABCC8 SUR Pdncreas Receptor de sulfonilureas
ABCC9 SUR2 Corazén y misculo
ABCC1I0  MRP7 Baja en todos los tejidos
ABCC1l  MRP8 Baja en todos los tejidos
ABCC12  MRP9 Baja en todos los tejidos
ABCC13 Higado fetal y médula ésea
ABCD ABCD1 ALD Peroxisomas Regulacién del transporte de dcidos grasos de cadena
muy larga
ABCD2 ALD1, ALDR Peroxisomas
ABCD3  PXMP1PMP70 Peroxisomas
ABCD4  PMP69 P70R Peroxisomas
ABCE ABCE1 OABP RNS41 Ovarios, testiculos y bazo Proteina de unién a oligoadenilato
ABCF ABCF1 ABC50 Ubicua
ABCF2 Ubicua
ABCF3 Ubicua
ABCG ABCG1 ABC8,White Ubicua Transporte de colesterol
ABCG2 BCRP,ABCP MXR Placenta e intestino Resistencia fdrmacos
ABCG4 White2 Higado
ABCG5 White3 Higado e intestino Transporte de esteroles vegetales
ABCG8 Higado e intestino Transporte de esteroles vegetales

Tabla I-1. Lista de genes ABC humanos pertenecientes a las 7 subfamilias descritas. Se detallan,
cuando corresponde, los nombres originales o alternativos de los genes. Tomada de ABC Proteins:
From Bacteria to Man, B. Holland (2003).
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2.3.1. Subfamilia ABCG.

La subfamilia ABCG humana contiene cinco proteinas caracterizadas, con la mitad
del tamafio de un transportador ABC clasico. La organizacion de sus dominios es inversa
a la del resto de los transportadores ABC, con un Unico NBS en el extremo amino y un
TMD en el extremo carboxilo (Fig. 1-16). Todas las proteinas ABCG humanas estan
formadas por “half-transporters” tipo NBS-TMD, aunque se han descrito
transportadores completos con la organizacion NBS-TMD-NBS-TMD en organismos
como Saccharomyces cerevisiae y Arabidopsis thaliana. El locus White de Drosophila fue
identificado incialmente por mapeo genético. La proteina white forma un heterodimero
con cada una de las otras dos proteinas tipo ABCG, brown y scarlet, para transportar
guanina y triptéfano (moléculas precursoras de los pigmentos oculares) en las células

oculares de la mosca (Chen et al., 1996).

Sorprendentemente, existen sdlo 5 genes en el genoma humano, mientras que
existen 15 en el de Drosophila. En A. thaliana se identific6 recientemente un
transportador tipo ABCG implicado en el transporte de cera a la cuticula de la planta
(Pighin et al., 2004). Los analisis evolutivos de los genes de levadura demostraron que
casi todos ellos divergieron hace mucho tiempo. Esto es también evidente por el analisis
de la posicion de los intrones, que no se conserva entre los genes. La Unica excepcion
son los genes ABCG1 y ABCG4, que estan estrechamente relacionados tanto en la
secuencia aminoacidica, como en la posicion idéntica de sus intrones (revisado por Dean
et al., 2001a).

La mayoria de las proteinas ABCG humanas muestran menos del 30% de identidad y
menos del 50% de homologia. En las proteinas de Homo sapiens, Mus musculus y
Rattus norvegicus existen varios residuos aminoacidicos altamente conservados en las
14 proteinas ABCG conocidas en estos organismos, diferentes de los que se encuentran
en los motivos Walker A, B y el sello de la familia. Merece la pena destacar que la
mayoria de estos residuos se encuentran en los NBSs, y so6lo algunos se localizan en los
TMDs, si bien se desconoce la funcion de estos aminoacidos con respecto a la funcién y

estructura de la proteina.

La topologia de estos transportadores es interesante en cuanto a la evolucion de esta
subfamilia de proteinas. Se han sugerido dos rutas posibles por las que podrian haber

aparecido las proteinas ABCG (Anjard y Loomis, 2002). Una defiende que el gen ABCG
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original, en el que el NBS precede al TMD, apareci6 de la fusibn de regiones
independientes que codificaban dichos dominios. Segun los nuevos datos protedOmicos
predichos a partir de la secuencia gendmica de Dictyostelium discoideum, Anjard y
colaboradores formularon una segunda alternativa en la que el gen ABCG podria
haberse originado a partir de la regidn central de un transportador ABC completo de las
subfamilias A, B o C (TMD-NBS-TMD-NBS) tras la pérdida del primer TMD y del segundo
NBS. La duplicacién en tandem y fusién de los genes “half-transporters” ABCG podria
haber dado lugar a los transportadores completos de la subfamilia ABCG (revisado por
Lorkowski y Cullen, 2002)

Figura I-16. Organizacion
estructural de un
transportador ABCG. Se
observa el dominio de
union a nucledtidos (NBS)
en el extremo amino, y los
segmentos transmembrana
(celeste) en el extremo
carboxilo.

NH;

La mayoria de las proteinas ABCG humanas parecen estar implicadas en el
metabolismo lipidico y/o de esteroles. ABCG1 se expresa de forma ubicua y esta
implicado en el transporte de colesterol, mientras que ABCG4, con el que comparte una
gran identidad, podria tener una funcién parecida en el cerebro. ABCG5 y ABCG8
transportan esteroles de plantas en el intestino y el higado. ABCG2 es un transportador
con una alta capacidad de eflujo, esta implicado en la resistencia a farmacos y reconoce
una amplia variedad de sustratos, tanto de carga negativa como positiva, aniones
organicos y compuestos conjugados a sulfato; se localiza en la membrana plasmatica de
las células, lo que es inusual entre los “half-transporters” de mamiferos, cuyos dimeros
funcionales se habian localizado, hasta ahora, en membranas internas (revisado por

Kusuhara y Sugiyama, 2007)
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2.3.1.1. ABCGL.

ABCG1 fue descrito de manera independiente por Chen et al., Croop et al., y
Savary et al. (Croop et al., 1997; Chen et al., 1996; Savary et al., 1996) como el
homologo del gen white de Drosophila. Se han detectado varios transcritos de ABCG1
en distintos tipos celulares, procedentes de eventos de splicing alternativos o del uso de
distintos sitios de iniciacion de la transcripcién (Lorkowski et al.,, 2001). Cserepes y
colaboradores realizaron estudios en células de insecto coexpresando ABCG1 con un
mutante inactivo de ABCG4 y observaron una disminucion en la actividad de ABCG1, lo
que se deberia a una interaccion especifica de ABCG4 con ABCG1 en un complejo
heterodimérico (Cserepes et al., 2004). Experimentos de entrecruzamiento parecen
indicar que ABCGL1 forma homodimeros (Vaughan y Oram, 2005), si bien esto no esta

totalmente claro.

Se piensa que ABCG1 esta implicado en el transporte de colesterol, ya que su
expresion se induce por la ruta de los receptores nucleares de hormonas LXR y RZR tras
incubar los macrofagos con colesterol (Kennedy et al., 2001; Klucken et al., 2000). El gen
ABCGL1 se expresa en pulmon, cerebro, bazo y macréfagos. En el higado, ABCG1 se
expresa principalmente en las células de Kupffer (Hoekstra et al., 2003). La expresion de
ABCGL1 esta incrementada en macréfagos de pacientes con la enfermedad de Tangier,
comparados con macrofagos control (Lorkowski et al., 2001). Kennedy y colaboradores
describieron que, al eliminar el gen ABCG1 en ratones sometidos a una dieta alta en
grasas y colesterol, éstos mostraban acumulacién de lipidos neutros y fosfolipidos en
hepatocitos y macréfagos, mientras que la sobreexpresion de ABCG1 protegia los tejidos
murinos de la acumulacion de lipidos (Kennedy et al., 2005; Klucken et al., 2000). La
proteina ABCGL1 enddgena se localiza en la region perinuclear y, en algunos casos, esta
distribuida en la membrana plasmatica de macréfagos cargados con lipidos (Klucken et
al., 2000; Lorkowski et al., 2001). La transcripcion de ABCG1 esta incrementada en
macréfagos cargados de lipidos y depende de la presencia del receptor nuclear LXR.
ABCG1 media el transporte de colesterol desde las células hacia las fracciones
mayoritarias de HDL, HDL-2 y HDL-3, pero no a apoA-I libre de lipidos (Wang et al.,
2004), y redistribuye el colesterol a los dominios de la superficie celular que son
accesibles para su retirada por HDL (Vaughan y Oram, 2005). La inhibicion de la
expresion de la proteina ABCG1 provoca una reduccién en el eflujo de colesterol y
fosfolipidos dependiente de HDL-3 en macréfagos (Klucken et al., 2000). Estos

resultados sugieren que ABCG1 esta implicado en el eflujo de lipidos en células
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periféricas, al igual que ABCALl. En cualquier caso, el mecanismo por el cual lleva a
cabo este eflujo no esta del todo claro (revisado por Cavelier et al., 2006).

Estudios recientes han corroborado la presencia de ABCG1 en la membrana
plasmatica de las células y su implicacién en el eflujo de colesterol y fosfolipidos
(esfingomielina, preferentemente) (Kobayashi et al., 2006). Se ha especulado sobre la
posible implicacion de ABCG1 en el transporte de oxiesteroles, y su papel protector

frente a la muerte celular inducida por 7p-hidroxicolesterol (Engel et al., 2007).

2.3.1.2. ABCG2.

El gen ABCG2 humano fue clonado en 1998 por Doyle y colaboradores a partir de
una linea celular MCF7 de cancer de mama resistente a doxorubicina y recibié el nombre
de BCRP (Breast Cancer Resistance Protein) (Doyle et al., 1998). Este término, sin
embargo, resulté engafioso, puesto que el gen no estaba limitado ni al tejido mamario, ni
a células cancerigenas. Mas tarde, otros grupos clonaron el cDNA de BCRP y
denominaron al gen MXR (Mitoxantrone Resistance Protein) y ABCP (Placental ABC
Protein) (Allikmets et al., 1998; Miyake et al., 1999). Actualmente, siguiendo la
recomendacion del “Human Genome Nomenclature Comittee” se le designa como
ABCG2.

-DISTRIBUCION Y FUNCION DE ABCG2.

La proteina ABCG2 humana esta sobreexpresada en lineas celulares resistentes a
farmacos y tumores lo que, junto con su actividad de transporte de un gran niamero de
agentes antitumorales, sugiere un papel de esta proteina en la multirresistencia a
farmacos en cancer. Ademas, ABCG2 se encuentra en muchos tejidos normales como
la placenta, higado, intestino delgado, pulmén, rifién, glandulas adrenales, endotelio y
células madre (Fig. I-17). La expresién de ABCG2 en la membrana plasmatica de los
sincitiotrofoblastos de la placenta (Maliepaard et al., 2001) sugiere que ABCG2
estaria protegiendo al feto mediante el eflujo de farmacos y toxinas desde la placenta a
la circulacion materna. La expresién de ABCG2 en la membrana apical del canaliculo
biliar parece corroborar la recientemente descrita capacidad de ABCG2 para transportar
conjugados sulfatados de esteroides y xenobidticos, y la expresién en la vesicula biliar
sugiere una funcion en la excrecion de conjugados de 4cidos biliares al intestino (Suzuki

et al., 2003). Tanto en el intestino humano como de ratén, ABCG2 se expresa en la
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membrana apical de las células intestinales (Jonker et al., 2002; Maliepaard et al., 2001).
Esta localizacion es ideal para limitar la absorcidn intestinal de compuestos ingeridos vy,
de hecho, ABCG2 modularia la absorcion de materiales toxicos de la comida, asi como

de algunos agentes farmacolégicos de aplicacién oral (Jonker et al., 2002).

La expresion de ABCG2 en la glandula mamaria esta regulada hormonalmente;
ABCG2 aparece con niveles altos de expresion solo en la membrana apical de las
células epiteliales de los alveolos de la glandula mamaria y Gnicamente durante la fase
tardia de embarazo y la lactancia (Jonker et al., 2005). Se estudi6 el transporte de ciertos
sustratos de ABCG2 que aparecen en la leche materna y se demostré que existe una
secreciéon activa de topotecan, el carcindbgeno de la dieta PhiP (2-amino-1-metil-6-
fenilimidazo[4,5-b] piridina) y cimetidina (todos sustratos de ABCGZ2) a la leche materna.
ABCG2 es probablemente uno de los principales factores implicados en la secrecion
activa de xenobiéticos a la leche. Este hecho suscité la posibilidad de que, aunque
ABCG2 pudiera facilitar de manera involuntaria la transferencia de toxinas a la leche,
también podria desempefiar una funcion en la transferencia de nutrientes a los lactantes

(revisado por van Herwaarden et al., 2006).

ABCG2 se expresa de manera constitutiva en el endotelio de venas y capilares
(Maliepaard et al., 2001). Por el contrario, apenas se aprecia en arteriolas. La mayor
presencia de ABCG2 en las células endoteliales de las venas puede estar relacionada
con la regulacion de ABCG2 mediada por los niveles de oxigeno. En humanos, ABCG2
se localiza principalmente en la superficie luminal de las células endoteliales de los
vasos del sistema nervioso central, sugiriendo una funcion de protecciéon frente a

farmacos en la barrera hemato-encefalica (Cisternino et al., 2004).

Ademas, ABCG2 se expresa en células madre, donde parece tener una funcion
clave en la diferenciacion y proteccion frente a xenobioticos. Del mismo modo, ABCG2
se une e interacciona con las porfirinas, por lo que las células pueden utilizar ABCG2
para reducir la acumulacién de hemo/porfirinas. ABCG2, por lo tanto, confiere una
considerable ventaja a las células a la hora de sobrevivir en condiciones de hipoxia
(Krishnamurthy et al., 2004; Krishnamurthy y Schuetz, 2005). Los estudios sugieren que
ABCG2 aumenta las probabilidades de supervivencia celular en ambientes pobres en
oxigeno, disminuyendo la acumulacion de metabolitos toxicos del grupo hemo. Esto tiene

una gran importancia para el tratamiento quimioterapeutico de tumores solidos que
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tengan una expresion incrementada de ABCG2 en condiciones de hipoxia, asi como

para la supervivencia de células madre en transplantes (revisado por Krishnamurthy y

Schuetz, 2006).

Por su localizacion en la membrana plasméatica, ABCG2 puede expulsar de las
células una amplia variedad de farmacos, como los anticancerigenos mitoxantrona,
topotecan y metotrexato, confiriendo, por lo tanto, resistencia a estas citotoxinas.

La funcion de ABCG2 de proteccion frente a xenobidticos, actuando como una
bomba de eflujo de citotoxinas, esta de acuerdo con su localizacién en la membrana
plasmatica (revisado por Hardwick et al., 2007). De hecho, ABCG2 es Unico entre los

ABC “half-transporters” en cuanto a su localizacién en la membrana plasmética y no en

membranas intracelulares.
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PLACENTA
Proteccion del feto
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Excrecién hepato-biliar

CELULAS MADRE
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Proteccion frente a xenobicticos?

GLANDULA MAMARIA
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FiguraI-17. Representacién esquematica de la localizacién de ABCG2

y su funcién en el organismo. Tomada de (Staud y Pavek, 2005).
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Los “half-transporters” funcionan formando homodimeros o heterodimeros. Los
ensayos realizados con ABCG2 expresados en dos sistemas heterdlogos argumentaron
la formacién de un homodimero (Sarkadi et al., 2004). Kage y colaboradores
demostraron la existencia de interacciones fisicas que confirmaban la formacion de
homodimeros mediante enlaces disulfuro intermoleculares (Kage et al., 2002). Estudios
recientes sugieren la formacion de oligémeros de ABCG2, siendo el tetrdmero la forma
funcional (Xu et al., 2004). Mas recientemente, ABCG2 se purificé en células de insecto y
el estudio de su estructura proporcioné evidencias de que existe en forma octamérica,
como un tetrdmero de dimeros (McDeuvitt et al., 2006). Aunque todavia se desconoce la
relevancia fisiolégica de estos oligbmeros, si es cierto que la formacién de esos
complejos podria afectar al trafico de la proteina y la actividad de transporte alterando el

numero y/o funcionalidad de las moléculas en la membrana plasmatica.

-SUSTRATOS E INHIBIDORES.

ABCG2 transporta un amplio rango de sustratos, que se solapan en parte con los
de Pgp y MRPL1. Transporta moléculas hidrofobicas, con carga positiva o negativa, entre
las que se encuentran compuestos citotoxicos (mitoxantrona, topotecan, flavopiridol,
metotrexato), sondas fluorescentes (Hoechst 33342), y diferentes compuestos téxicos
que aparecen en la comida (2-amino-1-metil-6-fenilimidazol [4,5-b] piridina, PhiP) o
feofdrbido (revisado por Sarkadi et al., 2004). La mayoria de las lineas que
sobreexpresan ABCG2 se caracterizan por una gran resistencia a mitoxantrona. ABCG2,
como en el caso de Pgp, no requiere glutation para transportar los sustratos, mientras
que MRP1 si lo necesita (Zaman et al., 1995). ABCG2 presenta variaciones en la
capacidad de transporte dependiendo de los modelos utilizados para su caracterizacion.
Por ejemplo, se ha demostrado que ABCG2 sélo transporta esteroides sulfatados en
sistemas de vesiculas de mamifero (Imai et al., 2003). Por el contrario, el estradiol sin
conjugar y el 4cido biliar colato son sustratos de ABCG2 expresado en la bacteria gram-
positiva Lactococcus lactis (Janvilisri et al., 2003). Estas diferencias pueden reflejar las
distintas composiciones de las membranas de L. lactis y las células de mamiferos, o

diferencias en los sistemas de ensayo (células frente a vesiculas de membrana).

ABCG2 interacciona con las porfirinas y compuestos derivados de éstas, y
estudios recientes sugieren que estos compuestos son sustratos naturales de ABCG2
(Jonker et al., 2002; Krishnamurthy et al., 2004;revisado por Krishnamurthy et al., 2007).
El feoférbido A es un metabolito de la clorofila, usado como fotosensibilizador en el
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tratamiento experimental de tumores, y se ha demostrado que es un sustrato de ABCG2
(Robey et al., 2004).

Recientemente se ha observado que ABCG2 secreta riboflavina (vitamina B2) a la
leche, proporcionando asi un nutriente esencial. Se trata del primer transportador ABC

implicado en el transporte de alguna vitamina a la leche (van Herwaarden et al., 2007).

La inhibicion de la funcion de ABCG2 puede ser una estrategia farmacolégica
anticancerigena. En tumores con altos niveles de expresion de ABCG2 de forma natural
(tumores de la linea germinal, cerebrales), la inhibicion de ABCG2 puede incrementar los
niveles intracelulares del agente quimioterapeutico, aumentando asi la toxicidad.
(revisado por Krishnamurthy y Schuetz, 2006). Sin embargo, el papel protector de
ABCG2 en células madre hematopoyéticas y probablemente en otros tejidos podria
complicar la aplicacion de inhibidores eficaces de ABCG2 para mejorar la respuesta
quimioterapeutica de los tumores que sobreexpresan ABCG2. Para incrementar la
viabilidad de los farmacos citotoxicos en el tratamiento del cancer, pueden aplicarse en
clinica inhibidores de ABCG2 como elacridar (Breedveld et al., 2006). Obviamente, estos
inhibidores pueden también inhibir ABCG2 en células madre y células progenitoras en
tejidos normales, con lo cual los tejidos podrian desarrollar una susceptibilidad drastica
como resultado de la inhibicion de ABCG2. Para evitar estos efectos, habria que reducir
la dosis requerida del farmaco, lo que ensombreceria cualquier beneficio del tratamiento

con el inhibidor (van Herwaarden et al., 2006).

Recientemente se ha demostrado que dos inhibidores especificos de tirosin
guinasas, imatinib (Gleevec, ST1-571) y gefitinib (Iressa, ZD1839), interaccionan con
ABCG2 con una alta afinidad, a pesar de que fueron desarrollados para interaccionar
selectivamente con sus dianas intracelulares, las kinasas Bcr-Abl y ErB1,
respectivamente. Aunque gefitinib parace inhibir inicamente ABCG2 (Nakamura et al.,
2005), imatinib es, aparentemente, un inhibidor y un sustrato (Houghton et al., 2004). La
modulacion de ABCG2 por los inhibidores de tirosin quinasas seria un factor de

importancia en el tratamiento de pacientes con cancer.

-VARIANTES.

Cambios en un Gnico aminoacido en residuos clave de los transportadores ABC
pueden alterar su especificidad por el sustrato. En el caso de ABCG2, el cambio de

arginina a treonina o glicina en la posicidon 482 altera la especificidad por el sustrato
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(Allen et al., 2002; Honjo et al., 2001). Los estudios realizados demostraron que el
transporte de rodamina 123 dependia del aminoacido en la posicion 482. Una glicina o
treonina en esa posicidn permitia el transporte de rodamina 123, mientras que una
arginina no (Honjo et al., 2001). Estos resultados indican que una mutacién en un Unico
aminoacido (mutacion de ganancia de funcién) puede incrementar la capacidad de
transporte. Un buen ejemplo es la capacidad de transportar antraciclinas adquirida por
parte de ABCG2 con una glicina o treonina en 482. Sin embargo, aunque estos mutantes
adquieren la capacidad de transportar ciertos sustratos, pierden la de transportar
metotrexato (Volk et al.,, 2002; Volk y Schneider, 2003). Merece la pena destacar que
ABCG2 con arginina en 482 y ABCG2 con glicina en 482 tienen una capacidad similar de
transporte de antibibticos, esteroles no conjugados y acidos biliares primarios (Janvilisri
et al., 2005). Los autores especulan que la carga intracelular en la posicién 482 es
importante para las interacciones electrostaticas con algunos sustratos en la interfase
membrana-citosol. Sin embargo, trabajos recientes sugieren que el efecto del cambio del
amino&cido en la posicién 482 no estd mediado por la interaccién con el sustrato, sino
gue el residuo en 482 afectaria a la actividad ATPasa o bien al ciclo de transporte de
ciertos sustratos por ABCG2 (Ejendal et al., 2006; Pozza et al., 2006). La mutacion en
482 podria ser una consecuencia de la seleccion por farmacos ya que en las lineas
parentales s6lo se encuentra la arginina en esa posicion. Ademas de las mutaciones en
la posicion 482, existen otras variantes que han sido identificadas en lineas celulares
obtenidas por seleccion de farmacos, pero no en las lineas parentales. En cualquier
caso, ninguna de las variantes mostré diferencias con respecto a la linea salvaje en
cuanto a localizacion y transporte de sustratos (revisado por Cervenak et al., 2006).
Otros estudios demostraron que sustituciones aminoacidicas puntuales en los dominios
transmembrana 2, 3, 5, y 6 de ABCG2 afectan la especificidad por el sustrato (Miwa et
al., 2003).

2.3.1.3. ABCGA.

La proteina ABCG4 humana fue identificada independientemente en dos
laboratorios, basandose en su homologia y similitud con ABCG1 (Annilo et al., 2001;
Oldfield et al., 2002) y su cDNA se cloné a partir de librerias de testiculo. ABCG4

comparte un 74% de identidad con ABCG1, y un 81% de similitud a nivel de la secuencia
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aminoacidica. ABCG1 y ABCG4 guardan mas identidad entre ellos que con cualquiera
de los otros miembros de la subfamilia ABCG.

Se observé que la expresidbn del gen ABCG4 estaba también regulada por
oxiesteroles y retinoides, de manera similar a ABCG1 (Klucken et al., 2000). Todavia no
existen datos de expresion y localizacién de la proteina. Mediante andlisis de Northern
blot empleando tejidos humanos y de rata, se determin6é que ABCG4 se expresaba en el
cerebro y en la retina neural del ojo, pero no en otros tejidos (Oldfield et al., 2002).

Basandose en la similitud de secuencia de ABCG1 y ABCG4, asi como en el hecho
de que los niveles de expresion del mMRNA de ambos transportadores estan regulados
positivamente por esteroles, ABCG1l y ABCG4 parecen ser buenos candidatos para

formar un heterodimero (Cserepes et al., 2004).

2.3.1.4. ABCG5 y ABCGS.

Los genes ABCG5 y ABCG8 (Berge et al.,, 2000; Lee et al., 2001), se localizan
enfrentados en sus extremos aminoterminales en el cromosoma humano 2p15-pl6, y
apenas 140 pares de bases separan sus respectivos sitios de inicio de la transcripcion
(Lu et al., 2001). Estos genes codifican sterolin-1 y sterolin-2 respectivamente, y
mutaciones en ABCG5 o ABCGS8 producen sitosterolemia, una enfermedad autosémica
recesiva caracterizada por la acumulacion de esteroles de origen vegetal (sitosterol,
principalmente, pero también campesterol, estigmasterol y avenosterol) y animal
(colesterol) en el plasma y los tejidos (Berge et al., 2000; Lee et al., 2001). En pacientes
con esta enfermedad existe un aumento en la absorcion de esteroles neutros de la dieta,
y un defecto en el eflujo de estos esteroles a la bilis, asi como una biosintesis disminuida
de colesterol. Estos cambios en el trafico de esteroles producen una acumulacion de los
esteroles neutros en la piel, en forma de xantomas, y en las arterias coronarias, lo que

conduce a aterosclerosis prematura (revisado por Stefkova et al., 2004).

ABCG5 y ABCG8 se expresan mayoritariamente en la membrana apical de
enterocitos del intestino y hepatocitos del higado. La co-expresion de ambos es
necesaria para promover el transporte de esteroles neutros de los hepatocitos a la bilis.

El hecho de que las mutaciones en ABCG5 o ABCG8 produzcan un fenotipo clinico
idéntico, asi como el que la expresion de tanto ABCG5 como ABCGS8 sea necesaria para

gue cada proteina sea transportada a la membrana plasmatica de células en cultivo
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sugiere que estos dos “half-transporters” funcionan como heterodimeros (Graf et al.,
2003).

2.4. Transportadores ABC en tripanosomatidos.

2.4.1. Transportadores ABC en Leishmania.

Hasta el momento, habia tres subfamilias de transportadores ABC estudiadas en
Leismania sp.: las subfamilias ABCA, ABCB y ABCC, las cuales siguen la misma
nomenclatura que los transportadores ABC humanos con los que presentan mayor
homologia (revisado por Pérez-Victoria et al.,, 2001a). Ademas, el analisis de las
secuencias del proyecto genoma de Leishmania, muestra la existencia de varias
secuencias que presentan homologias significativas con proteinas ABC ya descritas, por
lo que cabe esperar que se sigan investigando nuevas subfamilias de transportadores

ABC en Leishmania (Ivens et al., 2005; Leprohon et al., 2006) (www.genedb.org) (Fig. I-
18).

2.4.1.1. Subfamilia ABCA.

Con el clonaje y caracterizacion del gen LtrABC1.1 de L. tropica nuestro grupo
identificd esta nueva subfamilia de transportadores ABC en Leishmania (Parodi-Talice et
al., 2003), la cual esta representada al menos por 10 genes en el genoma del parasito
(Fig. 1-18). LtrABC1.1 es un gen duplicado en tdndem, localizado en el cromosoma
namero 27 y que esta flanqueado por secuencias repetidas invertidas; esta organizacion
gendmica sugiere que este locus podria ser susceptible de reordenamientos de
secuencia en condiciones de presion por farmacos, aunque no se ha llegado a observar
su amplificacion ni su relacién con resistencia a farmacos.

Por el contrario, tanto el gen LtrABC1.1 de L. tropica como el transportador ABCA1
de mamiferos estan involucrados en el trafico de lipidos a través de membranas
celulares. Ademas, se observé como la sobreexpresion de LTRABC1.1 en parasitos
transfectados con el gen, disminuye la infectividad de éstos (Parodi-Talice et al.,
2003).
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El segundo gen de esta subfamilia, LirABCA2 de L. tropica, se localiza en el
cromosoma humero 11 y esta duplicado. La proteina LtrABCA2 se localiza
preferentemente en el bolsillo flagelar y en vesiculas internas del parasito. LirABCA2
estd implicada en el transporte de fosfolipidos en Leishmania, lo que podria estar
alterando el trafico vesicular y la infectividad del parasito, ya que la sobreexpresion de
LtrABCA2 disminuye la infectividad de los paréasitos transfectados (Aradjo-Santos et al.,
2005).
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Figura I-18. Localizacion cromosdomica de los genes que codifican proteinas ABC en
Leishmania. Los cromosomas aparecen representados por lineas horizontales, y los genes ABC,
como rectangulos coloreados. Una linea discontinua debajo de los genes, representa genes
agrupados en tandem. Las lineas inclinadas en los cromosomas separan miembros de una misma
familia que no estan en el mismo locus. Adaptado de Lephrohon et al. (2006).
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2.4.1.2. Subfamilia ABCB.

En 1992 se identificé un segundo grupo de transportadores ABC en Leishmania, la
subfamilia ABCB (Fig. 1-18). Esta subfamilia engloba transportadores con alta homologia
con las proteinas Pgp de mamiferos, que confieren un fenotipo de multirresistencia a
farmacos (MDR) similar al encontrado en células cancerigenas. El primer gen tipo mdrl
fue descrito en L. donovani y conferia resistencia a vinblastina (Henderson et al., 1992).
Esta linea presentaba un fenotipo MDR, con resistencia cruzada a puromicina y
daunomicina, mostraba una menor acumulacion intracelular de puromicina y tenia una
amplificacién en forma de elemento extracromosomico circular con una copia de un gen
de tipo mdrl (Idmdrl), que también estaba sobreexpresado (Hendrickson et al., 1993).

La transfeccion de este gen en parasitos salvajes reproducia el fenotipo MDR.

Posteriormente, se identificaron genes homélogos en otras especies, como es el
caso del gen Itrmdrl de L. tropica, que conferia un fenotipo MDR a farmacos (Chiquero
et al., 1998). Un estudio reciente sobre el gen lemdrl de Leishmania enriettii propone
gue la proteina se localiza en compartimentos endociticos, y que los sustratos de
LeMDR1 son bombeados al interior del aparato de Golgi y reticulo endoplasmico y

exportados del parasito mediante exocitosis (Dodge et al., 2004).

2.4.1.3. Subfamilia ABCC.

En 1990 se identifico el primer gen codificante para una proteina ABC en Leishmania,
al cual se denomind pgpA (Ouellette et al., 1990). Inicialmente, este gen se incluy6 en la
subfamilia ABCB ya que presentaba un 22% de identidad con la Pgp de mamiferos; sin
embargo, dos afios mas tarde se descubrié una proteina de mamiferos relacionada con
multirresistencia (MRP1) con la que la PGPA presentaba una identidad del 33% (Cole et
al., 1992), quedando incluida en la subfamilia ABCC. La subfamilia ABCC de Leishmania
contenia al menos 4 miembros mas cuyos genes se distribuyen en dos loci en el genoma
de Leishmania (Fig. I-18). Los genes pgpB y pgpC ligados a pgpA se encuentran en el
cromosoma 23, mientras que los genes pgpD y pgpE estan en el cromosoma 31
(Ouellette et al., 1998a). Al cabo de cierto tiempo se descubrié otro miembro de la
subfamilia ABCC, al que se denominé PRP1, que conferia resistencia cruzada a

pentamidina y antimonio (Coelho et al., 2003). Actualmente se sabe que existen 8
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miembros de la subfamilia ABCC distribuidos en los cromosomas 23, 31 y 34 (Leprohon
et al., 2006).

PGPA ha sido la proteina mas estudiada de esta subfamilia debido a que se ha
encontrado formando parte de un elemento extracromosomico, el circulo H,
amplificado en cepas de Leishmania resistentes a arsenito, antimonio trivalente o
antimonio pentavalente (Ouellette et al., 1998a). Experimentos de transfecciéon con el
gen pgpA demostraron que este transportador es capaz de conferir resistencia a
antimonio y arsenito; sin embargo, los niveles de resistencia obtenidos fueron variables
segun la especie de Leishmania transfectada, no alcanzando nunca los niveles
observados en cepas mutantes seleccionadas por presion de farmacos (Papadopoulou
et al., 1994). Por otra parte, los parasitos mutantes nulos para PGPA fueron mas
sensibles a arsenito y antimonio (Papadopoulou et al., 1996), apoyando la hipétesis de
gue este transportador esta involucrado en la resistencia a oxianiones en Leishmania,
probablemente secuestrando los metales conjugados con tiol (trypanotion) en vesiculas
cercanas al bolsillo flagelar (Legare et al., 2001).

Recientemente se ha visto que PgpA también puede conferir resistencia a antimonio
en la forma amastigota intracelular del parésito (ElI Fadili et al., 2005). Estudios
realizados en aislados clinicos de L. donovani, han detectado la sobreexpresion de
proteinas ABC, probablemente de la subfamilia ABCC, si bien esta no parece ser la

Unica causa de la resistencia (Singh, 2006).

2.4.2. Transportadores ABC en Trypanosoma.

Los principales estudios sobre transportadores ABC en este género son los
realizados por nuestro grupo sobre T. cruzi, donde se han caracterizado tres genes que
codifican para proteinas ABC. El primero de ellos fue Tcpgp2 (Dallagiovanna et al.,
1994), del que se deduce una secuencia aminoacidica que presenta alta homologia con
proteinas de la familia MRP de mamiferos, aunque parece no estar involucrada en
fendbmenos de resistencia a farmacos (Dallagiovanna et al., 1996). El segundo
transportador ABC descrito en T. cruzi también pertenece a la familia MRP y se
denomind Tcpgpl. Este transportador estd truncado en el extremo 3’ debido a la
insercion de un retrotransposon de tipo no-LTR L1TC. La proteina carece del segundo

dominio de unién a nucleétidos y parece no ser funcional (Torres et al., 1999).
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Recientemente, se ha caracterizado el gen TcABC1, que codifica una proteina con
alta homologia con las de la subfamilia ABCA de otros eucariotas incluyendo
Leishmania. TCABC1 se localiza en bolsillo flagelar y estructuras relacionadas con el
trafico vesicular. La mayor acumulaciéon del marcador de endocitosis FM4-64 y de un
analogo de esfingomielina sugiere que tiene cierta implicacion en procesos de
exocitosis y endocitosis. El uso de marcadores enzimaticos para cuantificar el proceso
de exocitosis determindé que los parasitos transfectados con TcABC1l poseen una
actividad exocitica superior a la de los controles. También se ha sugerido su posible

funcidn en el proceso de diferenciacién a formas tripomastigotes (Torres et al., 2004).

En Trypanosoma brucei, el empleo de oligonucleétidos degenerados
correspondientes a regiones conservadas de los transportadores ABC y usando la
técnica de reaccién en cadena de la polimerasa, se amplificaron tres segmentos
diferentes pertenecientes a tres genes distintos llamados Thabcl, Tbabc2 y Thabc3.
Mientras que TBABC3 no mostraba homologia con ninguna de las proteinas ABC
conocidas hasta el momento, TBABC1 y TBABC2 presentaban alta homologia con la
PGPA de L. tarentolae y L. donovani (Maser and Kaminsky, 1998). Estos genes no se
encuentran amplificados en la cepa resistente al farmaco arsenical melarsoprol, aunque
parasitos transfectados con Thabcl si adquieren distintos niveles de resistencia (Shabhi
et al., 2002).

3. TRAFICO DE LIPIDOS.

Las membranas biologicas definen los limites de las células y organulos. La bicapa
lipidica de la membrana es una estructura dinamica que contiene la maquinaria de
sefalizacién y transporte necesaria para la comunicacion entre el medio externo y el
espacio que encierra. Muchos sistemas de membranas tienen la capacidad de liberar o
incorporar vesiculas por fusién. Estos fendmenos de movimientos de membranas
sustentan el trafico intracelular y la secrecién de lipidos o proteinas, procesos que juegan
un importante papel en el crecimiento y proliferacién celular. Los mecanismos
moleculares por los que se lleva a cabo el movimiento de membranas han sido durante

la Ultima década y contindian siendo objeto de estudio, sobre todo en los aspectos que se
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relacionan con el estudio de proteinas de membrana, su sintesis, translocacion, insercion
en la membrana diana y transporte o retencion en organulos intracelulares especificos.
Sin embargo, es necesario el andlisis a nivel molecular del trafico de lipidos, su
organizacién en las células, ensamblaje en las membranas, desplazamiento entre las
distintas organelas intracelulares y su organizacion formando dominios. Aunque en un
principio se haya discutido y considerado la funcion celular de los lipidos como meros
componentes estructurales de las membranas biolégicas, hoy conocemos que tanto la
organizacién como la composicion lipidica de una membrana poseen importantes
consecuencias funcionales para éstas (Menon, 2002).

Tanto la composicién como la distribuciéon o el movimiento de los lipidos en las
membranas biolégicas son el resultado de numerosas actividades de proteinas que
comprenden la translocacion de lipidos a través de las bicapas, el transporte entre
organelas y la formacion de dominios lipidicos. Estas proteinas, entre las que se
encuentran varios transportadores ABC, presentan ademas funciones y localizaciones
especificas que determinan los diversos compartimentos de las membranas y, por tanto,
tienen influencia en numerosos procesos celulares como dirigir la localizacion y el
transporte de proteinas, procesos de vesicularizacion y procesos de sefializacion celular

(revisado por Pomorski y Menon, 2006).

La translocacion de lipidos (Fig. 1-19) es un mecanismo esencial en muchos
procesos celulares incluyendo la propagacion de membranas, N-glicosilacion de
proteinas, o el eflujo e internalizacion de lipidos. El ejemplo mas claro de que el
transporte de lipidos via translocacion determina su distribucion en las membranas, es la
consabida asimetria de los fosfolipidos de las membranas plasmaticas de la mayoria de
las células eucariotas. En ellas, los aminofosfolipidos fostatidilserina (PS) vy
fosfatidiletanolamina (PE), se concentran en la cara interna de la bicapa lipidica que
forma la membrana plasmatica, mientras que los fosfolipidos derivados de colina,
fosfatidilcolina (PC) y esfingomielina (SM) 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 et al., 2000) y se establecié el concepto de la asimetria
lipidica como una propiedad general de las membranas plasmaticas. Los primeros
modelos proponian que esta asimetria era resultado de un equilibrio entre el movimiento
espontdneo de lipidos a través de la bicapa e interacciones especificas de los
aminofosfolipidos con proteinas internas del citoesqueleto. Mas tarde, estos modelos se

reemplazaron por otros que planteaban la existencia de proteinas integrales de
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membrana que actuaban como translocadores de lipidos entre las dos caras de la
membrana. Ademas, pronto se hizo evidente que la distribucion 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. De todo
ello se concluyé que la bicapa lipidica no era una estructura pasiva que albergaba
proteinas funcionalmente activas, para llegar al concepto de que los lipidos que la
componen, asi como sus propiedades fisicas juegan papeles importantes en procesos

celulares.

La pérdida de asimetria se debe a la aparicion de PS en la superficie celular, la cual
ocurre bajo determinadas situaciones como puede ser la activacion celular y por lo tanto
se traduce en importantes funciones de sefializacién y reconocimiento (revisado por
Zwaal y Schroit, 1997). La primera observacion de este fendbmeno se realizé sobre
plaquetas, donde la exposicién de PS activa la superficie celular para que se ensamblen
los complejos de proteasas involucrados en la coagulacion sanguinea (Bevers et al.,
1982; Bevers et al., 1983). Después, se ha demostrado que la pérdida de la asimetria y
la exposicion de PS en la cara externa de la membrana plasmatica se requiere para la
fagocitosis de cuerpos apoptoticos por parte de macrofagos y fibroblastos (Fadok y
Chimini, 2001). ElI movimiento de lipidos a través de la membrana que resulta en
exposicion de PS, también se ha demostrado en otros tipos celulares como linfocitos,
células endoteliales, eritrocitos y células tumorales (revisado por Pomorski y Menon,
2006). También en Leishmania se ha demostrado cémo la exposicion de PS en la cara
externa de la membrana estd involucrada en la infeccion por amastigotes y en la
inhibicion de la actividad leishmanicida del macréfago (de Freitas Balanco et al., 2001) y
como promastigotes en fase estacionaria infectiva presentan un mayor grado de
externalizacion de PS que promastigotes en fase logaritmica de crecimiento en la que no
son infectivos (Tripathi y Gupta, 2003).

Se ha propuesto que la externalizacion de PS es el resultado de un balance,
regulado por los niveles de Ca®" intracelulares, entre la actividad aminofosfolipido
translocasa y otra actividad, la escramblasa, que no depende de ATP y que realiza un
transporte bidireccional de fosfolipidos (Williamson et al., 1995). Bratton et al. (1997)
demostraron que la exposicion de PS en la etapa temprana de la apoptosis es
consecuencia de una activacion de la escramblasa y una concomitante inhibicion de la

aminofosfolipido translocasa. Se ha propuesto que los transportadores ABC pueden
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jugar un papel facilitador de la fagocitosis durante este proceso mediante la distribucién

transversal y lateral de los lipidos de la membrana (Fadok y Chimini, 2001).

En los dltimos afios, se han sucedido los estudios en los que se ha tratado de
identificar a la(s) proteina(s) encargada(s) de llevar a cabo esta actividad
aminofosfolipido translocasa, que ha sido descrita en una gran variedad de tipos
celulares (revisado por Daleke y Lyles, 2000; Daleke, 2007). Estudios recientes llevados
a cabo en levaduras han reforzado la idea de que ATPasas tipo-P participan de manera
directa en el transporte de aminofosfolipidos. En levaduras, la familia de ATPasas P4
consta de cinco miembros, con funciones solapantes in vivo: Drs2p, Dnflp, Dnf2p,
Dnf3p, Neolp (Hua et al., 2002). Dnflp y Dnf2p se localizan principalmente en la
membrana plasmatica, y la pérdida de estas dos proteinas altera la translocacion de
analogos fluorescentes de PS, PE y PC a través de la membrana plasmatica hacia el
interior, y produce una exposicion incrementada de PE enddgena en la superficie celular
(Pomorski et al., 2003). Ademas, membranas purificadas de la red de vesiculas del trans-
Golgi (TGN) en cepas a las que les faltan las proteinas Dnf y que contienen una Drs2p
sensible a la temperatura, son incapaces de translocar el analogo de PS de la cara
luminal a la cara citosdlica una vez que se las cambia a dicha temperatura restrictiva
(Natarajan et al., 2004). Estos ultimos hallazgos proporcionaron la mayor evidencia hasta
la fecha de que las ATPasas P4 tienen una funcion en el transporte lipidico. Dnf3p
colocaliza con Drs2p en TGN (Hua et al., 2002), mientras que Neolp estd asociado con
el sistema de endosomas (Wicky et al., 2004). Drs2p y Dnf3p ayudarian a producir la
asimetria de aminofosfolipidos en membranas en ruta hacia la superficie celular,

posiblemente a nivel del Golgi (Alder-Baerens et al., 2006).

Recientemente, se ha descrito en L. donovani una proteina perteneciente a la familia
de las ATPasas tipo P4 (LdMT) capaz de translocar analogos de fosfolipidos hacia la
cara interna de la membrana plasmatica, y cuyo defecto inhibe la internalizacién de los
analogos de fosfolipidos, confiriendo en los parasitos resistencia al alquil-fosfolipido

miltefosina (Pérez-Victoria et al., 2003b; Pérez-Victoria et al., 2006b).

Por otro lado, se conoce muy poco sobre cédmo la PC se mantiene preferentemente
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
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existencia de actividades transportadoras. Estudios con eritrocitos han demostrado la
existencia de una flopasa capaz de facilitar la migracion de lipidos a través de la bicapa
en direccion opuesta a la aminofosfolipido translocasa (Connor et al., 1992). Esta
actividad mostré ser mas inespecifica en cuanto al tipo de fosfolipido y dependiente de
temperatura y ATP. Ambas actividades parecen operar independientemente ya que se
ha demostrado que el movimiento de aminofosfolipidos hacia el interior no afecta a la
velocidad de movimiento hacia el exterior. Varias proteinas ABC son las responsables de

esta actividad transportadora (Connor et al., 1992; revisado por Devaux et al., 2006).

ATPasa Transportador Escramblasa

tipo P ABC
== Chol
E —_ (&L
e e e PC
-1"l. l'i'; MP
!_ I||| | | r——
i o i o— PS5
®—_ SM

ATPADP ATPADP  Ca® |

Figura I-19. Translocacion de fosfolipidos a través de la membrana. Las ATPasas tipo P4
translocan fosfolipidos hacia el interior (I) celular (actividad flipasa). Los transportadores ABC,
translocan fosfolipidos en direccién al exterior (E) celular (actividad flopasa). Las proteinas con
actividad escramblasa, translocan fosfolipidos en ambos sentidos. Tomado de (Pomorski et al.,
2004)

Por su parte, el trafico intracelular de fosfolipidos difiere bastante del transporte
intracelular de proteinas a través del trafico vesicular (revisado por Menon, 2002). Por
ejemplo, se sabe que el paso de PE de nueva sintesis desde la cara citoplasmatica del
reticulo endoplasmico hasta la membrana plasmatica de fibroblastos ocurre en menos de
dos minutos, mientras que la secrecion proteica en las mismas células tarda mas de diez
minutos (Sleight y Kent, 1983). EI mecanismo molecular por el que se lleva a cabo este
rapido transporte intercompartimental de PE y otros fosfolipidos aun no esta claro.
Recientemente, se ha observado como, tras la internalizacién de analogos fluorescentes
de fosfolipidos a través de la actividad flipasa de la membrana plasmatica de levaduras a

2°C, éstos se distribuyen en mitocondrias, envuelta nuclear, reticulo endoplasmico y
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otras organelas intracelulares. Dado que este transporte ocurre a 2°C, temperatura a la
gue los procesos de trafico vesicular estan inhibidos, se concluye que el trafico de lipidos
entre los compartimentos intracelulares es independiente de intercambios vesiculares,
sugiriéndose un posible papel de las proteinas de transferencia de fosfolipidos entre los
distintos organulos, lo que se sustenta al observar una diferente distribucion subcelular
de los diferentes analogos (Fig. I-20) (Nichols, 2002). Esta implicacién de proteinas en la
transferencia de fosfolipidos entre los distintos orgéanulos intracelulares se ha
demostrado en levaduras, donde se han descrito dos isoformas de la enzima
fosfatidilserina descarboxilasa (PSD), que convierten la PS en PE, y que se sitian una
en la cara interna de la membrana de la mitocondria y la otra en vesiculas tardias de la
ruta de secrecion. El trafico de PS desde el RE hasta la PSD mitocondrial requiere la
presencia de sitios de contacto entre el RE y la mitocondria. Por su parte, el traslado de
PS desde el RE hasta las vesiculas tardias de la ruta de secrecién requiere a la quinasa
Sttdp, y un homdélogo de la proteina de transferencia de fosfolipidos Secl4p (Wu y
Voelker, 2002).

Figura [-20. Esquema del tréfico
de analogos de fosfolipidos en
levaduras. Via translocacion (1-2),
transporte intracelular (4-6). MP,
membrana plasmética; RE, reticulo
endoplasmatico.

Por dltimo, la organizacion lateral de lipidos, especialmente colesterol y
esfingolipidos, en microdominios de membrana juega un importante papel tanto sobre la
distribucion de proteinas como sobre la regulacion de interacciones proteina-proteina en
las membranas y sobre funciones de sefializacion celular. El trafico intracelular de
esteroles ha sido objeto de gran numero de estudios, sobre todo en relacion a su

internalizacion via endocitosis mediada por el receptor para LDL. Un menor nimero de

58



Introduccion

estudios se han dirigido hacia el analisis del trafico intracelular de colesterol desde el
reticulo endoplasmico hasta la membrana plasmatica. La proximidad del reticulo
endoplasmico a la membrana plasmética de la mayoria de los tipos celulares y el que se
hayan encontrado esos sitios de contacto de fosfolipidos sugieren que los contactos
entre el reticulo endoplasmico y la membrana plasmatica determinan una importante ruta

de transporte de esteroles (Menon, 2002).
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II. OBJETIVOS

La leishmaniasis constituye, junto con otras enfermedades parasitarias, un grave
problema de salud publica a nivel mundial. El incremento global de la enfermedad con la
aparicion de nuevas zonas endémicas, junto con la falta de control, hace necesaria y
urgente la busqueda de nuevas estrategias de lucha frente a esta enfermedad
parasitaria. La quimioterapia es, por ahora, la Unica forma de control eficaz de esta
enfermedad. No obstante, la frecuente aparicion de fallo terapéutico, asi como el
aumento en los casos de resistencia a los farmacos empleados en las zonas endémicas,
son factores adicionales que dificultan el control de la enfermedad. Se ha demostrado
experimentalmente que, en ciertos casos, el fenotipo de resistencia a farmacos en
Leishmania guarda relacion con la actividad de las proteinas transportadoras ABC. Los
transportadores ABC constituyen una de las familias de proteinas mas numerosas que
se conocen en toda la escala biol6gica. Sus miembros se encuentran muy conservados
a lo largo de la escala evolutiva, desde organismos procariotas hasta eucariotas, estando
implicados en numerosos procesos celulares. Se trata de proteinas de membrana que
utilizan la energia procedente de la hidroélisis del ATP para transportar una gran variedad
de compuestos a través de la membrana. En Leishmania se ha descrito que las
proteinas pertenecientes a las subfamilias ABCA, ABCB y ABCC estan implicadas en la
resistencia a farmacos y/o en el trafico vesicular. Hasta el momento no se habian
caracterizado miembros de la subfamilia ABCG presentes en el genoma de Leishmania.
En mamiferos, los miembros de esta subfamilia estdn implicados en el transporte de
fosfolipidos, esteroles y en la resistencia a farmacos. En nuestro laboratorio estamos
interesados en conocer la posible implicacion de las proteinas ABCG en el transporte de
lipidos en el parasito, al objeto de estudiar su relacién con la biologia del parasito,
interaccion con la célula huésped y contribucién a la resistencia a farmacos de
naturaleza lipidica como son los alquil-fosfolipidos

En el presente trabajo nos planteamos, como objetivo general, la identificacion y
posterior caracterizacibn molecular y funcional de transportadores pertenecientes a la
subfamilia ABCG de L. infantum. Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos

especificos:
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1. Aislamiento y caracterizacion molecular de nuevos genes de la subfamilia
ABCG de L. infantum.

2. Estudio de la expresidén y localizacion subcelular de las proteinas de dicha
subfamilia.

3.

Implicacién de estas proteinas en el transporte de fosfolipidos y su posible

contribucién al fenotipo de resistencia a farmacos en el parasito.
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IIT. MATERTALES Y METODOS

1. MATERTIALES.

1.1. Lineas celulares.

1.1.1. Pardsitos.

Leishmania infantum
Cepa MHOM/ES/1993/BCN-99 cedida por las Dras. Monserrat Gallego y Monserrat

Portus, Unidad de Parasitologia, Facultad de Farmacia, Universidad de Barcelona.

1.1.2. Bacterias.

Todas las cepas corresponden a la especie Escherichia coli.
eDH5a: supE44 AlacU169 (¢80lacZ AM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1
(GibcoBRL).

oXL1-BLUE: recA1 gyrA46 thi supE44 hsdR17 relA1, lac”, F' [proAB*, laclq,
lacZAM15, Tn10(tet")].

eM15[ pREP4]: Nal® Str® rif° lac ara” gal’ mtl" F- recA” uvr®. (Qiagen).

oTOP10: FF mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC ) ¢80lacZAM15 AlacX74 recA1 deoR
araD139 A (ara-leu) 7697 galU galK rpsL (Str) endA1 nupG (Invitrogen).
eXL10-GOLD®: Tet® A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1

recA-1 gyrA96 relAl lac Hte [F’ proAB lacl® ZaM15 Tn10 (TetY) Amy Cam"J?
(Stratagene).

1.1.3. Levaduras.

Todas las cepas corresponden a la especie Saccharomyces cerevisiae cedidas por

el Dr. Thomas Pomorski, Instituto de Biologia/Biofisica, Universidad Humboldt, Berlin.

eEHY227: (MATa sec6-4 TPI1::SUC:TRP1 ura3-52 his3-4200 leu2-3-112 trpl-1).

Mutante de las vias secretoras tardias. A una temperatura restrictiva, el trafico
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vesicular a la superficie celular esta inhibido, lo que permite la acumulacién de
vesiculas de secrecién (Harsay and Schekman, 2002).

oTPY143 (sec6-44drs24dnf3 PMA1-HA). EHY227 Adrs2A4dnf3 PMAL1-HA. Derivada
de la anterior mediante delecion de los genes drs2 y dnf3, ademas tiene la proteina
endoégena Pma1p marcada con un epitopo HA en el extremo amino terminal (Alder-
Baerens et al., 2006).

oUS50-18C. (MATa PDR1-3, ura3, his1). Cepa que contiene la mutacion de
ganancia de funciéon pdr1-3, que permite altos niveles de expresion de los
transportadores ABC de levaduras Pdr5p, Snqg2p, Yor1p (Balzi et al., 1987;
Decottignies et al., 1998).

eAD18. (Ayorl:hisG, Asng2:hisG, Apdr5:hisG, Apdrl0::hisG, Aycfl::hisG,
Apdr3::hisG, Apdrl5::hisG). Cepa a la que se le han delecionado los transportadores
ABC Yor1p, Sng2p, Pdr5p, Pdr10p, Ycf1p, Pdr15p y el factor de transcripcién Pdr3p.
(Decottignies et al., 1998).

1.2. Medios de cultivo.

1.2.1. Para Leishmania infantum.

RPMI 1640 modificado al 20% de SBF.

Se compone de 8,32 g de RPMI 1640 (Gibco); 4,75 g de Hepes; 1,6 g de
bicarbonato sédico; 100 ml de solucion de aminoacidos organicos y azucares (SAAA)
10X; 0,2 ml de vitaminas (1000X) en 800 ml de H,O, ajustandose el pH a 7,2 y
esterilizandose por filtraciéon. Se suplementa con suero bovino fetal (SBF) (Invitrogen) al

20%, inactivado por calor a 56°C durante 30 min.

Solucién de aminoacidos, azucares y acidos organicos (SAA 10X).
Compuesta por arginina 4,4 mg/ml, cistina 0,8 mg/ml, glutamato 2,5 mg/ml,
glutamina 16,4 mg/ml, prolina 69 mg/ml, L-ornitina 1 mg/ml, glucosa 7 mg/ml, fructosa 4
mg/ml, malato 6,7 mg/ml, a-cetoglutarato 3,7 mg/ml, fumarato 0,55 mg/ml y succinato 0,6

mg/ml.
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Solucién de vitaminas 100X.
Compuesta por pantotenato calcico 1 mg/ml, cloruro de colina 1 mg/ml, acido
félico 1 mg/ml, clorhidrato de piridoxal 1 mg/ml, clorhidrato de tiamina 1 mg/ml, l-inositol

20 mg/ml, nicotinamida 1 mg/ml y riboflavina 0,1 mg/ml.

Geneticina (G-418) (Gibco).
Inhibidor de la sintesis de proteinas. Se utiliz6 como antibiético de seleccion de
los parasitos transfectados con los vectores que contenian el gen de la neomicina

fosfotransferasa. Se utilizé en un rango de concentraciones desde 5 hasta 500 ng/ml.

Medio de congelacién.
RPMI modificado al 20% de SBF con 10% de dimetilsuféxido (DMSO).

1.2.2. Para bacterias.

LB liquido.
Este medio contiene 10 g de bactotriptona, 10 g de NaCl y 5 g de extracto de
levadura en 1 | de agua bidestilada, pH 7,5. Autoclavar.
LB agar.

Bacto Agar al 1,5% en LB liquido. Esterilizar en autoclave.

SOC.
2% triptona, 0,5% extracto de levadura, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl, 10 mM,

MgSO4 10 mM, glucosa 20 mM. Autoclavar.

Medio de congelacion.

15% de glicerol en LB.

1.2.3. Para levaduras.

Medio SD.
Medio completo, compuesto por 1,7 g de base nitrogenada para levaduras (YNB),
5 g (NH4)2S0O4, 55 mg adenina-SO,4, 55 mg L-tirosina; 55 mg uracilo en 900 ml de agua
bidestilada. Autoclavar y afiadir 100 ml de dextrosa 20%, 10 ml de solucién de

aminoacidos estéril.
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Medio —URA.
Este medio de seleccion contiene los mismos componentes que el anterior, a

excepcion del uracilo, que se elimina.

SD agar.
Medio SD con un 20% de agar.

-URA agar.
Medio -URA con un 20% de agar.

Solucién de aminoacidos (100X).
Esta solucién contiene 200 mg de L-arginina, 100 mg L-histidina, 600 mg L-
isoleucina, 600 mg L-leucina, 400 mg L-lisina, 100 mg L-metionina, 600 mg L-
fenilalanina, 500 mg L-treonina, 400 mg de L-triptofano. Se disuelve en 100 ml de agua

bidestilada a 37° C y se esteriliza por filtracion.

Solucion de plaqueo.
Esta solucion contiene 90 ml de PEG 400 al 45%; 10 ml de acetato de litio 1 M; 1
ml de Tris-HCI 1 M pH 7,5; 1 ml de EDTA 0,1 M. Esterilizado por filtracién.

1.3. Tampones y soluciones.

1.3.1. Reactivos generales.

TAE 10X: Tris 0,4 M, EDTA 10 mM, acido acético glacial 11,42 ml para 1l. Utilizado
para electroforesis de DNA.

Solucion de carga para DNA 6X: azul de bromofenol 0,25%, xileno cianol 0,25%,
glicerol 30%.

Tampoén TE (pH 7,4): Tris-HCI 10 mM pH 7,4; EDTA 1 mM.

Tampén HPMI: NaCl 132 mM, KCI 3,5 mM; MgCl, 0,5 mM; CaCl, 1 mM; glucosa 5
mM y Hepes 20 mM a pH 7,25. Utilizado en experimentos de acumulacién de analogos
de fosfolipidos.

Tampoén HBS: NaCl 137 mM; KCI 5 mM; NaaHPO4 7 mM; glucosa 6 mM y Hepes 21

mM a pH 7,4. Utilizado en experimentos de transfeccion.
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Tampoén fosfato salino (PBS): NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; KH2PO4 1,8 mM;
NasHPO4 10 mM; pH 7,4.

Tampoén SSC 20X: NaCl 3 M; citrato sédico 0,3 M pH 7,2.

Tampén hipoténico: 5 mM Tris-HCI, 100 uM PMSF, pH 7,4. Utilizado en ensayos de

microscopia.

1.3.2. Para electroforesis de RNA.

Formamida desionizada: Roche.

Formaldehido: Panreac.

Tampoén MNE 50X: acido 4-morfolino propanosulfénico 0,2 M, acetato sodico 50 mM,
EDTA 10 mM pH 7,0.

Tampén de migracion: MNE 5X, formaldehido al 6%

Soluciéon de carga: MNE 5X, formamida desionizada al 64% y formaldehido al 8%.

1.3.3. Para Southern blot.

Solucién de depurinizaciéon: HCI 0,25M.
Solucién de desnaturalizacion: NaOH 0,5 M.
Solucién de neutralizacion: Tris-HCI 0,7 M pH 7,4; NaCl 1,5 M.

Solucion de transferencia: SSC 20X.

1.3.4. Para Northern blot.

Solucion de desnaturalizacion: NaOH 50 mM.
Solucion de neutralizacion: Tris-HCI 0,1 M pH 7,5.

Solucion de transferencia: SSC 20X

1.3.5. Soluciones de hibridacion.

DNAss (Esperma de salmoén): 10 mg/ml en agua. Se calentdé a 95° C durante 10
min.

Denhardt’s 50X: Albumina bovina (BSA) 1%, ficoll 1%, polivinilpirrolidona 1%.

Solucién de hibridaciéon: SSC 6X, Denhardt’s 5X, SDS 0,2%, DNAss 100 pg/ml

desnaturalizado. Esta solucién se emple6 para la hibridacién de Southern blots.
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Tampoén SSPE 20X: NaCl 3 M, NaH2PO4 0,2 M, EDTA 0,02 M.

Solucién de hibridaciéon con formamida: SSPE 5X, formamida al 50%, Denhardt’s
5X, SDS 0,5%, 100 ug/ml DNAss. Esta solucion se empled para la hibridaciéon de
Northern blots.

Soluciones de lavado: Para Southern blots: SSC 2X + SDS 0,1%.

Para Northern blots: SSPE 2X + SDS 0,1%; SSPE 1X + SDS
0,1%; SSPE 0,1X + SDS 0,1%.

Soluciones de deshibridacion de filtros:
Southern blots: Solucion 1: NaOH 0,4 M, incubar 30 min a
45° C. Solucion 2: SSC 0,1 M; Tris-HCI 0,2 M; SDS 0,1%;.
Northern blots: Tris-HCI 5 mM, pH8; EDTA 2 mM pH 8;
Denhardt’s 0,1X.

1.3.6. Soluciones para electroforesis de proteinas.

Tampén de lisis (Urea Cracking Buffer): NaH,PO4 10 mM, B-mercaptoetanol 1%,
SDS 1%, urea 5 M, pH 7,0.

Tampon de muestra 2X: 1,25 ml de tampdn concentrador, 0,3 g SDS, 20% glicerol,
10% B-mercaptoetanol, 0,2% azul de bromofenol, completando hasta 5 ml con urea 8 M.

Tampén de corrida 10X: Tris-HCI 0,25 M, glicina 1,92 M, SDS 1%, pH 8,3. Filtrado.

Acrilamida-bisacrilamida: Bio-Rad.

Tampon separador: Tris-HCI 1,5 M pH 8,8; SDS 0,4 %. Filtrado.

Tampoén concentrador: Tris-HCI 0,5 M pH 6,8; SDS 0,4%. Filtrado.

Persulfato de amonio: 100 mg/ml en agua. Filtrado.

N,N,N’,N’-tetrametiletilenediamina (TEMED): Bio-Rad.

Azul de Coomassie: Azul de Coomassie 0,2%; acido acético 10%; metanol 25%.

Solucién de desteiido: Metanol 40%, acido acético 10%.

1.3.7. Soluciones para Western blot e inmunodeteccion.

Solucion de bloqueo: BSA 1%, Tween-20 0,05% en PBS 1X o leche desnatada en
polvo al 5% en PBS.
Solucién de inmunodeteccion: BSA 0,1%, Tween-20 0,1% en PBS.

Tampon de transferencia: Tris base 25 mM, glicina 192 mM y 10% metanol.
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Tampon fosfatasa: Tris-HCI 0,1 M pH 9,5; NaCl 0,1M; MgCl,; 5mM.

Soluciéon de revelado: 10 ml de tampon fosfatasa, 50 ul de azul de nitrotetrazolio
(NBT, 100 mg/ml), 37,5 ul 5-bromo-4-cloro 3 indolil fosfato (BCIP, 50 mg/mil).

Rojo de Ponceau: Rojo de Ponceau-S 0,5%; acido acético 1%.

ECL-Plus®: Sistema de deteccion de Western blot. GE Healthcare.

1.3.8. Soluciones para purificacion de proteinas recombinantes.

1.3.8.1. Condiciones nativas.

Tampon de lisis: 50 mM NaH2POg4, pH 8; 300 mM NaCl.

1.3.8.2. Condiciones desnaturalizantes.
Tampones de lisis:
Solucion A: 6 M hidrocloruro de guanidina; 0,1 M NaH2POg4, 0,01 M Tris-
HCI, pH 8.
Solucion B: 8 M urea; 0,1 M NaH,POy4; 0,01 M Tris-HCI, pH 8.
Tampon de lavado:
Solucion C: 8 M urea; 0,1 M NaH2PO4; 0,01 M Tris-HCI, pH 6,3.
Tampones de elucion:

Solucién D: 8 M urea; 0,1 M NaH2PO4; 0,01 M Tris-HCI, pH 5,9.

Solucién E: 8 M urea; 0,1 M NaH,PQOg4, 0,01 M Tris-HCI, pH 4,5.

1.3.9. Soluciones para purificacion de los anticuerpos.

Tampén de lavado 1: Tris-HCI 10 mM, pH 7,5.
Tampén de lavado 2: NaCl 500 mM; Tris HCI 10 mM pH 7,5.
Tampén de elucién: Glicina 100 mM pH 2,5.

Tampén neutralizante: Tris 10 mM, pH 8,8.

1.3.10. Soluciones para fraccionamiento subcelular de levaduras.

Solucién de lavado: NaN3 20 mM.
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Tampén de pre-esferoblastos: Tris-HCI 200 mM pH 8; EDTA 20mM, 1% B-
mercapto etanol, NaN3 20 mM.

Tampon esferoblastos: Sorbitol 1,4 M; Kpi 50 mM pH 7,2; NaN3 20 mM; zimoliasa
0,15 mg/ml.

Tampén de lisis: Sorbitol 0,8 M; Tris-HCI 50 mM pH 7,5; EDTA 1 mM, PMSF 1 mM.

Tampén de gradiente: Sorbitol 0,8 M; Hepes-KOH 10 mM pH 7,2; EDTA 1 mM.

Tampoén Kpi: KHoPO4 1 M, pH 4,2; KoHPOg4, pH 9. Mezclar ambas soluciones hasta
obtener un pH de 7,2.

Mezcla de inhibidores de proteasas (1000x): Apoproteina 1 mg/ml; leupeptina 1

mg/ml; pepstatina 1 mg/ml; antipaina 5 mg/ml; benzamidina 157 mg/ml.

1.3.11. Soluciones para estudios funcionales en vesiculas secretoras de
levaduras.

Tampon de lisis: Sorbitol 0,8 M; trietanolamina 10 mM, EGTA 1 mM, inhibidores de
proteasas pH 7,2.

Tampon de K-glutamato: Glutamato potasico 120 mM; KCI 15 mM; NaCl 5 mM;
MgCly 3 mM; EGTA 2 mM; Hepes-KOH 20 mM; pH 7,2.

Sistema de regeneracién de ATP. Fosfocreatina 10 mM; creatina fosfoquinasa 25
U/ml.

Solucién de ATP: ATP 20 mM en buffer de K-glutamato.

1.4. Vectores plasmidicos.

1.4.1. Vectores de clonaje.

e pGEM-T (Promega): vector que posee residuos de desoxitimidina en los
extremos 3’. Disefado para el subclonado y secuenciacion de fragmentos de DNA

amplificados por PCR.
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1.4.2. Vectores de expresion.

Los vectores de expresion para Leishmania fueron cedidos por el Dr. S.M. Beverley,
Departamento de Microbiologia Molecular, Facultad de Medicina, Washington. El vector
de expresion en levaduras pYEXTF-HC fue cedido por el Dr. K. Holz, Departamento de

Microbiologia y Genética, Instituto de Biotecnologia, Berlin.

e pX: vector de expresién para Leishmania (LeBowitz et al., 1990), construido a
partir de secuencias de la regiéon R de L. major (DNA circular extracromosémico de 30
Kb). En este vector se ha sustituido el gen de la DHFR-TS por el gen neo que codifica

para la neomicina fosfotransferasa que confiere resistencia a geneticina (G418).

e pXG-"GFP+: vector de expresion para Leishmania derivado de pXG-GFP+ (Ha
et al., 1996), que prermite crear proteinas de fusién, marcadas con GFP en el extremo

carboxilo.

o pXG-GFP2+: este vector es una variante de pXG-GFP+ (Ha et al., 1996), que

prermite crear proteinas de fusion, marcadas con GFP en el extremo amino.

e pYEXTF-HC: vector de expresion inducible en levaduras que incorpora un
promotor inducible por CuSO4. Este vector permite crear proteinas de fusiéon con un

epitopo FLAG (DYKDDDDK) en el extremo amino y una cola de 6 histidinas en el

extremo carboxilo. (Holz et al., 2002).

e pQE-30 (Qiagen): vector utilizado para la expresiéon en E. coli de polipétidos

como proteinas fusionadas a 6 histidinas en el extremo amino terminal.
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1.5. Oligonucleétidos.

1.5.1. Para secuenciacion de L/iABCG4

NOMBRE
LiABCG4-1
LiABCG4-2
LiIABCG4-3
LiIABCG4-4
LiABCG4-5
LiABCG4-6
LiIABCG4-7

LiIABCG4-8

1.5.2. Para clonaje

NOMBRE
LiIABCG4-5’
LIABCG4-3’

NBS-5’
NBS-3’
Ac-5’

Ac-3’
LiABCG4gfp-C5’

LiABCG4gfp-C3’

SECUENCIA (5'—3)

CAGCGTCTAGCTGTGTTTCG (Sentido, -817 pb)
TGAAGGTCTACGTATGCGTG (Antisentido, +4223 pb)
CATCAGCGTACACCACC (Sentido, -389 pb)
GAGCAGGTGTGCAGATG (Antisentido, +3585 pb)
GGTAAGACAACGCTAATGG (Sentido +278 pb)
GATCGGCTGATGGTTCTC (Antisentido, +2114 pb)
GTCATAACGCTGACGGAC (Sentido, +1037 pb)

CGGTGAAAGTGGATCATG (Antisentido, +1480 pb)

de L/IABCG4.

SECUENCIA (5'>3')

caggatccAGTGTCTGCACCATCG (Sentido, -768 pb)
caactagtCAATGGCAACACACGAC (Antisentido, +4097 pb)
GAGAACCTGACCTATCAG (Sentido, +161 pb)
CAGCTGCGACAGGATTTC (Antisentido, +948 pb)
ctggatccATCGAGTACTTTGCCTC (Sentido, +858 pb)
ctaagcttGCGCCCGTAGAAGTTGCC (Antisentido, +1173 pb)
gtggatccAGGCACACGCGCACGATG (Sentido, -17 pb)

gagatatcCGACCGGTACTTGCGCGG (Antisentido, +2224pb)
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LiABCG4gfp-N5’ ctgcggecgcAGGCACACGCGCACGATG (Sentido, -17 pb)
LiABCG4gfp-N3’ cggatccTTACGACCGGTACTTGCGC (Sentido, +2227 pb)
LiIABCG4y2-5’ cacaggatccGGGGGGCAAGTTGATCAAAC (Sentido, +3pb)

LiIABCG4y2-3’ cacagcggccgcCGACCGGTACTTGCGCG (Antisentido, +2224pb)

1.5.3. Para mutagénesis de L/ABCG4.

NOMBRE SECUENCIA (5'—>3')

GGGCCITCTGGCGCGGGTALtGACAACGCTAATGGGCGCAATC
(Sentido)

MUT1a

GATTGCGCCCATTAGCGTTGTCaTACCCGCGCCAGAaGGCCCC
(Antisentido)

MUT1b

1.5.4. Para secuenciacion de L/IABCG6.

NOMBRE SECUENCIA (5'—3')
LiIABCG6-1 GTCGCTCTGGACATACTTGC (Sentido, -764 pb)
LiABCG6-2 CATTGGCAGAGAACATCTGC (Antisentido, +3723 pb)
LiIABCG6-3 CACTCTTGGCACTAGCG (Sentido, -294 pb)
LiIABCG6-4 AACACGAGACGGTGCTG (Antisentido, +2411 pb)
LiIABCG6-5 AGCTATGTGACCGTCGAG (Sentido +395 pb)
LiIABCG6-6 GAAATGTGCTTGATCCAGC (Antisentido, +1762 pb)
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1.5.5. Para clonaje de LiABCG6.

NOMBRE SECUENCIA (5'>3")
NBS-5’ GCTGACGAAGGTGACAC (Sentido, +163 pb)
NBS-3’ GATCTCGGCAAGAAACTG (Antisentido, +836 pb)

LiABCG4gfp-C5’ ctagatctCTTCCCCTCAGTGGACCG (Sentido, -2 pb)
LiIABCG4gfp-C3’ cacccgggATGTCTTCTCCAGCGCCAC (Antisentido, +2003pb)
LiIABCG4gfp-N5’ gaagatctCGATGTCTTCTCCAGCGCC (Sentido, -2 pb)
LIABCG4gfp-N3’ €cagcggecgcTCACTTCCCCTCAGTGGACC (Sentido, +2007 pb)

LiIABCG4y2-5’ cacaagatctTCTTCTCCAGCGCCACC (Sentido, +3pb)
LIABCG4y2-3’ cacagcggecgcCCTTCCCCTCAGTGGACCG(Antisentido,+2003pb)

Los oligonucleétidos empleados tanto para secuenciacién como para el clonaje, se
sintetizaron en el “Servicio de Sintesis de Oligonucleétidos” del Instituto de Parasitologia
y Biomedicina “Lépez-Neyra” (CSIC), Granada. Los oligonucledtidos para mutagénesis
se encargaron a Sigma-Genosys. Las letras minusculas corresponden a secuencias no
presentes en el DNA gendmico, que fueron agregadas para introducir sitios de
restriccion. En el caso de los oligonucledtidos para mutagénesis, las letras minusculas
representan el lugar en el que se han introducido las mutaciones (C— T); (A—T). En rojo
se destaca la mutacién del Walker A. Los numeros indican la posicion del primer
nucledtido del oligonucleétido con respecto al ATG iniciador de los genes LIABCG4 o
LIABCGS6.

1.5.6. Oligonucledtidos comerciales.

Ademas de los oligonucleétidos que aparecen en las tablas, para secuenciacion se

utilizaron los oligonucleétidos universales comerciales SP6, T3 y T7 de Promega.
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1.6. Reactivos.

1.6.1. Reactivos de biologia molecular.

5-bromo-4-cloro-3-indol--galactopiranésido (X-Gal): Roche. Solucién 20 mg/mi
en dimetilformamida.

Agarosa: Pronadisa.

Ampicilina: Sigma. Solucién 100 mg/ml en agua.

Bromuro de etidio: Sigma.

Desoxinucleétidos: de Roche.
Desoxicitidina-5’-trifosfato (a-32P dCTP): (3000 Ci/mmol) fue suministrada por GE

Healthcare.

Dietilpirocarbonato (DEPC): Sigma

Enzimas de restricciéon: de Roche, Fermentas, NewEngland BioLabs.

Estreptomicina: Sigma. Solucion 50 mg/ml en agua.

Filtros nylon Hybond-N®: Membranas optimizadas para Southern y Northern blots,
de GE Healthcare.

Fenol. Sigma.

Formaldehido: Panreac.

Formamida desionizada: Roche.

Fosfatasa alcalina: Roche.

Isopropil-B-D-tiogalacto-piranésido (IPTG): Roche. Soluciéon 0.5 M en agua.

Kanamicina: Sigma. Solucion 25 mg/ml en agua.

Lisozima. Solucion 20 mg/ml. Sigma.

Marcadores de peso molecular: lambda DNA/Hindlll, phi174 DNA/Haelll:
Promega. RNA ladder: Marcador de peso molecular para RNA. Invitrogen.

Matriz de niquel-acido nitrilotriacético (Ni-NTA). Ni-NTA agarosa: Para la
purificacién de proteinas recombinantes.Quiagen.

Perfectprep Gel Cleanup®: Kit de limpieza de DNA. Eppendorf.

Perfectprep Plasmid Mini®: Kit de extraccion de DNA plasmidico a pequeina escala.
Eppendorf

Perfectprep Plasmid Maxi®: Kit de purificacion de DNA plasmidico a gran escala.
Eppendorf.

PureGene™: Kit de aislamiento de DNA gendmico. Gentra Systems.

75



Materiales y métodos

QuickChange® Il XL site-directed mutagenesis kit. Kit para realizar mutagenesis
dirigida in vitro. Stratagene.

Random primed DNA labeling kit. Permite el marcaje de DNA con sondas
radiactivas. Roche

Sephadex G-50 (GE-Healthcare). Para purificar las sondas radiactivas.

T4 DNA ligasa: Invitrogen.

TripleMaster® PCR System. Kit para amplificar fragmentos de DNA por la reaccion
en cadena de la polimerasa. Eppendorf.

TRIzol® reagent. Reactivo para el aislamiento de RNA total. Invitrogen.

1.6.2. Reactivos para el andlisis de proteinas.

Acrilamida bis-acrilamida. Roche.

B-mercapto-etanol. Merk.

Bio-Rad Protein Assay: Para medir la concentracién de proteinas. Bio-Rad.
N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED): Bio-Rad.

Persulfato aménico: Sigma.

Precision Plus Protein prestained standards (all blue): Bio-Rad.
Precision Plus Protein prestained standards (dual color) : Bio-Rad

Kaleidoscope prestained standards: Bio-Rad.

1.6.3. Reactivos para el andlisis inmunolégico.

Acetona: Merck.

Adyuvante incompleto de Freund: Sigma

Adyuvante completo de Freund: Sigma.

Albumina de suero bovino (BSA): Sigma.

Anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado con fosfatasa alcalina o con FITC:
Sigma.

Anticuerpo policlonal anti-GFP de conejo: Molecular probes.

Anticuerpo policlonal anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa: Dako.

Membranas de transferencia Immobilion-P (PVDF): Membranas de poli (difluoruro
de vinilideno), optimizadas para Western blot. Millipore.

Para-formaldehido: Merck

Para-nitrofenilfosfato (pNNP): Solucién 1 M en PBS. Sigma.
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Poli-L-Lisina. Para inmuno fluorescencia.

Reactivos ECL™ plus Western blotting detection system: Para la deteccion en
Western blot. GE Healthcare.

Rojo Ponceau-S: Sigma

Tween-20: Merck.

Vectashield: Laboratorios Vecta. Para microscopia de fluorescencia.

1.6.4. Reactivos para el estudio funcional de las proteinas ABCG de L.
infantum.

Azida: Sigma.

Bromuro de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium] (MTT): Sigma. Stock
5 mg/ml en PBS y filtrado. Se almacena a 4 °C hasta un maximo de 2 semanas.

Diisopropilfluorosfato (DFP): Sigma. Se disolvi6 en isopropanol a una
concentracion 1 M.

Dimetilsulféoxido (DMSO): Sigma.

Ecoscint™ H: Liquido de centelleo empleado para medir la radiactividad asociada a
las células.

Edelfosina: Calbiochem.

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF): Sigma. Se disolvié en isopropanol a una
concentracion 100 pg/ml.

FM4-64. Marcador de endocitosis. Molecular probes.

G418 (Sulfato de neomicina o geneticina): Gibco. Solucidon stock 20 mg/ml en
RPMI modificado.

Triton X-100: Panreac.

Miltefosina: Zentaris.

[**C]miltefosina (hexadecilfosfocolina) : Sintetizada por Amersham.

Ce-NBD-fosfolipidos: Estos compuestos son analogos de lipidos de cadena corta;
poseen un grupo nitro-benzo-diazol que hace que los compuestos sean fluorescentes.
Se utilizaron analogos  fluorescentes de  fosfatidilcolina (Cs-NBD-PC),
fosfatidiletanolamina (Cg-NBD-PE), fosfatidilserina (Cs-NBD-PS) y esfingomielina (Cg-
NBD-SM). Avanti Polar Lipids.

Perifosina: Zentaris.
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1.6.5. Reactivos para la expresion heterdloga de LiABCG4 y LiABCG6 en
levaduras y para los estudios de funcionalidad.

1,6-bis-maleimidohexano (BMH): Pierce, Rockford, IL.

Acetato de litio: Sigma.

Albumina libre de lipidos : Sigma

Anticuerpo monoclonal de ratéon anti-Dpm1p. Anticuerpo frente a la dolicol-fosfato-
manosa sintasa de S. cerevisiae, localizada en la membrana del RE. Molecular probes.

Anticuerpo policlonal de conejo anti-Sso2p. Anticuerpo frente al homdlogo de
sintaxina Sso2p, proteina implicada en la fusién de vesiculas secretoras localizada en la
membrana plasmatica. Cedido por S. Keranen (Biotechnology and Food Research,
Espoo, Finlandia).

Anticuerpo policlonal de conejo anti-Tgl2p. Anticuerpo frente a Tgl2p, proteina
implicada en la degradacion de lipidos en levaduras. Sirve como marcador del Golgi
tardio. Cedido por J. Holthuis (Universidad de Utrecht, Holanda).

Anticuerpo policlonal de conejo anti-Vac8p. Anticuerpo que detecta la proteina de
la membrana de la vacuola, Vac8p. Cedido por M. Veit (Free University Berlin,
Alemania).

Anticuerpo policlonal de conejo anti-HA: Santa Cruz Biotechnology.

Anticuerpo monoclonal de ratén anti-HA: Boehringer-Mannheim.

Anticuerpo monoclonal de ratén anti-FLAG: Sigma.

Anticuerpo monoclonal de ratén anti-His: Sigma.

Anticuerpos anti-lgG de conejo y ratén conjugados con peroxidasa. Bio-Rad.

ATP 1mM: Roche.

Creatina fosfoquinasa: Calbiochem.

CuSO,: Empleado para inducir la expresién en el sistema heterélogo. Sigma.

Ditiotreitol (DTT): Roche.

Dynabeads® unidas a proteina G: Dynal Biotech.

Fosfocreatina: Sigma.

Nicodenz®: Empleado para fraccionamientos subcelulares en gradiente. Nycomed
Pharma AS (Oslo, Noruega).

Polietilenglicol (PEG): Sigma.

Sigma-Aldrich: Todos los reactivos necesarios para preparar el medio de

crecimiento: YNB, (NH4),SO,, adenine-SO, L-tirosina, uracilo, dextrosa, L-arginina, L-
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histidina, L-isoleucina, L-leucina, L-lisina, L-metionina, L-fenilalanina, L-treonina, L-

triptofano.

2. METODOS.

2.1. Cultivo y manipulacion de L. infantum.

2.1.1. Cultivo in vitro.

Los promastigotes de Leishmania se cultivaron in vitro a 28 °C en medio RPMI 1640
modificado, como describe (Jackson et al., 1986) y suplementado con 20% de SBF
inactivado. El mantenimiento de los parasitos en cultivo se realizé mediante pases
continuados durante no mas de un mes. Cada uno de estos pases consistia en la
resiembra de 4 millones de parasitos en fase logaritmica tardia por ml de medio fresco.

Se utilizaron frascos estériles de 25 ml.

2.1.2. Criopreservacion y congelacion.

Las células se conservaron en congeladores a -80 °C o bien inmersas en nitrégeno
liquido. Para ello se tomaron alicuotas de 3 ml de parasitos en fase logaritmica de
crecimiento, se centrifugaron, se resuspendieron en 1 ml de medio de congelacion
(RPMI modificado con 20% de suero y 10% DMSO) y se depositaron en viales de
congelacion que se llevaron a -80 °C.

La descongelacién de parasitos se llevo a cabo de un modo rapido, introduciendo los
viales en un bafo a 37 °C. Posteriormente, estos parasitos fueron centrifugados a 2000 g
durante 5 minutos para eliminar los restos de DMSO, y el sedimento celular se

resuspendié en 3 ml de medio de cultivo para iniciar su crecimiento a 28 °C.
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2.1.3. Recuento de parasitos.

En los experimentos que requieren recuento cellular, se utilizé un contador celular
Coulter Counter modelo Z1, diluyendo 100 ul del cultivo de parasitos, previamente

homogeneizado en 9,9 ml de medio isoton Il (Coulter).

2.1.4. Transfeccion por electroporacion.

La transfeccion es una técnica que consiste en la introduccién de material genético
extrano en células eucariotas. En nuestro caso, el proceso se llevdé a cabo mediante
electroporacion (Kapler et al., 1990) sobre los promastigotes de L. infantum en fase
logaritmica tardia de crecimiento. Los parasitos se lavaron 2 veces con PBS estéril y una
vez con HBS estéril. Tras el ultimo lavado se resuspenden en HBS a una concentracion
de 50 x 107/ml; 400 pl de esta suspensioén se mezclan con 50 ug de DNA plasmidico y se
incubd durante 10 min en hielo. La transfeccion se realizé mediante electroporacion en el
sistema ECM 600® de BTX, utilizando como condiciones 450 voltios, 800 uF y 13 ohms.
Tras la electroporacion, los parasitos se incubaron 10 min en hielo y se tranfirieron a 4 ml
de medio RPMI modificado con 20% SBF inactivado, incubandose a 28 °C. A las 24
horas se les afnadio el farmaco de seleccion; para la geneticina (G418) se empled una
concentracion inicial de 5 ug/ml. Tras sucesivos pases en presencia de concentraciones
crecientes de farmaco, los parasitos transfectados fueron finalmente mantenidos a una

concentracion maxima de 500 pg/ml de G418.

2.1.5. Determinacion de la concentracion inhibitoria 50 de crecimiento

(Ensayos de MTT).

La Concentracion Inhibitoria 50 (IC5g) se define como la concentracion de farmaco

que inhibe en un 50% el crecimiento de los parasitos cuando el cultivo en ausencia de
farmaco alcanza la fase logaritmica tardia de crecimiento (Ellenberger y Beverley, 1989).
A partir de los ensayos de MTT, el porcentaje de crecimiento se calculd dividiendo la
absorbancia a una determinada concentracion de farmaco entre la absorbancia de las
células control crecidas en ausencia de farmaco. Con ello se obtuvo una curva de
crecimiento de la que se extrapold la concentracion de farmaco que redujo al 50% el

crecimiento de los parasitos.
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El método se basa en la capacidad de las deshidrogenasas de convertir el sustrato
bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-difeniltetrazolio (MTT), soluble y amarillo, en el
producto formazan, insoluble y de color purpura. La cantidad de producto formado
depende del niumero de células y de la viabilidad de las mismas, y se cuantifica
espectrofotométricamente tras solubilizar los cristales de formazan con SDS (Mosmann,
1983). Para realizar el ensayo, se sembraron 300.000 parasitos/pocillo en un volumen
final de 100 ul de RPMI 20% SBF en placa de microtitulacién de 96 pocillos, y se incubé
durante 72h a 28 °C en presencia de distintas concentraciones de farmaco, por
duplicado. A continuacion, se afiadieron 10 ul de MTT (5 mg/ml), y se incub6 4h a 28 °C
para permitir la formacion de los cristales. Finalmente, los cristales de formazan se
disolvieron afiadiendo 90 ul de SDS 20% e incubando en oscuridad a 37 °C durante 16

h. La reduccién del MTT se determiné leyendo la DOsg40 en un lector de ELISA.

2.2. Cultivo y manipulacion de bacterias.

2.2.1. Cultivo de bacterias.

Los cultivos liquidos de bacterias se hicieron en medio LB a 37 °C y agitacion
constante en presencia del antibiético de selecciéon. Las bacterias también fueron
cultivadas en medio semisodlido, en placas de petri con LB agar, a 37 °C. Los stocks de

bacterias se conservaron a -80 °C en medio LB suplementado con glicerol al 15%.

2.2.2. Preparacion de células competentes por choque térmico y
transformacion.

Se crecieron 5ml de bacterias durante 16 horas en medio liquido con agitacién a 37
°C. Se inoculdé 1ml del pre-cultivo en 200 ml de LB, continuando su crecimiento hasta
alcanzar una DOggp de 0,375. Se enfriaron en hielo durante 10-15 min y se centrifugaron
durante 7 min a 3500 g a 4 °C. Una vez eliminado el sobrenadante, se resuspendieron
las células en 1/5 del volumen inicial de MgCl, 0,1 M estéril frio, incubando la suspension
en hielo 15-20 min. Se volvié a centrifugar (7 min, 3500 g, 4 °C) y se eliminé el
sobrenadante. Las células se resuspendieron en 1/50 del volumen inicial de CaClo 0,1 M

estéril frio y se incubaron en hielo durante una hora. A esa suspension se afiadié glicerol
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100% hasta obtener una concentracion final del 15% y se alicuotearon en 200 pl en
tubos eppendorf enfriados previamente. Las células se pueden guardar a -80 °C hasta su
uso.

Para la transformacién, se descongeld una alicuota de células competentes, a las
que se anadidé la mezcla de ligacion de DNA. A continuacion se realizd6 un choque
térmico, para lo que se incubaron las bacterias durante 30 min en hielo, 45sa42°Cy 2
min en hielo. A la mezcla se anadieron 300 ul de LB y se incubd una hora a 37 °C en
agitacion. Una alicuota de la mezcla se plaquedé en el correspondiente medio de

seleccion y se incubd a 37 °C durante 14-16 h.

2.3. Cultivo y manipulacion de levaduras.

2.3.1. Cultivo de levaduras.

Los cultivos liquidos de levaduras se hicieron en medio SD o —URA, en agitacion a
27 °C o 38 °C, segun se requiriera. Las levaduras también se cultivaron en medio
semisdlido, en placas de petri con medio SD o —URA agar, a 27 °C. Los stocks de
levaduras se conservaron a -80 °C en el medio de seleccion suplementado con glicerol al
25%.

2.3.2. Transformacion de levaduras.

Para la transformacion de levaduras se emplearon 2 ml de cultivo a una DOgqgg de 2
que se centrifugaron durante 2 min a 1.000 g. Al sedimento se afadieron 10 ul de
esperma de salmon (10 mg/ml) y 2 ug del DNA a transformar. Tras agitar enérgicamente,
se anadieron 500 pl de la solucion de plaqueo junto con 20 ul de DTT 1 M. Se incubd 14-
16 h a temperatura ambiente, se centrifugd y el sedimento se resuspendié en 100 pl del

medio de seleccidn, pasandose a una placa de petri con el medio sélido de seleccién. Se

incubo6 a 27 °C durante 3-5 dias.
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2.3.3. Ensayos de sensibilidad a farmacos en levaduras.

Para determinar la sensibilidad a farmacos, se llevaron a cabo ensayos de
crecimiento en placa. Estas se prepararon con el medio de seleccion adecuado (-URA
agar), 50 uM CuSOg4 y un gradiente del farmaco, que aumenta de izquierda a derecha.
Las levaduras se dejan crecer en medio liquido toda la noche, hasta alcanzar una DOggg
de 2. Posteriormente, se realizan dos diluciones seriadas 1/5, y se plaquean 5 ul de cada

cepa unas 6 veces a lo largo de la placa.

2.4. Aislamiento de acidos nucleicos.

2.4.1. Aislamiento de DNA gendmico de L. infantum.

Se realizé siguiendo el protocolo descrito en el Kit “Puregene DNA isolation” de

Gentra, partiendo de 150 millones de parasitos. EI DNA se resuspendié en agua
bidestilada y se determin6 su concentracién mediante espectrofotometria (1 DO2gg DNA

doble hebra= 50 ug/ml).

2.4.2. Aislamiento de DNA plasmidico.

Para las extracciones de DNA plasmidico a pequefa escala (2-3 ml de cultivo
bacteriano) se utilizé el Kit “Perfectprep® Plasmid Mini” de Eppendorf. Este método
permite de forma rapida el aislamiento de pequefias cantidades de DNA plasmidico en
condiciones o6ptimas para realizar su tratamiento posterior (uso de enzimas de
restriccion, ligaciones, subclonado, marcaje radiactivo, secuenciacion, etc.). El
procedimiento se basa en el método de la lisis alcalina y precipitacion con una solucion
de acetato potasico. El sobrenadante es pasado por una resina, lavado y eluido con un
tampon Tris-HCI 10 mM pH 8,5. Para extracciones a mayor escala se siguio el protocolo
del Kit “Perfectprep® Plasmid Maxi” (Eppendorf), partiendo de 500 ml de cultivo

bacteriano.
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2.4.3. Aislamiento de RNA total de L. infantum.

El aislamiento de RNA se llevd a cabo utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen) que se
basa en el método de (Chomczynski y Sacchi, 1987). En el caso de L. infantum, 20x10’
parasitos fueron resuspendidos en 1 ml de Trizol e incubados 5 min a temperatura
ambiente (TA). Finalizado este tiempo, se afiadieron 200 ul de cloroformo, se agito
vigorosamente el tubo durante 15 segundos, y se incubé 2-3 min a TA. Tras una
centrifugacion en microfuga de 15 min a 12.000 rpm a 4 °C, se agreg6 a la fase acuosa
0,5 ml de isopropanol, incubandose 10 min a TA. Tras una nueva centrifugacion de 10
min a 4 °C y a 12.000 rpm en microfuga, el sobrenadante fue descartado y el sedimento,
correspondiente al RNA total, se lavé con etanol al 75% y se resuspendié en agua
tratada con DEPC. La concentracion del RNA obtenido se determind mediante

espectrofotometria, midiendo su absorbancia a 260 nm (1 DO =40 ug/ml).

2.5. Tratamiento enzimatico de los acidos nucleicos.

2.5.1. Digestion del DNA con enzimas de restriccion.

Las enzimas fueron empleadas de acuerdo con las recomendaciones de la casa
comercial. La reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 30 ul empleando de 1 a 10
U de enzima por ug de DNA a digerir, incubandose dos horas a la temperatura
recomendada. Las enzimas se inactivaron de acuerdo con las condiciones

recomendadas por la casa comercial.

2.5.2. Reaccion de ligacion.

Las reacciones de ligacion de fragmentos de DNA se realizaron con la enzima T4
DNA ligasa (1U/ug de DNA), procedente del bacteriéfago T4. El volumen final fue de 10
pl en el tampdn suministrado por la casa comercial, utilizando por lo general relaciones
molares inserto: vector de 3:1. Generalmente, la reaccidon se realizé durante 16 horas a
16 °C, aunque las condiciones de reaccion se optimizaron para cada construccion.

La mezcla resultado de la ligacién se utilizé para transformar bacterias de E. coli
competentes. Los transformantes positivos se seleccionaron mediante aislamiento,

analisis de restriccion del plasmido de resistencia y secuenciacion.
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2.5.3. Tratamiento con fosfatasa alcalina.

Esta enzima hidroliza el grupo fosfato en el extremo 5’ del DNA. La ligasa necesita
este grupo para la reaccién de ligamiento, por lo que el tratamiento de los vectores de
clonado con esta enzima disminuye la posibilidad de religamiento de los vectores
abiertos. La reaccién se realizé agregando 1 U de enzima a las digestiones con

endonucleasas e incubando 30 min a 37 °C.

2.5.4. Marcaje radiactivo del DNA.

Se utilizé el procedimiento de “Random Primed” (Feinberg y Vogelstein, 1983) para
marcar moléculas de DNA con [a32P] dCTP. Esta técnica se basa en la utilizacion de una
mezcla de hexanucledtidos que actian como cebadores para la sintesis de DNA por el
fragmento Klenow de la DNA Polimerasa | de E. coli. Las reacciones se realizaron en un
volumen final de 30 ul con una concentracion de DNA de 20 a 50 ng, 50 uCi de [oc32P]
dCTP y 2 U de polimerasa Klenow, siguiendo el protocolo de la casa comercial (Roche).
Las sondas marcadas se purificaron mediante cromatografia en columnas de 1 ml de
Sephadex G-50 (GE healthcare). EI DNA marcado se resuspendié en un volumen final
de 100 pul de agua bidestilada. Se emplearon 10 ul para medir el numero de

desintegraciones por minuto (dpm) en un contador de centelleo.

2.5.5. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Para las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se empleé la mezcla de DNA
polimerasas termoestables suministradas con el kit “Triple Master® PCR System” de
Eppendorf. Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 50 ul, en una
mezcla de 20 pmol de cada cebador, 400 uM de cada desoxinucleotido, 10-100 ng de
DNA molde, 0,1 volumenes de tampén PCR “High Affinity” 10X y 1-5 U de polimerasa.
Las condiciones de la PCR y el nimero de ciclos de amplificacion se ajustaron para cada

experimento.

2.5.6. Secuenciacion del DNA.

La secuenciacionde DNA se realiz6 por el método de terminacion de cadena por

dideoxinucleotidos descrito por (Sanger et al.,, 1977). El método se basa en la
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interrupcioén de la sintesis de DNA por una polimerasa mediante la incorporacion de un
dideoxinucleétido que detiene la elongacion de la cadena a partir de un cebador, por no
tener un extremo 3’-OH al cual anadir el siguiente nucleétido trifosfato. La secuenciacién
se realiz6é con un secuenciador automatico 3100 Genetic Analyser (Applied Biosystems)
utilizando el kit “AmpliTagDyeDeoxy terminador Cycle Sequencing” (Perkin Elmer) y
utilizando la optimizacion llevada a cabo en nuestro Instituto por A. Lario (Lario et al.,
1997). Los cebadores utilizados fueron los universales (SP6, T3, T7), asi como los

oligonucledtidos sintéticos descritos anteriormente.

2.5.7. Mutagénesis dirigida.

Para obtener una mutacion puntual en un plasmido, se utilizé el protocolo recogido
en el kit de mutagénesis Quick Change® XL-Site-Directed (Stratagene). Se emplean un
par de oligonucleétidos, que incluyen dicha mutacién, complementarios entre si y se
realiza una reacciéon de PCR con la enzima Pfu Ultra High Fidelity DNA Polimerasa
dando como resultado dos hebras completas y complementarias del plasmido
amplificado. Después de eliminar el DNA de partida en una reaccion de digestion con la
enzima Dpnl, que hidroliza el DNA metilado, se transformaron bacterias con el producto
de la amplificacion. Finalmente, se chequedé mediante digestion con enzimas de
restriccion y por secuenciacion la existencia de la mutacion en el plasmido obtenido de

las bacterias transformadas.

2.6. Electroforesis y transferencia de acidos nucleicos.

2.6.1. Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

Mediante esta técnica, los fragmentos de DNA pueden separarse segun su tamafio y
posteriormente ser transferidos a membranas o bien purificados a partir del gel. Se
utilizaron geles de agarosa de porcentaje entre 0,8 y 1,5 %, segun los tamafos a
separar, preparados en tampén TAE 1X y realizandose la separacion a 5 V/cm. Las
muestras se cargaron en los geles con tampon de carga. El DNA se visualizé tifiendo los
geles con 0,5 ug/ml de bromuro de etidio y observandolos bajo luz ultravioleta. Como
marcadores de tamafo molecular se emplearon el DNA del fago lambda cortado con

Hind Il y el DNA del fago phiX174 digerido con Hae Ill (0,1 ug por pocillo).

86



Materiales y métodos

2.6.2. Purificacion del DNA incluido en agarosa.

Los fragmentos de DNA se aislaron utilizando el Kit comercial Perfectprep® Gel
Cleanup (Eppendorf) siguiendo el protocolo de la casa comercial. El fragmento de
agarosa fue disuelto en el tampdn de unioén proporcionado en el kit a 55 °C durante 10
min, y el DNA se retuvo en una membrana de fibra de vidrio. La membrana, que contiene
el DNA se lavé con una solucion de etanol para eliminar impurezas y finalmente el DNA

se eluyo con agua.

2.6.3. Electroforesis de RNA en geles desnaturalizantes.

La separacion del RNA se realiz6 mediante electroforesis horizontal en geles de
agarosa en condiciones desnaturalizantes. Las muestras se prepararon en una solucién
8% de formaldehido, 50% formamida y MNE 5X y se desnaturalizaron 15 min a 65 °C;
antes de cargarlas en el gel se les anadié bromuro de etidio y tampdn de carga. Los
geles fueron de agarosa al 1%, 6% de formaldehido y MNE 5X, desarrollandose la

electroforesis en tampon 6% formaldehido y MNE 5X.

2.6.4. Transferencia de DNA mediante Southern blot.

El DNA separado mediante electroforesis en geles de agarosa fue transferido a
membranas de nylon Hybond-N® de GE-Healthcare segun la técnica descrita por
Southern (1974). Los geles fueron tratados 10 min con HCI 0,25 M para depurinizar el
DNA y facilitar su hidrdlisis; posteriormente fueron tratados con solucion desnaturalizante
durante 30 min, y con solucién neutralizante durante el mismo tiempo. La transferencia
se realiz6 durante toda la noche por capilaridad en tampén SSC 20X. Finalizada la
transferencia, los filtros se lavaron en SSC 2X vy, una vez secos, el DNA fue unido

covalentemente por irradiacion con luz ultravioleta a 250 nm durante 3 min.

2.6.5. Transferencia de RNA mediante Northern blot.

En este caso, el RNA separado en geles de agarosa-formaldehido se desnaturalizd
durante 15 min en NaOH 50 mM y se renaturalizé durante 30 min en Tris-HCI 0,1 M pH
7,5. La transferencia a filtros y el fijado del RNA a los mismos se realiz6 igual que en la

técnica de Southern blot.
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2.6.6. Hibridacion de acidos nucleicos con sondas radiactivas.

Los filtros procedentes de la transferencia de DNA fueron preincubados en bolsa a 65
°C durante 1 hora y con agitacion suave, en la solucién de hibridacién (0,2 ml/cm? de

filtro) sin sonda. Posteriormente, se hibridaron durante 16 horas, a 65 °C y agitacién
suave, con un volumen de solucién de hibridaciéon de 0,05 ml/ cm2 de filtro, en presencia

de la sonda marcada radiactivamente (106 dpm/ml) previamente desnaturalizada (10 min
a 95 °C y 2 minutos en hielo). En el caso de filtros con RNA, la hibridacion se realizé a 42
°C en una solucidn con 50% de formamida con 6x10° dpm/ml de solucién de hibridacién.
Para el Southern blot, los lavados se llevaron a cabo en SSC 2x/SDS 0,1%, a 65 °C;
para el Northern blot los lavados se llevaron a cabo en SSPE 2x/SDS 0,1%, 15 min a 42
°C; en SSPE 1X/SDS 0,1%, 30 min a 42 °C; y en SSPE 0,1X/SDS 0,1% 15 min a TA.
Una vez lavados, los filtros se expusieron a una pelicula autorradiogréfica a -80 °C,
utilizando pantallas amplificadoras, o bien pantallas de almacenamiento de GE

Healthcare.

Deshibridacion de filtros de DNA y RNA.

Los filtros de DNA marcados con sonda radiactiva se deshibridaron lavandolos con
una soluciéon de NaOH 0,4 M a 45 °C durante 30 min, y posteriormente 15 min a 45 °C
con una mezcla de SSC 0,1M/ Tris 0,2 M/ SDS 0,1%.

Los filtros de RNA marcados con sonda radiactiva se deshibridaron lavandolos
durante 1-2 horas a 65 °C en una solucion Tris 5 mM/ EDTA 2 mM/ Denhardt’'s 0,1X.

2.7. Técnicas de obtencion y andlisis de proteinas.

2.7.1. Obtencion de proteinas totales de L. infantum.

En general, los parasitos fueron recogidos durante la fase logaritmica tardia de
crecimento (20-25x106 parasitos/ml), aunque pudo variar en funcion del experimento
realizado. Los parasitos fueron lavados 3 veces con PBS y se resuspendieron en tampén
de lisis a una concentracion de 4x10%/ml de tampon. Las muestras se incubaron 30 min a

37 °C y posteriormente se afiadid un volumen del tampoén de muestra 2X para cargar
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geles de poliacrilamida a razén de 25 ul de la mezcla por pocillo, equivalentes a las

proteinas totales de 5 millones de promastigotes.

2.7.2. Cuantificacion de proteinas.

La concentraciéon de proteinas se determind utilizando el método colorimétrico de
Bradford (1976), en el que se basa el kit Bio-Rad Protein Assay. Este método consiste en
la cuantificacion de la unién del colorante Azul de Coomassie a las proteinas de la
muestra, medida por espectrofotometria. Para obtener los valores de concentracion a
partir de la DO, se realizé previamente una curva patrén con los valores de DOsgg

obtenidos a partir de concentraciones crecientes de albumina.

2.7.3. Electroforesis de proteinas en geles SDS-PAGE.

La separacién de proteinas en funcidon de su tamano se realiz6 mediante la técnica
de electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida y SDS (SDS-PAGE),
segun el método de Laemmli (1970). La separacion electroforética se realizé en geles
discontinuos, compuestos por un gel superior (concentrador) preparado al 3-4,5% de
acrilamida/bisacrilamida y pH 6,8, y un gel inferior (separador) al 10-14% y pH 8,8. Los
porcentajes de acrilamida se eligieron en funcién del tamano de las proteinas de interés
a separar. La electroforesis se llevd a cabo en minigeles empleando la cubeta del
sistema mini-PROTEAN de Bio-Rad, a 20-25 mA/gel. Como marcador de peso molecular
se utilizaron los standards pretefidos de Bio-Rad. La fijacién y visualizacion de las
proteinas se realiz6 mediante tincion con una solucion de Azul de Coomassie R-250 al
0,2% en 40% de metanol y 10% &acido acético durante media hora y posterior

decoloracién en 40% de metanol y 10% de acido acético.

2.7.4. Transferencia de proteinas a membrana (Western blof).

Las proteinas separadas por electroforesis en geles de acrilamida se transfirieron a
membranas de PVDF Immobilion-P de Millipore. Para ello, una vez finalizada la
electroforesis, los geles se sumergieron en el tampdn de transferencia durante 15 min.
Las membranas de PVDF del tamafo del gel se prepararon humedeciéndolas en
metanol absoluto durante 15 segundos, posteriormente se sumergieron en agua

bidestilada 2 min y finalmente en tampoén de transferencia 5 min. El sandwich de
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transferencia se montd colocando la membrana junto al gel y ambos entre papeles
Whatman humedecidos en dicho tampdn. La transferencia himeda se realizé en un
aparato Mini Trans-Blot Cell de Bio-Rad durante 1 hora a un voltaje maximo de 25V y un
amperaje maximo de 100 mA. Finalizada la transferencia, las membranas se tifieron con
una solucion 0,5 % Rojo Ponceau, 1% &cido acético en agua para visualizar las
proteinas y determinar la eficiencia de la transferencia, destinéndose con agua
bidestilada. Seguidamente, la membrana se bloqued en una solucion de leche desnatada
5% en PBS durante 14 h a 4 °C, como paso previo a la inmunodeteccion de las proteinas

transferidas.

2.7.5. Obtencion de proteina recombinante de bacterias transformadas.

Las células de E. coli (M15) se transformaron con el plasmido de expresion LiAc-
pQE30, cuyo producto de expresién, el péptido recombinante LIABCG4-Ac, esta bajo el
control del represor lac el cual se inhibe por la adiciéon de IPTG. Una colonia aislada de
bacterias transformadas se cultivd en 10 ml de LB durante toda la noche en presencia de

100 pg/ml de ampicilina y 25 pg/ml de kanamicina a 37 °C con agitacion. Este cultivo se
transfirio a 500 ml de LB incubandose a 37 °C con agitacion hasta una DOggg de 0,6,

momento en el que se indujo la expresién de la proteina afadiendo al cultivo IPTG a
distintas concentraciones (0,5 y 1 mM) incubandose durante 4 h a 37 °C. El cultivo se
centrifugd durante 10 min a 4.000 g vy, tras lavarlo 3 veces con PBS, se resuspendié en
tampén de lisis para condiciones nativas suplementado con 1 mg/ml de lisozima,
incubando 30 min a temperatura ambiente. Se realizé un chequeo de solubilidad de la
proteina inducida, para lo cual las células se lisaron mediante 2 pulsos de sonicacion de
30 seg. Tras una centrifugacion en microfuga de 35 min a 10.000 g, se separaron los
sobrenadantes y los sedimentos, que se resuspendieron en tampén de lisis. Una alicuota
de cada uno de ellos se calenté 10 min a 95 °C, se centrifugd 2 min y se cargd en geles

de poliacrilamida.

2.7.6. Cromatografia de afinidad con Ni?*-NTA.

El vector pQE-30 permite producir proteina recombinante fusionada con un extermo
de 6 histidinas. La proteina fue purificada por cromatografia de afinidad utilizando como
soporte sélido Ni?*-acido nitrilotetra-acético (Ni-NTA) (Quiagen). En nuestro caso se

empled la purificacién en batch bajo condiciones desnaturalizantes. El sedimento de
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proteinas insolubles fue resuspendido en Tampdn A (hidrocloruro de guanidina 6M,
fosfato sédico 0,1 M, Tris-HCI 0,01 M pH 8). Se incubd en agitacion 1 hora a temperatura
ambiente. Se agregd la resina Ni-NTA que previamente habia sido equilibrada con
tampon A. La mezcla de proteinas y resina se incubo 45 min a temperatura ambiente con
agitacion constante. Posteriormente se lavo con 10 volumenes de columna de tampdn A,
5 volumenes de tampén B (urea 8 M, fosfato de sodio 0,1 M, Tris-HCI 0,01 M pH 8), 5
volumenes de tampén C (tampoén B a pH 6,3), 5 volimenes de tampén D (tampdn B,
ajustando el pH a 5,9) y 5 volumenes de tampén E (tampon B con pH 4,5). Los
sobrenadantes de cada eluido se recuperaron y se chequearon en geles de

poliacrilamida.

2.8. Teécnicas inmunoldgicas.

2.8.1. Obtencion de anticuerpos policlonales de conejo.

Para la obtencién de anticuerpos contra las proteinas recombinantes se utilizaron
conejos de la cepa New Zealand White. Previamente a su inmunizacion, se tomé una
muestra de suero preinmune para su utilizacion como control en los ensayos posteriores.
Se realizaron inmunizaciones por via subcutanea, de acuerdo al siguiente protocolo. La
primera inmunizacion se realizé con 150 ug de proteina en 500 ul de PBS con un mismo
volumen de Adyuvante Completo de Freund (Sigma), mezclandose hasta lograr una
emulsion homogénea. La emulsion se inyectd por via subcutdanea en tres sitios
diferentes. Dos semanas después se realizé la segunda inmunizacion con igual cantidad
de proteina pero esta vez con un volumen de Adyuvante Incompleto de Freund (Sigma),
siguiéndose el mismo procedimiento que en la primera. Tres inoculaciones mas fueron
practicadas espaciadas dos semanas y durante las cuales se extrajo sangre del conejo
para medirse los titulos de anticuerpos mediante la técnica de ELISA. Finalmente, a los
15 dias de la ultima inoculacion, se realizé la sangria final. Los sueros se obtuvieron
incubando las muestras de sangre durante dos horas a temperatura ambiente, 20 min a
37 °C, y posteriormente en hielo varias horas para permitir la formacién del coagulo. Tras
centrifugar durante 10 min a 2500 g, el sobrenadante fue recuperado almacenandose a 4
°C con 0,02% de azida sodica o a -80 °C.
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2.8.2. Titulacion de los anticuerpos.

Los ensayos se realizaron en placas de 96 pocillos. Se aplicé a cada pocillo 0,5 ug
de proteina en un volumen de 200 pl de acido bérico 100 mM pH 9,5, incubandose 5 h a
37 °C. Posteriormente, las placas se lavaron tres veces con PBS/ 1% Tween-20 (PBS-T)
y se bloquearon durante la noche a 4 °C con 200 pl por pocillo de una solucién de PBS-T
con 5 ug/ml de BSA. Las placas se lavaron tres veces con 200 ul de PBS-T y
posteriormente se agregaron 200 ul de las diferentes diluciones del suero preinmune e
inmune en PBS-T, incubandose una hora a 37 °C. Los pocillos se lavaron con PBS-T y
se agregaron 100 pl del anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo conjugado a fosfatasa
alcalina (Sigma) en una dilucién 1/5.000 incubandose una hora a 37 °C. Las placas se
lavaron nuevamente y se revelaron con 200 ul de para-nitrofenil fosfato (1mg/ml) en una
solucion de dietanolamina 100 mM pH 9,5 MgCl, 0,5 mM durante 10 min a temperatura
ambiente. La reaccion se detuvo afiadiendo 50 ul por pocillo de EDTA 0,5 M pH 8,

midiéndose la DO 405 en un lector de placas Titertek.

2.8.3. Deteccion con anticuerpos de proteinas transferidas a membranas.

Las membranas de PVDF, obtenidas tras la transferencia de proteinas, se incubaron
a temperatura ambiente, durante una hora, con el suero inmune diluido (o anticuerpo
comercial correspondiente) 1/5.000 en tampdn de bloqueo (1% BSA en PBS 1X) con un
0,05% de Tween-20. Tras 3 lavados de 5 min con tampoén de bloqueo, se incubd con el
anticuerpo secundario anti-lgG de conejo conjugado a fosfatasa alcalina (1/5.000)
durante 30 min. Después de 2 lavados, la membrana fue revelada en tampdn fosfatasa
con los sustratos NBT y BCIP. También se utilizdé anticuerpo secundario anti- 1gG de
conejo conjugado a peroxidasa, incubandolo bajo las mismas condiciones que el anterior

y utilizando para el revelado los sustratos ECL Plus™.

2.8.4. Purificacion de los anticuerpos.

Realizamos la purificacion mediante adaptacion de un protocolo descrito con
anterioridad (Lane, 1988), utilizando proteina recombinante adherida a membranas de
PVDF. Para ello, se indujo la expresion de proteina recombinante y se realizd
electroforesis del extracto total de proteinas bacterianas inducidas en gel SDS-PAGE. El

gel se transfirié a una membrana de PVDF vy, tras tefiir con rojo Ponceau para visualizar
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las proteinas, se corté la parte de membrana correspondiente a la proteina
recombinante. La membrana se incub6 durante 12 horas, a 4°C, con el suero diluido 1:10
en Tris-HCI 10 mM, pH 7,5; se lavd la membrana con 10 volumenes de Tris-HCI 10 mM
pH 7,5. Los anticuerpos se eluyeron con tampdn glicina 100 mM pH 2,5. El eluido se
recogio sobre Tris 10 mM pH 8,8 para neutralizar la solucion resultante y se analizo el
titulo de anticuerpos mediante ELISA. Las muestras se guardaron a 4 °C con un 0,02%

de azida saddica.

2.8.5. Inmunofluorescencia indirecta.

Los parasitos se lavaron 4 veces con PBS 1X a 4 °C y se resuspendieron en PBS 1X
a una concentracién de 2x10° parasitos/ml. Se utilizaron portaobjetos provistos con 10
circulos de 6 mm de diametro (BioMérieux), sobre los que se depositaron 20 ul de poli-
lisina durante 20 min para facilitar la adhesion de los parasitos. Posteriormente, se
depositaron 20 ul de la suspensidn de parasitos por circulo, dejandose secar

completamente a temperatura ambiente y almacenandose a -20 °C hasta su utilizacion.

Para su fijacion, los portaobjetos con parasitos fueron incubados 5 min con etanol
absoluto a -20 °C y 8 min con acetona a -20 °C. Para la inmunofluorescencia, las
preparaciones fueron incubadas con los sueros preinmune e inmune diluidos en tampén
IFI (PBS/0,1% BSA) durante 1 h a 37 °C en camara humeda. Se lavaron 3 veces en
tampén IFl y se incubaron con un anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado a
fluoresceina (Sigma), diluido 1/5000 en tampon IFl 1h a 37 °C en camara humeda. Los
portaobjetos se lavaron 3 veces en tampon IFl y se dejaron secar protegidos de la luz.

El montaje se hizo con Vectashield (Vecta Laboratiories Inc.) Se utilizé el microscopio
de fluorescencia Zeiss Axiophot (Germany) con un objetivo planar Neofluor 100X usando
un filtro FITC.
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2.9. Técnicas para el estudio funcional de los transportadores

ABCG de L. infantum.

2.9.1. Marcaje de pardsitos con andlogos fluorescentes de fosfolipidos.

Los analogos de fosfolipidos empleados para estudiar la posible implicacion de
LIABCG4 en el transporte de lipidos en el parasito fueron analogos de fosfatidilcolina,
grupo
fluorescente nitrobenzoxadiaxol en un acido graso de cadena corta (n=6) situado en

fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y esfingomielina marcados con el

posicién 2 de la molécula de glicerol (Ver figura. Ejemplo Cg-NBD-fosfatidilcolina, Ce-
NBD-PC).
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Cantidades apropiadas de los analogos palmitoil-(nitrobenzoxadiazol-hexanoil)-PC
(Ce-NBD-PC), Cs-NBD-PE, Cs-NBD-PS, Cs-NBD-SM (Avanti Polar Lipids) disueltos en
cloroformo/ metanol (1:1) se depositaron en un tubo de cristal de fondo cénico, se
desecaron bajo atmodsfera de nitrdgeno, se resuspendieron en unas gotas de etanol
absoluto y se diluyeron hasta la concentracion adecuada (10 uM) en tampon HPMI.

Los ensayos de acumulacién de analogos de fosfolipidos se realizaron tomando los
parasitos en fase logaritmica de crecimiento. Se lavaron dos veces con PBS y se
resuspendieron en tampon HPMI/ 0.3% BSA con PMSF 500 uM o DFP 5 mM a una
concentracién de 5 x10° parasitos/ml, incubandose a 28 °C durante 30 min. Una vez
finalizada dicha preincubacion, se afnadié un volumen con una concentracion 2X del
fosfolipido correspondiente en HPMI/ 0.3% BSA 500 uM de PMSF o DFP 5 mM. La

concentraciéon de fosfolipidos empleada fue de 2 uM para el caso de Cs-NBD-PC, Cg-
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NBD-PE, Ce-NBD-SM y de 5 uM para Ce-NBD-PS. Los parasitos fueron incubados con
los analogos de fosfolipidos durante 30 min a 28 °C. Tras la incubacién, se realizaron
dos lavados con PBS + 0.3% BSA en frio, se resuspendié cada muestra en PBS frio y se

dejo en hielo.

En nuestro laboratorio se habia descrito anteriormente que, en presencia de PMSF,
la hidréslisis de Ce-NBD-PC llegaba hasta un 42%, mientras que para el resto de los
analogos era menos severa (en torno al 8%) (Araujo-Santos et al., 2003). En presencia
de DFP, la hidrdlisis de Cg-NBD-PC se reducia hasta un 18% incluso después de incubar
30 min a 28 °C, mientras que para Csg-NBD-PE, -PS y —SM, la hidrélisis era menor de un
8%. También habiamos establecido que las diferencias en la acumulacién de los
analogos de fosfolipidos no se debian a su conversion metabdlica en la cara externa de

la membrana (Araujo-Santos et al., 2003).

Las medidas de fluorescencia se realizaron en un citobmetro de flujo Becton Dickinson
(Mountain View, CA) provisto de un laser de argon de 488 nm de longitud de onda. El
analisis de los datos se llevé a cabo determinando la fluorescencia debida a la
acumulacion de los compuestos utilizados, medida como canales de fluorescencia media
en FL1 (515-545 nm). Se establecieron regiones tras analizar la muestra utilizando los
parametros de dispersion frontal (forward scatter o FSC) y dispersion lateral (side scatter
0 SSC) y se analizaron 10.000 sucesos en las mismas, que se representaron en forma

de histogramas. Se utilizé el programa Cell Quest para el analisis de los datos.

2.9.2. Marcaje de pardsitos con miltefosina radiactiva.

Se utilizé miltefosina marcada radiactivamente con '*C. La internalizacion y el eflujo
de [14C]miltefosina se midié segun lo descrito por (Perez-Victoria et al., 2003a). Para la
internalizacion, los parasitos (2x1 0’ parasitos /ml) se incubaron en medio de cultivo con
0,09 uCi de [14C]miltefosina (2,5 uM). A tiempos determinados (30, 60, 120, 240 min) se
extrajeron alicuotas del cultivo y se colocaron en hielo. Se lavaron con PBS/ BSA 1%
para eliminar la fraccion del farmaco que quedara en la cara externa de la membrana
plasmatica. Tras lavar nuevamente con PBS, los sedimentos celulares se
resuspendieron en Triton X-100 al 1%. La radiactividad asociada se determin6 en 4 ml

de liquido de centelleo usando el contador de centelleo 1209 Rackbeta Liquid
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Scintillation Counter (LKB-Wallac). Se midi6 la concentracion de proteinas,
expresandose los resultados en pmol/mg.

Para la determinacion del eflujo, se incubaron 2x10’ promastigotes en medio de

cultivo con 0,36 puCi mi™ de [14C]miltefosina (10 uM) durante 30 min a 28 °C. Después de
este tiempo, los parasitos se lavaron y se resuspendieron en medio fresco con 3% BSA.
El eflujo se inici6 a 28 °C, y la cantidad de radioactividad retenida en los parasitos se
midié al cabo de una hora. Las muestras se procesaron como se ha descrito en el

parrafo anterior.

2.9.3. Microscopia de fluorescencia.

Los parasitos se tomaron en la fase logaritmica de crecimiento y se lavaron tres
veces con PBS frio. Las imagenes se adquirieron con un microscopio de
epifluorescencia Zeiss Axiophot (Oberkochen, Germany). Las imagenes se capturaron
con una camara SPOT (Diagnostic INstruments, Inc.) y se analizaron usando el software
Adobe Photoshop 7.0.

Con el fin de diferenciar la membrana plasmatica del resto de los organulos
intracelulares, los parasitos se incubaron en tampén hipoténico (Tris-HClI 5 mM, PMSF
100 uM, pH 7.4) durante 30 min en hielo y se homogenizaron con suavidad, lo que
permitié la formacién de “fantasmas” celulares sin flagelo que mantienen la estructura

microtubular asociada a la membrana plasmatica del parasito (Mandal et al., 1997).

2.10. Tecnicas para el estudio funcional en levaduras de las

proteinas ABCG de L. infantum.

2.10.1. Fraccionamiento subcelular en gradiente de sacarosa.

Las levaduras se inocularon en un litro del medio de seleccion con 50 uM CuSOg4 y se
crecieron durante 14-16 h a 27 °C hasta una DOggg de 0,5. Las células se centrifugaron a
1000 g y se lavaron con NaN3 20 mM. El sedimento celular se resuspendioé en 50 ml de
tampén de pre-esferoblastos y se incub6é a 30 °C durante 20 min. Posteriormente, se
centrifugd a 700 g, 5 min a 4 °C y el sedimento celular se resuspendié en 50 ml de

tampén de esferoblastos con zimoliasa 0,15 mg/ml, incubandose 40 min a 30 °C. Los
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esferoblastos obtenidos se enfriaron en hielo y se recogieron a 1500 g, 5 min a 4°C. El
sedimento obtenido se resuspendié en 20 ml de tampdn de lisis con PMSF 1 mM y una
mezcla de inhibidores de proteasas. Los esferoblastos se lisaron empleando un
homogenizador, y el lisado resultante se centrifugdé a 500 g, 5 min a 4 °C. El
sobrenadante se recogio en un colchdn de sacarosa al 60% centrifugando a 100.000 g 1
h a 4 °C. El sedimento enriquecido en membranas se colocé en la parte superior de un
gradiente discontinuo de sacarosa (0,5 ml 60%; 1 ml 40%; 1 ml 37%; 1,5 ml 34%; 2 ml
32 %; 2ml 29%; 1,5 ml 27%; 1,5 ml 22% (p/p)). Tras la centrifugacion a 130.000 g
durante 16-18 h a 4 °C en ultracentrifuga Beckman con rotor SWA4ITi, se recogieron 20
fracciones de 0,6 ml. Volimenes idénticos de cada fraccion se sometieron a

inmunodeteccion empleando anticuerpos frente a distintos organelos celulares.

2.10.2. Preparacion y fraccionamiento de vesiculas secretoras de
levaduras.

Las cepas Sec6-4 se inocularon en un litro de medio de selecciéon con 50 uM CuSOq4
y se crecieron durante 14-16 h a 27 °C hasta una DOggp de 0,5. La mitad del cultivo se
cambid a 38 °C para permitir la acumulacion de vesiculas secretoras (VS), y la otra mitad
se crecié a 27 °C. Las células empleadas para los experimentos de fraccionamiento
subcelular fueron hechas esferoblastos y luego lisadas en tampoén de lisis usando un
homogenizador como se describié por Harsay y Scheckman (2002). Las células usadas
para los experimentos de translocacién de lipidos se lisaron mediante agitacién circular
vibratoria de 30 s, 20 veces, con perlas de vidrio (425-600 um) en tampén de lisis frio.
Los lisados se sometieron a centrifugacion diferencial (500 g durante 10 min, 13.000 g
durante 20 min) para eliminar la mayor parte de los nucleos, vacuolas, mitocondrias y
membrana plasmatica. Las membranas enriquecidas en vesiculas secretoras se
recogieron por ultracentrifugacion (100.000 g, 90 min, 4 °C) en un colchén de sacarosa al
60% (p/p). Para los estudios de fraccionamiento, las membranas se recogieron en un
colchon de Nycodenz 60% (p/p), se resuspendieron en 1,5 ml de tampén de lisis, se
ajustaron al 30% (p/p) de Nycodenz y se cargaron en la parte inferior de un gradiente
linear de 11 ml de Nycodenz 12-22% (p/p)/ sorbitol 0,8 M. Tras la centrifugacion a
100.000 g durante 16 h a 4 °C en una ultracentrifuga Beckman con rotor SW4ITi, se
recogieron 20 fracciones de 0,6 ml desde la parte superior. Volumenes idénticos de cada

fraccidon se sometieron a inmunodeteccion.

97



Materiales y métodos

Para los estudios de translocaciéon de lipidos, las membranas se resuspendieron

en tampon K-glutamato con un 20% de glicerol y se almacenaron a -80 °C.

2.10.3. Inmuno-afinidad de las vesiculas secretoras.

La inmuno-afinidad de las vesiculas secretoras se realiz6 usando Dynabeads®
magnéticas unidas a proteina G (Dynal Biotech.) cargadas con anticuerpo anti-HA
monoclonal de ratén 12CA5 (Boehringer) seguin se ha descrito por Alder-Baerens et al
(2006). Para cada inmuno-afinidad, se prepararon 500 ul de reaccién en tampén de lisis
con 200 ul de Dynabeads unidas al anticuerpo anti-HA, 5 mg/ml de BSA y 100 pl de las
fracciones seleccionadas del gradiente de Nycodenz. Como control de la especificidad
del procedimiento de inmuno-afinidad, se prepard una reaccién con Dynabeads unidas al
anticuerpo preincubadas a 4 °C durante 1 h con 200 pg de péptido sintético
correspondiente al epitopo HA (YPYDVPDYA). Las reacciones se incubaron en agitacion
suave durante 2h a 4 °C. Las Dynabeads se separaron de los sobrenadantes y se
lavaron 2h en tampon de lisis con 5 mg/ml de BSA dos veces, y 30 min mas en tampodn
de lisis. Las membranas de los sobrenadantes se recogieron por ultracentrifugacion.
Tanto las Dynabeads como los sedimentos membranosos se resuspendieron en 100 pl

de tampon de carga y se sometieron a inmunodeteccion.

2.10.4. Entrecruzamiento quimico.

Las membranas enriquecidas en vesiculas secretoras obtenidas en el punto 2.10.2
se incubaron durante 2 horas en hielo con 1,6-bis-maleimidohexano (BMH) a una
concentracion final de 0,2 mM. Los productos obtenidos se analizaron en geles de
poliacrilamida y se sometieron a inmunodeteccion utilizando el anticuerpo policlonal anti-
FLAG.

2.10.5. Andlisis del transporte de andlogos de fosfolipidos en vesiculas
secretoras.

Los stocks de analogos fluorescentes de fosfolipidos se prepararon en DMSO (1mM).
Los ensayos de translocacion se realizaron como se describe por Alder-Baerens et al.

(2006). Las membranas enriquecidas en vesiculas secretoras se diluyeron a 1,5 umol/ml
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de fosfolipido en tampon K-glutamato con un sistema de regeneracion de ATP
(fosfocreatina 10 mM; creatina fosfoquinasa 25 U/ml). Los ensayos de translocacién se

llevaron a cabo en tubos de vidrio a 25 °C mezclando 300 ul de suspensién de
membrana con 3 ul de la suspension de Cg-NBD-fosfolipido en presencia y ausencia de

1 mM de ATP. A intervalos de tiempo determinados, se tomaron alicuotas de 10 ul y se
mezclaron con 90 ul de tampén K-glutamato frio y 90 ul de buffer K-glutamato con 4%
(p/v) de BSA libre de lipidos. Las reacciones se mantuvieron 10 min en hielo, y se
diluyeron con 100 pl de tampdén K-glutamato frio. La fluorescencia se midié a 540 nm
(excitacién, 470nm; ancho de ventana, 4nm; resolucion, 1 s) antes y después de la
adicion de 0,5% de Triton X-100. La fluorescencia de cada muestra se midio a 25 °C
usando microcubetas de cuarzo y un espetrofluorimetro Aminco Bowman Serie 2 (SLM
Instruments, Rochester, NY). La porcidon accesible de lipidos fluorescentes se calculé
como Pex = [1- (Fesa / Ftampsn )] / [1-0.55] *100, donde Fgsa es la fluorescencia
(normalizada a la fluorescencia tras la adicién de Triton X-100) de las membranas
después de la extraccion con BSA, Fumpen €S la fluorescencia (normalizada a la
fluorescencia tras la adicién de Triton X-100) de las membranas en tampdn sin BSA, Pey
es la proporcion de lipido marcado que se extrae con BSA, y el rendimiento de los lipidos
fluorescentes unidos a BSA es 0,55 comparado con un valor de 1 para los lipidos

fluorescentes asociados a membrana (Alder-Baerens et al., 2006). El procedimiento de
tratamiento con BSA fue suficiente para extraer >90% de los Cg-NBD-lipidos asociados a

membrana a tiempo cero (10 min después de la adicién de la muestra). Esta cantidad se

considero del 100% para las medidas cinéticas.
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IV. RESULTADOS

1. AISLAMIENTO DE GENES TIPO ABCG DE L.
INFANTUM.

1.1. Aislamiento de los genes LiABCG64 y LiABCG6.

Los posibles miembros de la subfamilia ABCG de transportadores se han identificado
en la base de datos del genoma de Leishmania, inicialmente de L. major v,
posteriormente, de L. infantum, usando el servidor GeneDB omniBLAST y empleando
para el analisis el gen ABCG2 humano. Se localizaron en ambas especies 3 genes en los
cromosomas 15, 23y 36, y un gen repetido en tandem en el cromosoma 6. La identidad
de estos genes entre ambas especies es aproximadamente del 95% a nivel de secuencia
nucleotidica, y del 92% a nivel de secuencia proteica. Los resultados que se obtuvieron
han sido corroborados por una clasificacion de las proteinas ABC de Leishmania
publicada recientemente (Leprohon et al., 2006). En esta tesis doctoral nos centramos en
la caracterizacion de los genes tipo ABCG situados en los cromosomas 15 y 36 de L.

infantum.

Para realizar el aislamiento de estos genes, se utlizaron las bases de datos
disponibles del genoma de Leishmania para disefiar oligonucle6tidos aguas arriba y
abajo del marco abierto de lectura. Utilizando el DNA gendmico de L. infantum como
molde y, mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), pudimos aislar un
fragmento de 4223 pb del cromosoma 15, que se clondé en el vector pGEM-T y
posteriormente se secuencid. El fragmento contenia la totalidad de la secuencia
codificante de un gen ABCG, ademas de 822 y 1175 pb de secuencias no codificantes en
los extremos 5’ y 3', respectivamente. El gen aislado se denominé LIABCG4 (GeneDB-
Leishmania infantum, cddigo de acceso LinJ15.0940), de acuerdo con la nomenclatura

sugerida por Leprohon et al. (2006).
En el caso del gen situado en el cromosoma 36, utilizando el DNA gendémico de L.

infantum como molde y, mediante PCR, pudimos aislar un fragmento de 3723 pb que se

cloné en el vector pGEM-T y posteriormente se secuencid El fragmento contenia la
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totalidad de la secuencia codificante de un gen ABCG, ademas de 766 y 950 pb de
secuencias no codificantes. El gen aislado se denomino LIABCG6 (GeneDB-Leishmania
infantum, cddigo de acceso LinJ36.3580), de acuerdo con la nomenclatura sugerida por
Leprohon et al. (2006).

1.2. Andlisis de la secuencia y andlisis predictivo de la

estructura de las proteinas LiABCG4 y LiABCG6.

A partir de la secuencia de los genes LIABCG4 y LIABCG6 se pudieron deducir sus
secuencias aminoacidicas. El gen LIABCG4 codifica una proteina de 741 aminoécidos,
con un peso molecular estimado de 83 kDa. El gen LIABCG6 codifica una proteina de
668 aminoé&cidos, con un peso molecular estimado de 72,8 kDa. Ambas proteinas
presentan todas las caracteristicas tipicas de un transportador ABC half-transporter, con
un unico dominio de unién a ATP hidrofilico (NBS; nucleotide binding site) situado en el
extremo amino, y un dominio transmembrana, con seis segmentos transmembrana
hidrofébicos. En la regién hidrofilica se encuentran las zonas mas conservadas de los
transportadores ABC: los motivos Walker A, Walker B y el sello de la familia ABC (Fig. R-
1). Las zonas caracteristicas de un transportador ABC se pudieron identificar utilizando el

servidor de Biologia Molecular ExPASy (http://us.expasy.org/) para andlisis de

secuencias.
LiABCG4
1 MGGQVDQTHKPSVGTPTVLAGILPTAWVTPPQAKSNAEDAKVPALSRAVNF
52 TWENLTYQVPVEDKDGNVIYKTLLFNLSGCAKGGRVLAIMGPSGAGKTTLM
\BS 103 GAITGKLFNATARQEGCCFMNNNIYQQRYKRLVSYVCQDDI\Y;\I/IainIrD"AI'PREAI

155 YFSARLRLGLDSETARRRVADVLQRLSLTKCQDTILGIPGILKGVSGGERKRA

S
208 NIGTELVTNPFVMLLDEPTTGLDSVNAVRVGQLLQDLAKNDMRTVIATVHSP
Walker B
260 SSELFDLFDDLLLLAKGHVIYHGPTADSIEYFASLGYDVPPRTNPTEYFMNLL

313 QLPEEILSQLWLAWEDYVMSDAANDNPCLTPVTGVITLTDDYLEEQLELKGA

365 NFCLQFSELFKRSWRMYLRDPGNFYGRSVOTLFFAIFIGLFFENLOLNQQGV
T™1
418 QDRLGALYITLMNNLFGAAMNGIAAFPPERAVFLQEQANDAYNAYTYFLAKN
T™2
470 MAELPWOILFPTVFDLIAYFMIHFHRSAGAFFVHWFILVLLANLGYSFGLMFA
TMD T™3 T™4
522 TFFKQSQAAFAMVPLILLPLFIVAGLFANTDRLYPYWVWLNYISFPRHAYLGV

TM5
575 FTNEFERLTVICDPVTPLCTFPDGQAVIEYMGFQGWHYWQTFVALILYQIGL

627 RFIGATSLYYQGRQRRGKLQFVKNLRNRFASPRAIASARSNDELSDVQSTLV
T™M6
678 GSIATPSNAYSTGVPSPVNNPENHQPIWDGESERATLALPDTPVTYVESPVD

730 VKDMKPRKYRSZ
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LiABCG6
1 MSSPAPPTDRADAGLLHHLPHSPPESPESSAPPPASSHRTAVLTWEDVSYT

52 VSGADEGDTRILVRHVSGYVQSGEMLAVLGPSGAGKTTLLDILAQRKVKSK
103 GDITGRIMLNGEPVEPAAFQLCSGYVQQEDIMV\Y/aSIﬁ;'I:AVEEWRFSAALRTSP
NBS 155 TISEEVLESRVSQVLRQLGIYHVRHSCIGSALVRGISGGERKRCAVAAEMVT
207 LPSLLFLDEPTTGLDTFTALHLLTLLRSLSRSGVAWFSSIHQPRSRIYEAFDR
260 VLLLWI\T(HB( IirG?EEAYFG PAADAVQFLAEIGLSSGCSSNPADYLIDAVSVSPVEEA

312 WVSEEAQQSAAVEAATDGNQLRLPSPAPTQGRDIAAAFASLRLADVMRQID
363 ELQRSSRAATAALAETGSPVRAYPRSWTTQVRCIAMRCLRNRRRDPVATY

413 VSVTSAIVFAFLTGTIYYQVGNSQDSIRSRMGVLFFIMMISTFSSLGSLEMFL
™1 ™2

466 TDRAIYAREHRNGMYSTSAYYVGKFIQDAPIVVAINFLENLIVYLLVGLQGTV

TMD T™M3

518 AKFLIFDSVGALVTLNSYALCLLMSNLSKDYATGNIITSLLLVLYLLPTGGML
T™M4 T™5

572 VSLNSIPFMWRWIKHISFARFAFSVMVANEFDGLTFVCDPVPSDIAPCITSGT

626 TYAASQGMYAKDIRSHMLVVALSMAVYLVLGYLALRGWRSTEGKZ
TM6

Figura R-1. Secuencias de las proteinas LIABCG4 y LIABCG6 de L. infantum. Se indican
el sello de la familia (rojo), los motivos Walker A y B (azul) y los posibles segmentos
transmembrana (violeta). Igualmente, se indican dominios probables de la proteina: dominio
transmembrana (TMD, violeta) y dominio de unién a nucleétidos (NBS, azul).

El andlisis de la secuencia de la proteina mediante el algoritmo de Kyte-Doolittle
(1982) nos permitié conocer el perfil de hidrofobicidad de la misma (Fig. R-2) y deducir la
topologia probable de este transportador. Como puede observarse en la figura, se
deduce una regién hidrofilica en el extremo amino, correspondiente al NBS, en la que se
encuentran las secuencias consenso de los transportadores ABC, y una region
hidrofébica compuesta de 6 segmentos transmembrana, correspondiente al dominio
transmembrana (TMD). Los segmentos transmembrana quinto y sexto se encuentran
mas separados entre si, lo que nos hace pensar en la existencia de un lazo extracelular

mas largo entre esos dos segmentos.
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LiABCG4
Kyte-Doolittle Hydropathy Flot

LiABCG6
Kyte-Doolittle Hydropathy Plot

|
;

!

v

v

noow

= - 4
N —

w 4

= 1 €—
?‘

Hydropathy Score

‘\J

=

W T

=T » <«

a

100

2ae

300

408

508

[S15)%]

Window Position

708

100

padale]

300

460

Window Position

Figura R-2. Perfil de hidrofobicidad de las proteinas LIABCG4 y LIABCG6. Se empled el
método descrito por Kyte y Doolittle (1982) para el andlisis de los posibles segmentos
transmembrana de proteinas. Se empled una ventana de 11 aminoacidos para el andlisis de
hidrofobicidad. Los seis segmentos transmembranas reconocidos se indican con flechas y
nameros.

Una vez conocida la secuencia de la proteina, realizamos una busqueda de

homologias mediante el programa Blastp (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cqi-

bin/simsearch_blast.pl) con otras proteinas utilizando los bancos de datos del GenBank y

SwissProt. La proteina presentd una mayor identidad con los miembros ya descritos de la
subfamilia de transportadores ABCG. En la figura R-3 se muestra el alineamiento de las
proteinas LIABCG4 y LIABCG6 de L. infantum con algunas proteinas ABCG humanas,
asi como con la proteina WHITE de Drosophila melanogaster y la ADP1 De

Saccharomyces cerevisiae.

El alineamiento de la secuencia de las distintas proteinas ABCG descritas nos
permitié6 determinar que la identidad de LIABCG4 es del 22,4% respecto a ABCG2
humana; 25,7% con la proteina ABCG1 humana; 26.4% con la proteina WHITE de D.
melanogaster, y 20% con ADP1 de S. cerevisiae. Para el caso de LIABCGSG, la identidad
es del 24,1 % respecto a ABCG2 humana; 21,2 % con la proteina ABCG1 humana; 23,8
% con la proteina WHITE de D. melanogaster, y 25,7 % con la proteina ADP1 de S.
cerevisiae (Tabla R-1). La region mas conservada, el NBS, mostré una identidad del

50% con el NBS de las proteinas ABCG1 y ABCG2 humanas.
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Figura R-3. Alineamiento de LIABCG4 y LIABCG6 con distintas proteinas ABCG. Las secuencias
aminoacidicas de los genes de L. infantum se alinearon con algunos miembros de la subfamilia ABCG como
son las proteinas ABCG2 y ABCG1 humanas, WHITE de D. melanogaster, y ADP1 de S. cerevisiae. Se
empled el programa para alineamiento mdultiple Clustal W. En rojo estan marcados los amino&cidos
conservados en todas las secuencias mostradas, en azul los conservados en el 80%, y en verde en el 60%.
Los numeros del margen derecho indican los residuos de cada secuencia. Los grupos de conservacion
considerados fueron: DE, ST, KR, FY, LIVM.

LIABCG6 hABCG2 hABCG1 yADP1 WHITE
LIABCG4 21,4 22,4 25,7 19,7 24,6
LiIABCG6 24,1 21,2 25,7 23,8
hABCG2 22,2 27,6 26,1
hABCG1 19,1 28,1
yADP1 22,9

Tabla R-1. Porcentajes de identidad entre distintos transportadores de la
subfamilia ABCG. Los valores de identidad se obtuvieron al realizar el alineamiento
de las diferentes secuencias proteicas con el programa CLUSTALW.
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2. ORGANIZACION GENOMICA DE LOS GENES
LiABCG4 Y LiABCG6.

2.1. Caracterizacion de la subfamilia ABCG en Leishmania.

Como se ha indicado anteriormente, para identificar los posibles miembros de la
subfamilia ABCG de Leishmania se llevé a cabo un andlisis de las secuencias del banco
de datos del proyecto genoma de L. major y L. infantum que presentaran mayor
homologia con el gen ABCG2 humano. Posteriormente nos cefiimos concretamente al
andlisis de las secuencias del banco de datos de L. infantum. Mediante este andlisis
identificamos 5 secuencias que corresponden a genes que codifican para posibles
transportadores ABC de la subfamilia ABCG. Estos genes se localizan en los
cromosomas 6, 15, 23 y 36 de L. infantum (Fig. R-4). Estos datos han sido recientemente

corroborados por Leprohon et al. (2006).

LinJ06.0080 LinJ06.0090 LinJ06.0100
Cromosoma 6 I | | | | |

LinT15.0940
Cromosoma 15 I |
LinJ23.0420
Cromosoma 23 NN
LinJ36.3580

Cromosoma 36 ' |

Figura R-4. Genes ABCG segun el proyecto genoma de L. infantum. Se encontraron 3 secuencias
(LinJ06.0080, LinJ06.0090, LinJ06.0100) pertenecientes a posibles genes ABCG en el cromosoma 6 de L.
infantum, una secuencia (LinJ15.0940) en el cromosoma 15, una en el cromosoma 23 (LinJ23.0420), y otra
en el 36 (LinJ36.3580).

En el locus del cromosoma 6 observamos la existencia de dos secuencias dispuestas
en tdndem (LinJ06.0080, LinJ06.0090), correspondientes a posibles genes ABCG, que
presentan alta identidad de secuencia nucleotidica entre si (92%), con LIABCG4 (58%) y

LIABCG6 (46%). Aparece otra secuencia (LinJ06.0100), de menor longitud, con menor

108



Resultados

identidad de secuencia con las que la preceden (52%), y que carece de la secuencia
correspondiente al dominio NBS, por lo que podria tratarse de un pseudogén.

En el cromosoma 23 encontramos otra secuencia (LinJ23.0420), correspondiente a lo
gue parece ser otro gen de la subfamilia ABCG de L. infantum y presenta una identidad
del 30% con LIABCG4 y LIABCG36.

2.2. Organizacion gendomica de LiABCG4y LIABCGS.

Para conocer la organizacién genémica de los genes LIABCG4 y LIABCG6, una vez
conocida su secuencia, digerimos el DNA del parasito con diferentes enzimas de
restriccion. Tras la electroforesis en geles de agarosa al 0,8%, el DNA fue transferido a
membranas de nylon e hibridado con sondas especificas de cada gen (region
correspondiente al NBS). Utilizamos enzimas de restriccion que no cortasen dentro de la
sonda. Como se puede observar en la figura R-5, los perfiles obtenidos sugieren que
tanto LIABCG4 como LIABCG6 son genes de copia Unica, tal y como cabria esperar tras

el andlisis efectuado del proyecto genoma de Leishmania.

A B
1 2 3 1 2 3

kb kb

23 —

9.4 —
94 — | W . 6.6 —
6.6 —

4.4 — -_
43 —

—

23 _ 2.3 —
20 — 2.0 —

Figura R-5. Organizaciéon gendmica de LIABCG4 y LIABCG6. Southern
blot gendmico de los genes LIABCG4 (A) y LIABCGS6 (B). Se digirieron 4pg
de DNA con distintas enzimas de restriccion. Las enzimas utilizadas fueron: 1,
Kpnl; 2, Notl; 3, Eagll. Ninguna presenta sitios de corte en la sonda NBS. El
marcador de peso molecular corresponde al DNA del fago A digerido con
Hindlll.
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RESULTADOS I: LiABCG4

3. OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES
FRENTE A LA PROTEINA LiABCGA4.

3.1. Obtencion de péptido recombinante para inmunizacion.

Para obtener anticuerpos policlonales especificos frente a LIABCG4 se eligid una
parte de la proteina comprendida entre los aminoacidos 307 y 411, la cual presentaba
mayor divergencia a nivel de secuencia con respecto a las otras proteinas analizadas
(Fig. R-6). Cabria esperar cierta hidrosolubilidad del péptido en base a los andlisis
efectuados sobre el perfil de hidrofobicidad para LIABCG4 (Fig. R-2).

Figura R-6. Esquema de la
proteina LIABCG4 mostrando
la localizacion de la zona
I frente a la que se dirige el
anticuerpo  policlonal  anti-
N LIABCG4 (enmarcada en rojo).

LiABCG4-Ac ¢

La secuencia que codifica para esta region de la proteina se amplific6 mediante PCR
usando dos oligonucleétidos especificos a los que se introdujeron dianas para las
enzimas de restriccion BamHI y Hindlll (Ac-5’ y Ac-3', ver tabla de “Materiales y
Métodos”). El fragmento amplificado, de 314 pb, se cloné en el vector pGEM-T y se
secuencid para confirmar que se habia amplificado correctamente. A continuacion, dicho
fragmento se extrajo utilizando las dianas BamHI y Hindlll, con las que se cloné en el
vector de expresion pQE30. Este vector es inducible por IPTG e incorpora, en el extremo

amino, una cola de polihistidinas al péptido para facilitar su posterior purificacion
mediante cromatografia de afinidad en columnas de Ni2+.

El plasmido resultante, denominado LiAc-pQE30, se utilizé para transformar bacterias
de la cepa M15. Se comprobd la expresion del péptido recombinante en varias colonias

inducidas por IPTG. Se optimizaron las condiciones para inducir la expresién del péptido
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a gran escala, segun las cuales una colonia de células transformadas se cultivd en 10 ml
de LB con ampicilina (100 pg/ml) y kanamicina (25 ug/ml) a 37 °C en agitacion durante
toda la noche. Este cultivo se transfirio a 500 ml de LB y se incub6 a 37 °C con agitacion
hasta obtener una DOggp de 0,6; finalmente se incubd 4 horas en presencia de IPTG 1
mM para inducir la expresién del péptido. A continuacioén, el cultivo se centrifugé durante
20 min a 4.000 g vy, tras lavar el sedimento 3 veces con PBS, se congel6 a —20 °C
durante una noche. Al descongelar, se resuspendié en 5 ml del tamp6n de lisis empleado
para la purificacion en condiciones nativas, suplementado con 1 mg/ml de lisozima y 1
mM de PMSF, incubandose 30 min a temperatura ambiente. Como se puede observar
(Fig. R-7) las bacterias inducidas sobreexpresaban un péptido de 13 kDa.

Una vez establecidas las condiciones de expresion del péptido, se comprob6 la
solubilidad del mismo tras romper las bacterias mediante sonicacion (3 pulsos de 20
segundos) y centrifugar a 10.000 g durante 30 min, lo que nos permiti6 separar la
fraccion soluble de las proteinas (sobrenadante) y la fraccion insoluble (sedimento). El
estudio de ambas fracciones mediante geles de poliacrilamida permitié concluir que el
péptido, con un peso molecular estimado de 13 kDa, se encontraba mayoritariamente en
la fraccion insoluble, por lo que realizamos su purificacibn en condiciones
desnaturalizantes. El péptido fue purificado mediante cromatografia de afinidad y su

pureza se analizé mediante SDS-PAGE.

kDa

198 —
115 —| ==

49 —

35 —

29 | we S 53 = =

21

6.4__|

Figura R-7. Sobreexpresién y purificaciéon del péptido recombinante LIABCG4-Ac. Anélisis
electroforético de extractos proteicos en gel de poliacrilamida tefiido con azul de Coomasie. Carriles: 1.
Marcador de peso molecular; 2. Bacterias transformadas con el vector vacio, sin inducir; 3. Bacterias
transformadas con el vector vacio, inducidas a 1 mM de IPTG; 4. Bacterias transformadas con LiAc-
pPQE30, sin inducir; 5. Bacterias transformadas con LiAc-pQE30, inducidas a 0,5 mM de IPTG; 6.
Bacterias transformadas con LiAc-pQE30, inducidas a 1 mM de IPTG; 7. Péptido purificado (pH 4,5). El
péptido purificado se indica con una flecha.
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3.2. Purificacion del péptido recombinante LiABCG4-Ac.

Debido a la insolubilidad de la proteina recombinante obtenida, realizamos la
purificaciéon de la misma mediante cromatografia de afinidad en columna de niquel,
siguiendo el protocolo descrito por la casa comercial del vector (Quiagen) para proteinas
recombinantes insolubles o incluidas en cuerpos de inclusion. El protocolo se basa en la
desnaturalizacion de las proteinas con un tampon que contiene hidrocloruro de guanidina
6 M. A continuacion, las proteinas solubles desnaturalizadas se separan mediante
centrifugacion y se incuban con la resina. Finalmente, la proteina recombinante se eluye
con un tampon de urea 8 M y en gradiente de pH (8-4,5). La elucion del péptido

recombinante se produjo a pH 4,5 (Fig. R-7).

3.3. Obtencion y titulacion del suero inmune frente a LiABCG4.

Se cuantificdé la concentracién del péptido purificado, con el que se inmunizé un
conejo de la cepa New Zealand White mediante 4 inoculaciones periddicas de 150 ug de
péptido por via subcutdnea. A partir de la segunda inoculacion, se procedid a la
obtencién de suero inmune, cuyo titulo de anticuerpos se determiné mediante la técnica
de ELISA. Este titulo, tras la ultima inoculacién, resulté ser mayor de 1/800.000 con

respecto al suero preinmune extraido antes de comenzar la inmunizacion.

4. OBTENCION DE PARASITOS TRANSFECTADOS
CON EL GEN LiABC64.

4.1. Clonaje del gen LiABC64 en el vector de expresion.

Para obtener parasitos que sobreexpresaran la proteina LIABCG4 realizamos el
clonaje del gen LIABCG4, junto a las secuencias no codificantes en 5’ y 3’, en el vector
de expresion pX (LeBowitz et al.,, 1990). Este vector, especifico para Leishmania,

contiene el gen de la neomicina fosfotransferasa (NEO). Con la construccion LIABCG4-
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pX, se transfectaron promastigotes de L. infantum y se seleccionaron con

concentraciones crecientes de G418, a fin de sobreexpresar la proteina.

Los pasos de clonaje que se llevaron a cabo fueron los siguientes (Fig R-8): 1)
Amplificacion por PCR de la secuencia del gen LIABCG4 clonado en pGEM-T,
empleando los oligos LIABCG4-5’ y LIABCG4-3’ descritos en Materiales y Métodos, que
nos permitieron afadir dianas BamHI y Spel, en 5’ y 3’ de la secuencia, respectivamente.
Este fragmento, de 4.042 pb, se clon6 en pGEM-T. 2) Digestion de la construccion
obtenida en el paso anterior con las enzimas BamHI y Spel y clonaje del fragmento
liberado en el vector pX, previamente digerido con BamHI y Xbal. El plasmido resultante,
denominado LIABCG4-pX, contenia el gen LIABCG4 completo, flanqueado por 762
nucleotidos de la region 5’ no codificante y 1051 nucleétidos de la regién 3’ no codificante

clonados en el vector pX.

Spel BamHI

- 5 0

(_LiABcG4 ) BamHI Xbal/Spel

( LiABce4 )
GEM-T Digestidn .
PGEM BamHL/Spel LIABCE4-pX
XbaI BamHI/Xbal
BamHI

pX

== ’
Figura R-8. Clonaje del gen LIABCG4 en el vector de expresion para Leishmania pX. La secuencia

codificante de LIABCG4 (violeta) junto con las secuencias flanqueantes no codificantes (morado) se
clonaron en el vector pX, obteniéndose el plasmido LIABCG4-pX.

4.2. Transfeccion de L. infantum.

Se transfectaron promastigotes de L. infantum, en fase estacionaria de crecimiento,
con 100 pg del plasmido LIABCG-pX, asi como con el vector pX vacio que fue utilizado
como control. Tras pases sucesivos a concentraciones crecientes de farmaco (25, 50,
100, 200, 500 ug/ml), los parasitos transfectados se seleccionaron y finalmente, tras 45

dias de cultivo, se adaptaron a una concentracion de 500 ug/ml de geneticina (G418).
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4.3. Caracterizacion genomica de los parasitos transfectados

con el gen LiABC64.

Se comprobod la presencia del DNA extracromosémico circular en los parasitos
transfectados. Para ello, se realiz6 un Southern blot de su DNA total y, posteriormente,
se hibridé con una sonda especifica para LIABCG4 obtenida por digestién de LIABCG4-
pX con Hindlll. EI DNA genbémico de los parasitos transfectados se digiri6 con una
combinacion de enzimas (BamHI-Sacll) que cortara la construccion plasmidica en
fragmentos de tamafio conocido, uno de los cuales (2,7 Kb) hibridaria con la sonda. Tras
la hibridacion, fue posible diferenciar la banda episomal de la banda correspondiente al
gen en el genoma de L. infantum (Fig. R-9), y cuantificar las sefiales de hibridacion
correspondientes a ambos genes. La relacion obtenida entre las densidades 6pticas de
cada una de las bandas resultantes del revelado de la hibridacion del Southern blot, da

un resultado de unas 50 copias mas de LIABCG4 en los transfectantes.

Figura R-9. Andlisis por Southern blot del DNA

kb 1 2 gendémico de los parésitos transfectados con LIABCGA4.
La digestion fue realizada con las enzimas BamHI/Sacll.

44— Carriles: 1. DNA gendmico de los parasitos transfectados
— con LIABCG4-pX. 2. DNA genomico de los transfectantes

control. Se sefialan las bandas correspondientes a la copia
genomica (flecha superior) y la banda del DNA episomal

; (flecha inferior). ElI marcador de peso molecular
_ 1< corresponde al DNA del faco A diaerido con Hindlll.

23—
20—
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4.4. Andlisis de la expresion de L/ABC64 en los parasitos

transfectados.

4.4.1. Mediante Northern blot.

La sobreexpresion de los transcritos correspondientes a LIABCG4 se estudio
mediante Northern blot (Fig. R-10) en los que se utiliz6 RNA total de promastigotes de los
parasitos transfectados con el gen y sus controles de transfeccidén en fase logaritmica de
crecimiento. Las muestras, con 20 ug de RNA total, se sometieron a electroforesis en
geles de agarosa-formaldehido, se transfirieron a membranas de nylon y se hibridaron
con la sonda especifica para LIABCG4. En los parasitos transfectados con LIABCG4 se
sobreexpresan dos transcritos. La diferencia de tamafio se deberia posiblemente a la
existencia de distintos sitios de adiciéon del mini-exén y/o poliadenilacién. Los parasitos
controles mostraban niveles de expresion muy bajos, siendo necesaria una

sobreexposicidn para detectar los transcritos.

Q ‘?gpo Figura R-10. Sobreexpresién del gen LIABCG4 en
kb O O los parasitos transfectados. Northern blot con RNA
total procedente de los parasitos transfectados. Tras
la electroforesis y la transferencia a membranas de
xam nylon, el RNA se hibrid6 con la sonda especifica
para LIABCG4, obtenida mediante digestion de
ﬂ LIABCG4-pX con Hindlll. En el primer carril se
encuentran los parasitos transfectados con el
plasmido control; en el segundo carril, los parasitos
24— transfectados con la construccion LIABCG4-pX. En el
panel inferior se muestra el gel de RNA tefiido con
bromuro de etidio. Como marcador de peso
molecular se utilizé el RNA ladder de Invitrogen.

44—
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4.4 2. Inmunodeteccion mediante Western blot.

La expresion de LIABCG4 se analiz6 en el estadio promastigote de parasitos
transfectados con LIABCG4 y sus controles. Proteinas totales, correspondientes a 7
millones de parasitos de un cultivo en fase logaritmica de crecimento, se separaron en
geles de poliacrilamida al 12%. Posteriormente, se transfirieron a membranas de PVDF
(fluoruro de polivinilideno) sobre las que se realizé la inmunodeteccion, utilizando el suero
inmune anti-LIABCG4 diluido 1/5.000 en la solucion de inmunodeteccion. Como
anticuerpo secundario se emple6 anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado a fosfatasa
alcalina y se revel6 con los sustratos de dicha enzima. Aparece una banda del tamafio
esperado (83 kDa) para la proteina LIABCG4, y de mayor intensidad en el caso de los
parasitos transfectados con LIABCG4 (Fig. R-11B). Sin embargo, el anticuerpo resulté
inespecifico cuando se trat6 de detectar la proteina y determinar su localizacién mediante
inmunofluorescencia indirecta. Nos planteamos realizar la purificacién de los anticuerpos
mediante afinidad sobre el péptido recombinante adsorbido a un soporte sélido y
posterior elucion, segun el protocolo descrito en Materiales y Métodos. Se midié de
nuevo el titulo de anticuerpos de la elucion obtenida vy, tras la electroforesis en geles de
poliacrilamida y transferencia a membranas, se realizo la inmunodeteccion de la proteina,
sin que mejoraran los resultados. Igualmente, el anticuerpo purificado tampoco permitié

la localizacion de la proteina mediante inmunofluorescencia indirecta.

A B
kDa 1 2 kDa 1 2
93— 93— e
49— - == 49—
35— 35—

Figura R-11. Anédlisis de la expresion de LIABCG4 mediante Western blot. A) Gel tefiido con azul
de coomassie. B) Incubacion con suero imnune diluido 1/5.000 en solucion de inmunodeteccion. 1.
Proteinas totales de los paréasitos control. 2. Proteinas totales de los parasitos transfectados con
LIABCG4. El marcador de peso molecular de proteinas utilizado fue el broad-range de BioRad. La
flecha indica una proteina de unos 83 kDa sobreexpresado en los parasitos transfectados con
LIABCGA4.
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4.5. Obtencion de pardsitos que sobreexpresan la proteina

LiABCG4 mutada.

A partir de la construcciéon LIABCG4-pX vy utilizando el protocolo del kit de
mutagénesis Quick Change® XL Site-Directed (Stratagene) se obtuvo la construccién
LIABCG4/mut-pX. Mediante digestion se comprobé que LIABCG4/mut-pX contenia la
mutacion puntual (C—T), introducida en la posiciéon 279 de la secuencia codificante, que
inactiva una de las dianas Apal del gen sin modificar la secuencia aminoacidica. Del
mismo modo, mediante secuenciacion se comprob6 que LIABCG4/mut-pX contenia la
mutacion puntual (A— T), introducida en la posicién 293 de la secuencia codificante de
LIABCG4. Esta mutacion conlleva un cambio K98M, del motivo Walker A del NBS. Se
sabe que esta mutacion provoca una pérdida de funcion en la proteina ABCG2 humana y
otras proteinas ABC, por impedir la hidrélisis de la molécula de ATP, si bien no su unién
(Ozvegy et al., 2001). Una vez transfectados los promastigotes de L. infantum con la
construccion LIABCG4/mut-pX, se seleccionaron hasta una concentracion final de 500
ug/ml de G418. Mediante Northern blot, se observaron niveles de expresion similares a

los obtenidos para el gen nativo LIABCG4 (Fig. R-14).

5. LOCALIZACION DE LA PROTEINA LiABCG4 EN L.
INFANTUM.

5.1. Obtencion de pardsitos que sobreexpresan LiABCG4
fusionada a GFP.

Para el estudio de la localizacion subcelular de LIABCG4, a falta de un anticuerpo
policlonal especifico que reconociera la proteina mediante inmunofluorescencia indirecta,
creamos quimeras de la proteina fusionada a la proteina verde fluorescente (GFP). Para
ello empleamos los vectores pXG-GFP+2 y pXG-'GFP+, que nos permitian obtener la
proteina LIABCG4 fusionada a GFP en el extremo amino y carboxilo, respectivamente
(Ha et al., 1996).
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Para sobreexpresar la proteina fusionada con GFP en el extremo amino, se amplifico
mediante PCR el marco abierto de lectura de LIABCG4 empleando los oligos
LIABCGA4gfp-N5' y LIABCG4gfp-N3’ (Materiales y Métodos), que afladen sitios de corte
para Notl y BamHI. El fragmento obtenido, previo subclonaje en pGEM-T, se liberé por
digestién y se cloné en el vector pXG-GFP+2, obteniéndose la construccion GFP-
LIABCG4 (Fig. R-12).

\
6FP X LiABCG4
Digestién i
NotI_  BamHI > NotT/BamHI 6FP-LiABC64
(__6FP )
< NEo ’

Figura R-12. Clonaje del gen LIABCG4 en el vector de expresiéon para Leishmania pXG-GFP+2.
La secuencia codificante de LIABCG4 (violeta) se cloné en el vector pXG-GFP+2 que incorpora la
secuencia de GFP (verde), obteniéndose la construccion GFP-LIABCGA4.

Para sobreexpresar la proteina fusionada a GFP en el extremo carboxilo, se amplificd
el marco abierto de lectura de LIABCG4 (sin STOP) mediante PCR. Para ello se
emplearon los oligos LIABCG4gfp-C5’' y LIABCG4gfp-C3’ (Materiales y Métodos), que
afiaden sitios de corte para BamHI y EcoRV. El producto de PCR, previo subclonaje en
pPGEM-T, se cloné en el vector pXG-‘GFP+, obteniéndose la construccion LIABCG4-GFP
(Fig. R-13).

La correccién y exactitud de ambas construcciones se comprobé mediante patrones
de restriccién, asi como por secuenciacion. Una vez transfectadas las formas
promastigotas de L. infantum con las construcciones anteriores, junto con el vector pXG-
GFP+, que produce la proteina GFP y que se utiliz6 como control, se seleccionaron hasta
una concentracion final de 100 ng/ml de G418. Posteriormente, se detectaron los niveles

de expresion mediante Northern y Western blot.

118



Resultados

LiABCG4 X GFP

Digestion
BamHI EcoRV > BamHI/EcoRV
GFP

LiABC64-6FP

< “Neo

Figura R-13. Clonaje del gen LIABCG4 en el vector de expresion para Leishmania pXG-'‘GFP+.
La secuencia codificante de LIABCG4 (violeta) se clond en el vector pXG-‘GFP+ que incorpora la
secuencia de GFP (verde), obteniéndose la construccion LIABCG4-GFP.

El andlisis mediante Northern blot, utilizando la sonda especifica frente a LIABCGA4,
muestra la sobreexpresion de un transcrito de aproximadamente 2,9 kb, que corresponde
a los marcos abiertos de lectura de LIABCG4 junto con GFP, en los parasitos
transfectados con la construccion GFP-LIABCG4. Las diferencias de tamafio observadas
entre los transcritos de LIABCG4-pX y GFP-LIABCG4 se deben a la ausencia de las
regiones no codificantes (UTRs) en la dltima construccion, asi como a la presencia de
sitios de trans-splicing localizados en el vector pXG-GFP+2, flanqueando al genen 5’y 3’
(Fig. R-14).

Figura R-14. Sobreexpresion del gen
+ LIABCG4 en los parasitos transfectados.
Northern blot con RNA total procedente de

3 @5\ OO‘)‘ los parasitos transfectados. Tras la
OVQ Ob(\ Q electroforesis 'y la transferencia a
o\ (@) (@) \‘/\?“ membranas de nylon, el RNA se hibrid6 con
2 R Q i :
N e e <<Q la sonda especifica para LIABCG4,
kb 9 N vV ©) obtenida mediante digestion de LIABCG4-

pX con Hindlll. En el primer carril se
encuentra el RNA de los parasitos
o transfectados con el plasmido control (pX);
‘ - en el segundo carril, el RNA de los
: paréasitos transfectados con el plasmido
LIABCG4-pX. El tercer carril corresponde al
24— RNA de los parésitos transfectados con la
construccion LIABCG4/mut-pX, que
contiene la version mutada del gen. El
cuarto carril incluye el RNA de los parasitos
transfectados con la construccion GFP-
LIABCG4. Como marcador de peso
molecular se utiliz6 el RNA ladder de
Invitrogen. El panel inferior muestra el RNA
ribosémico tefiido con bromuro de etidio.

44—

Brgt
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La expresion de la proteina LIABCG4 fusionada a GFP se analiz6 mediante Western blot.
Para ello, se realizé una electroforesis en geles de poliacrilamida (10%) de las proteinas
totales procedentes de 7 millones de parasitos en fase logaritmica de crecimiento. Los
geles se transfirieron a membranas de PVDF y se incubaron con anticuerpo policlonal
anti-GFP diluido 1/7.500. Posteriormente, se utilizé un segundo anticuerpo anti-lgG
conjugado con peroxidasa y se revelé con el sustrato ECL™ plus. Podemos observar
una banda del tamafio esperado (unos 113 kDa) correspondiente a la proteina LIABCG4
fusionada a GFP (Fig. R-15). Como control se utilizaron parasitos que sobreexpresan la
proteina GFP (30kDa).

A B

kDa 1 2 kDa 1 2 Figura R-15. Analisis, mediante Western
203 — 206 — blot, de la proteina LIABCG4 fusionada a
126 — — 133 — —| GFP. 1. Parésitos control que
sobreexpresan la proteina GFP. 2.
80— 84— Parasitos transfectados (A) con la
construccion GFP-LIABCG4, que
sobreexpresan la proteina LIABCG4
marcada con GFP en el extremo amino, y
39— (B) con la construccién LIABCG4-GFP, que
41— sobreexpresan la proteina LIABCG4
30— . marcada con GFP en el extremo carboxilo.
-_— 31— - El marcador de peso molecular fue el

Kaleidoscope standards de Bio-Rad.

Al igual que se ha descrito en el apartado 4.5, a partir de la construccion GFP-
LIABCG4, se obtuvo una versibn mutada de la proteina marcada con GFP (GFP-
LIABCG4/mut), lo que nos permitiria determinar su localizacion. Mediante Western blot
pudimos determinar que el tamafio de la proteina era el esperado (unos 113 kDa), y que
los niveles de expresion son similares a los de la proteina salvaje marcada con GFP en el

extremo amino (Fig. R-16).

kDa 1 2 3

205— .
128 — . Figura R-16. Andlisis de la proteina LIABCG4

mutada fusionada a GFP mediante Western blot.
85 — 1. Parésitos transfectados con GFP-LIABCG4
mutado. 2. Parésitos transfectados con la
construcciéon GFP-LIABCG4. 3. Parasitos control
gue sobreexpresan la proteina GFP. Marcador de
48 — peso molecular Kaleidoscope standards (Bio-Rad).

31— -

120



Resultados

5.2. Localizacion de la proteina LiABCG4.

Los estudios de localizacion de la proteina se realizaron sobre formas promastigotas
de Leishmania transfectadas con las construcciones GFP-LIABCG4 y LIABCG4-GFP
mediante microscopia de fluorescencia. La observacion de las muestras al microscopio
optico de fluorescencia demostr6 que la proteina se localizaba principalmente en la
membrana plasmatica (MP) de los parasitos y en las proximidades del bolsillo flagelar,
considerado el Unico sitio de endocitosis y exocitosis, asi como el principal punto de
adicion de proteinas a la membrana (Landfear e Ignatushchenko, 2001) (Fig. R-17).

Para corroborar esta localizacién, los parasitos se incubaron en tampon hipoténico
durante 30 min, y se homogenizaron suavemente, lo que permite la formacion de
“fantasmas” celulares sin flagelo que mantienen la estructura microtubular asociada a la
membrana plasmatica. La observacion de estos “fantasmas” mediante microscopia de
fluorescencia confirmo la localizacion de la proteina en la membrana plasmatica (Fig. R-
17).

GFP-LIABCG4 LIABCG4-GFP

GFP

fantasmas
GFP

Figura R-17. Analisis de la localizacion de LIABCG4 mediante microscopia de
fluorescencia. Imagenes de microscopia de formas promastigotas de L. infantum que
sobreexpresan la proteina LIABCG4 fusionada a GFP en su extremo amino (GFP-LIABCG4)
0 en su extremo carboxilo (LIABCG4-GFP). Paneles superiores: imagenes de contraste
diferencial de interferencia (DIC). Paneles centrales: las imagenes de fluorescencia muestran
que la fluorescencia asociada a GFP se localiza predominantemente en la membrana
plasmatica y proxima al bolsillo flagelar (*). Paneles inferiores: imagenes de fluorescencia de
“fantasmas” sin flagelo obtenidos por choque hipoténico; la fluorescencia asociada a GFP
sigue localizandose en la membrana plasmatica.

121



Resultados

El resultado de los estudios de microscopia de fluorescencia desarrollados sobre
parasitos transfectados con la construccion GFP-LIABCG4/mut, que sobreexpresan la
proteina LIABCG4 mutada fusionada a GFP, demostr6 que la proteina se localiza
mayoritariamente en estructuras internas. La proteina mutada presenta una localizacion
subcelular alterada con respecto a la proteina LIABCG4 nativa. Como se habia descrito
previamente para la proteina ABCG2 humana (Henriksen et al., 2005b), la mutacion en el
residuo de lisina del Walker A parece tener un efecto importante sobre la correcta
localizacion de LIABCG4 (Fig. R-18).

DIC GFP-LIABCG4/mut

®

e,
-,

& ahdhs

Figura R-18. Anédlisis de la localizacién de LIABCG4/mut mediante microscopia de
fluorescencia. Imagenes de microscopia de formas promastigotas de L. infantum que
sobreexpresan la proteina LIABCG4 mutada fusionada a GFP en su extremo amino (GFP-
LIABCG4/mut). I1zquierda: imégenes de contraste diferencial de interferencia (DIC). Derecha:
las imagenes muestran que la fluorescencia asociada a GFP se localiza predominantemente
en estructuras internas.

6. CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LA
PROTEINA LiABCGA.

6.1. Caracterizacion en L. infantum.

6.1.1. Estudios de internalizacion de andlogos de fosfolipidos.

Con el fin de estudiar la posible implicacion de LIABCG4 en el transporte de lipidos,

estudiamos la incorporacién e internalizacion de analogos fluorescentes de fosfolipidos
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en pardsitos controles y transfectados con el gen LIABCG4. Estos analogos de cadena
corta son fluorescentes por la union de un grupo NBD (nitro-benzoxa-diazol) al
fosfolipido. Concretamente, Ces-NBD-fosfatidilcolina (Cs-NBD-PC), Ce-NBD-
fosfatidiletanolamina (Cg-NBD-PE), Cg-NBD- fosfatidilserina (Ces-NBD-PS) y Cgs-NBD-
esfingomielina (Cg-NBD-SM). Los protocolos descritos para estos ensayos (Bosch et al.,
1997; Hanson y Nichols, 2001) se basan en permitir la acumulacion del analogo lipidico
durante un periodo de tiempo, tras el cual se elimina la fluorescencia asociada a la cara
externa de la membrana mediante extraccion con albdmina. La albumina extrae los
fosfolipidos asociados a la cara externa debido a su alta afinidad con estas moléculas.

En la figura R-19 se puede observar que la acumulacién de analogos de PE, PS y SM
no presentd diferencias significativas entre los parasitos control (histograma gris) y los
parasitos transfectados con el gen LIABCG4 (histograma sin relleno). Los niveles de
fluorescencia relativa entre parasitos control y transfectados con LIABCG4 fueron de 1,09
+ 0,17 para Cs-NBD-PE; 1,06 + 0,07 para Cs-NBD-PS; y 1,18 + 0,16 para Cs-NBD-SM,
n=4. En el caso del analogo de PC, la acumulacién de los parasitos que sobreexpresan
LIABCG4 fue unas dos veces menor que las de los parasitos control (2,26 + 0,25 para
Cs-NBD-PC, n=4 p< 0,005).

De acuerdo con trabajos anteriores (Pérez-Victoria et al., 2003a; Pérez-Victoria et al.,
2006b), la acumulacién de Cs-NBD-PC y -PE es mas eficiente que la de Cg-NBD-PS y —
SM.

Igualmente, se realizaron ensayos de acumulacion del marcador de endocitosis FM4-

64, sin que se observaran diferencias entre los parasitos control y los que sobreexpresan
LIABCG4.
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Figura R-19. Acumulacién de anélogos de fosfolipidos en parésitos que sobreexpresan LIABCG4.
Tras un periodo de 30 min de acumulacion de los analogos fluorescentes de fosfolipidos a 28 °C, se
analizé la fluorescencia mediante citometria de flujo en un FACScan (Beckton-Dickinson). Se muestran
los histogramas de acumulacidon de los parasitos transfectados con el plasmido control (histograma
gris); parasitos transfectados con LIABCG4 (histograma sin colorear); parasitos sin marcar (histograma
discontinuo). Histogramas representativos de 4 experimentos independientes.

Para inhibir la degradacion de los anélogos de fosfolipidos utilizamos PMSF (Fig. R-
20). Como se habia descrito previamente (Araujo-Santos et al., 2003), DFP es mas eficaz
como inhibidor, pero las diferencias obtenidas con PMSF se mantenian al utilizar DFP
(Fig. R-20).
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Figura R-20. Acumulacion de Cg-NBD-PC en parasitos que sobreexpresan LIABCG4. Histogramas
de acumulacién de Cs-NBD-PC en los parasitos transfectados con el plasmido control (gris); parasitos
transfectados con LIABCG4 (histograma sin colorear); parasitos sin marcar (histograma discontinuo). La
acumulacion se llevé a cabo en presencia de los inhibidores PMSF y DFP, respectivamente.
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La diferencia de acumulacion de Cg-NBD-PC entre controles y parasitos que
sobreexpresan LIABCG4 no se observdé en el caso de los transfectantes que

sobreexpresan la proteina LIABCG4 mutada (Fig. R-21).

Figura R-21. Acumulacién de Cz-NBD-PC
en parasitos que sobreexpresan la
proteina LIABCG4 mutada. Se muestran
los histogramas de acumulacién de Cg-NBD-
PC en los parasitos que sobreexpresan
LIABCG4 (1), en parasitos control de
transfeccion (2) y en pardsitos que
sobreexpresan LIABCG4 mutada (3).
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6.1.2. Ensayos de resistencia a farmacos.

Para comprobar si la sobreexpresion de LIABCG4 confiere resistencia frente a la
accion de determinados farmacos, como se ha descrito para otras proteinas ABC en

Leishmania, se realizaron estudios de viabilidad celular en presencia de diferentes
compuestos. Estos ensayos nos permitieron determinar los valores de ICsg que tienen los

parasitos transfectados con respecto a sus controles para cada uno de los compuestos
empleados.

Los compuestos analizados fueron analogos de fosfolipidos con accion leishmanicida,
como la miltefosina, edelfosina y perifosina. lgualmente, se analizaron compuestos
sustratos de transportadores ABCG (mitoxantrona y daunomicina), asi como otros

agentes leishmanicidas (sitamaquina y ketoconazol).

Los alquil-fosfolipidos miltefosina, edelfosina y perifosina son anélogos de
fosfatidilcolina de cadena corta y representan un grupo de agentes leishmanicidas
bastante prometedores (Fig. R-22). La miltefosina (Impavido®) es el primer compuesto
gue ha sido eficaz por via oral frente a la leishmaniasis visceral y cutanea. Puesto que la
sobreexpresion de LIABCG4 conlleva una menor acumulaciéon de andélogos de
fosfolipidos, quisimos estudiar si la sobreexpresién de LIABCG4 podria modificar la

sensibilidad de L. infantum frente a estos analogos. Los resultados obtenidos en los

estudios de viabilidad mostraron unos valores de ICgg superiores en el caso de los
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parasitos transfectados con LIABCG4 con respecto a sus controles de transfeccién
(Tabla R-2).

A 9 O
CH3—(CHz)15~0-P-0-CH,~CH;-N*CHs
o’ CHs
B Figura R-22. Estructura de los alquil-
hc-ogn 0 M o, fosfolipidos. (A) Miltefosina. (B) Edelfosina.
H,C -0-P-0-CHz~CHa~ N'CHy (C) Perifosina.
o CH;
C o CHy
CH-.-—ICHzm-O-é-O—CN*
o AN
CH,

Entre los compuestos que son sustratos de transportadores ABC ensayamos la

mitoxantrona y la daunomicina, por ser sustratos conocidos de la proteina ABCG2
humana. En ambos casos, no se apreciaron diferencias en los valores de ICgg tanto de

los parasitos control como de los transfectantes (Tabla R-2).

Finalmente, se ensayaron otros compuestos con accion leishmanicida, como el
ketoconazol y la sitamaquina. El ketoconazol es un inhibidor de la ruta de sintesis de
esteroles en Leishmania (Beach et al., 1988). La sitamaquina es una aminoquinoleina
con actividad leishmanicida, actualmente en desarrollo por Glaxo-Smithkline (Yeates,
2002) que se encuentra en estudios de fase clinica Il en India frente al tratamiento de la
leishmaniasis visceral. Para el caso del ketoconazol no se observaron diferencias
significativas entre parasitos transfectados y controles, mientras que con la sitamaquina
se observoé una disminucion en la sensibilidad de los parasitos transfectados con

respecto a los controles de transfeccion (Tabla R-2).
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CONTROL LiABCG4 LiABC64/mut | LIABCG4-GFP | GFP-LiABCG4 | IR

MILTEFOSINA 70+0,6 142+11 69+07 65+04 146+0,2 2,2*
EDELFOSINA 43+06 80+10 44+01 3706 79+0,9 1,9*
PERIFOSINA 21+05 42+0,6 22+0,1 20+0,3 45+0,8 2,0*
SITAMAQUINA 13,0+£09 229+34 N/D N/D N/D 1,8*
KETOCONAZOL 16,3+13 19320 N/D N/D N/D 1,2
MITOXANTRONA 02+01 03+01 N/D N/D N/D 13
DAUNOMICINA 4411 4311 N/D N/D N/D 1

Tabla R-2. Estudio de resistencia a farmacos en parasitos transfectados con LIABCGA4. Los parasitos se
cultivaron durante 72 h en presencia de distintas concentraciones de los compuestos segin lo descrito en
“Materiales y Métodos”. La ICsy se determiné calculando la concentracién de cada compuesto (uM) que inhibe
en un 50% el crecimiento de los parasitos. Se presentan las medias obtenidas de seis experimentos realizados
por duplicado con las desviaciones estandar correspondientes. Las diferencias significativas con los parasitos
control se calcularon mediante el test de la t de Student,*p<0,001. El indice de Resistencia (IR) se calcul6
dividiendo la ICsq de los parasitos que sobreexpresan LIABCG4 entre la de sus controles de transfeccion.

La funcionalidad de la proteina LIABCG4 mutagenizada, asi como de la proteina
fusionada a GFP, se comprobé mediante estos ensayos de viabilidad, empleando los
farmacos frente a los que se habian visto diferencias mas significativas (miltefosina,
edelfosina y perifosina). Los parasitos transfectados con LIABCG4 mutada mostraron los
mismos niveles de sensibilidad a los alquil-fosfolipidos que los controles de transfeccion
(Tabla R-2).

En el caso de la proteina LIABCG4 marcada con GFP en el extremo carboxilo, no se
observaron diferencias en los niveles de sensibilidad con respecto al control de
transfeccién. Para los paréasitos que sobreexpresan LIABCG4 fusionada a GFP en el
extremo amino, los valores de 1Csg fueron similares a los de aquellos que sobreexpresan

LIABCG4 sin marcar (Tabla R-2).

Estos resultados nos permiten deducir en primer lugar que la GFP en el extremo
carboxilo esta inactivando la funcionalidad de la proteina, mientras que el marcaje en el
extremo amino no interfiere con la funcionalidad. Por otra parte, la proteina LIABCG4
mutada era inactiva, si bien sus niveles de expresion eran similares a los de la proteina
salvaje. La mutacion en la lisina del Walker A no soélo inactiva al transportador, sino que

altera su distribucion subcelular.
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6.1.3. Ensayos de acumulacion y eflujo de miltefosina radiactiva.

Para corroborar el hecho de que LIABCG4 pudiera reconocer a los analogos de
alquil-fosfolipidos como posibles sustratos, se midio la acumulacion intracelular de
miltefosina. Al medio de cultivo se le adicioné [14C]miltefosina y se incubaron los
parasitos a 28 °C. A diferentes intervalos de tiempo, se centrifugaron las células, se
lavaron con PBS/BSA para eliminar la miltefosina de la membrana y se midio la
radioactividad asociada. Los parasitos control acumulan rapidamente [14C]miltefosina,
saturdndose en unas 6 h. Por el contrario, los parasitos que sobreexpresan LIABCG4
mostraban una menor acumulacién de [14C]miltefosina a cualquier intervalo de tiempo, y
la tasa inicial de transporte era la mitad de la de los parasitos control. Estos datos
apuntan hacia un incremento del transporte hacia fuera de [14C]miltefosina a través de la
MP de la célula, posiblemente mediado por LIABCG4 (Fig. R-23).

7000

©
£
0 6000 -
o ¢ .
2 ~~
= ®© 5000
=

R
E g
O 5 4000 1 o
<t
— S
—
© o 3000
T £

~
S © 2000
©c €
S8 2 1000
=]
S
5 0
13)
<

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Tiempo (min)

Figura R-23. Acumulacion de [14C]miltefosina en parasitos que sobreexpresan LIABCG4. Los
parasitos control (circulos negros) y los que sobreexpresan LIABCG4 (circulos blancos) se
incubaron con [MC]miItefosina como se ha descrito en Materiales y Métodos. A distintos intervalos
de tiempo, los parasitos se enfriaron en hielo y se lavaron en PBS frio con 10 mg mi™* de BSA. La
radioactividad asociada a las células se cuantificd y se normalizé6 segun la concentracion de
proteinas, expresandose en pmol/mg. Los datos representados corresponden a la media junto con
las desviaciones estandar de determinaciones por duplicado en un experimento representativo de
tres experimentos independientes. *p<0.01.

Para corroborar esta hipétesis, se realizaron ensayos de eflujo de [14C]miltefosina.
Para ello, los parasitos se cargaron con [14C]miltefosina Y, posteriormente, se incubaron

en medio fresco sin farmaco durante 60 min. Al cabo de este tiempo, un 60% y un 40%
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de la [14C]miltefosina inicial acumulada seguia retenida en los parasitos control y en los

gue sobreexpresan LIABCG4, respectivamente (Fig. R-24).
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Figura R-24. Eflujo de miltefosina en parasitos que sobreexpresan LIABCG4. Los parasitos
control (negro) y los que sobreexpresan LIABCG4 (gris) se pre-incubaron con [14C]miltefosina a28
°C como se ha descrito en Materiales y Métodos. La radioactividad retenida se midi6 al cabo de 60
min. Los datos estan expresados como el porcentaje de la cantidad inicial de [14C]miltefosina
incorporada y representan la media con las desviaciones estandar de tres experimentos
independientes, cada uno realizado por duplicado. La significancia de las diferencias con los
parésitos control se determiné mediante el test de la t Student, *p<0.01.

6.2. Expresion heterdloga de la proteina LiABCG4 en levaduras.

6.2.1. Clonaje en los vectores de expresion.

Para la expresidén heter6loga en levaduras, el gen LIABCG4 se clond en el vector
multicopia pYEXTF-HC (Holz et al., 2002). Este plasmido incorpora un promotor inducible
por Cu2+, CUP1, asi como el marcador URA, que nos permite seleccionar las levaduras
transformadas con el plasmido por crecimiento en un medio carente de uracilo. El vector
incorpora, ademas, la secuencia correspondiente al epitopo FLAG y a 6 histidinas, lo que
permite tener la proteina marcada con FLAG en el extremo amino y con una cola de
histidinas en el extermo carboxilo.

Para el clonaje, la secuencia correspondiente al gen LIABCG4 se amplificd sin los
codones de inicio y STOP, usando los oligos LIABCG4y2-5’ y LIABCG4y2-3' (Materiales y
Métodos), que afiaden sitios de corte para BamHI y Notl, respectivamente. El fragmento

obtenido, previo subclonaje en pGEM-T, se liberd por digestion y se clon6 en el vector
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PYEXTF-HC. La construccion resultante, denominada LIABCG4-pYEX, se emple6 para

transformar levaduras (Fig. R-25)

BamHI NotI
.
Digestion .
ATG BamHI NotI STOP >BamHI/No‘rI LIABCM—'J\/EX
pYEXTF-HC )

Figura R-25. Clonaje del gen LIABCG4 en el vector de expresién de levaduras pYEXTF-HC. La
secuencia codificante de LIABCG4 (violeta) se cloné en el vector pYETF-HC, que incorpora un
promotor inducible (celeste) asi como la secuencia correspondiente al epitopo FLAG y una cola de
6 histidinas (morado).

6.2.2. Expresion y localizacion de LiABCG4.

La cepa elegida para expresar LIABCG4 fue sec6-44drs24dnf3, un mutante de las
vias secretoras tardias que crece normalmente a 27 °C, pero cuyo crecimento cesa a 38
°C para pasar a acumular grandes cantidades de vesiculas secretoras. Ademas, esta
cepa tiene delecionadas dos ATPasas P4, Dnf3p y Drs2p. El resultado es que se
obtienen vesiculas secretoras deficientes en el transporte de fosfolipidos (Cs-NBD-PC, -
PE y -PS) dependiente de ATP, desde la cara luminal a la cara citosélica (Alder-Baerens
et al., 2006). Ademas, la principal ATPasa de membrana enddgena, Pmalp, ha sido
marcada con un epitopo HA en su extremo amino, lo que permitiria el aislamiento de las
vesiculas mediante inmuno-afinidad. De localizarse en las vesiculas secretoras,
LIABCG4 se insertaria en la membrana con los dominios NBS hacia el exterior (Fig. R-
26). En conjunto, esto nos proporcionaria un sistema de expresion de gran utilidad para

el andlisis de actividades de transporte hacia la cara luminal de las vesiculas.

130



Resultados

Figura R-26. Esquema de las vesiculas
l secretoras  sec6-44drs24dnf3+LiIABCGA4.
Las vesiculas secretoras procedentes de la
cepa sec6-44drs24dnf3 tienen delecionadas
dos ATPasas P4, Drs2p y Dnf3p, implicadas
en el transporte de fosfolipidos (Cs-NBD-PC,
-PE y -PS) desde la cara luminal a la cara
citosélica. En las vesiculas se localiza la
Citosol principal ATPasa de membrana, Pmalp,
marcada con un epitopo HA, lo que permitira
el aislamiento de las vesiculas por inmuno-
-HA afinidad. LIABCG4, de localizarse en estas
vesiculas, lo haria con sus dominios NBS (en
rojo) hacia el exterior. Las flechas indican la
direccién del transporte

LiABCG4

Drs2p/Dnf3p

La construccion LIABCG4-pYEX o el vector vacio se usaron para transformar S.
cerevisiae sec6-44drs24dnf3. La expresion de LIABCG4 se comprobd mediante
Western blot. Las células se crecieron hasta una DOggp de 0,2 y, posteriormente, se
indujo la expresion de la proteina por adicion de CuSO4 100 uM durante 4 horas. Las
células se centrifugaron, se resuspendieron en PBS con PMSF 500 uM vy se lisaron por
agitacion vigorosa con perlas de vidrio. El sobrenadante del lisado se corri6é en un gel de
proteinas al 10%, se transfiri6 a membranas de PVDF y se hibrid6 con un anticuerpo anti-
His diluido 1/5.000. Se emple6 un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa, lo
qgue nos permitia revelar con el sustrato ECL™ plus. En las muestras inducidas con
CuSQy, se obtenia una banda de unos 85 kDa, correspondiente a la proteina doblemente
marcada. Esta banda no se observaba en las muestras que no habian sido inducidas, ni

en aquellas correspondientes a células transformadas con el vector vacio (Fig. R-27)

kDa 1 2 3
100 — l
75 —

Figura R-27. Analisis, mediante Western blot, de la expresion de LIABCG4
en levaduras. S.cerevisae, cepa sec6-44drs24dnf3, transformada con el
vector pYEXTF-HC (1); células transformadas con LIABCG4/pYEX sin inducir
(2) e inducidas con CuSO4 100 uM (3). Las células se crecieron en el medio de
seleccién a 27 °C. La membrana se revelé con anticuerpo anti-His. A la
izquierda se indica la posicién de los marcadores (Precision plus protein
standards de Bio-Rad).
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Para los ensayos de localizacién, las levaduras se crecieron a 27 °C en presencia de
50 uM CuSO4 para inducir el promotor CUP1, y se sometieron a fraccionamiento
subcelular como se ha descrito en Materiales y Métodos. Las distintas fracciones
obtenidas se analizaron mediante Western blot. El fraccionamiento de las membranas en
gradiente de sacarosa revelé que LIABCG4 colocaliza con los marcadores especificos
del reticulo endoplasmatico (RE) (Dpm1p) y MP (Sso2p) (Fig. R-28).

— e - — - L0 88 80 . w4 - LiIABCG4
MP o ——— = _ G502p
VAC b e o e o N - Vac8p
AG e —— e — - - - Tlg2p
RE e —— - Dmplp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

superior Namero de fraccion inferior

Figura R-28. Localizacion de LIABCG4 en S.cerevisiae. A partir de S.cerevisiae sec6-44drs24dnf3
gque sobreexpresa la proteina LIABCG4 doblemente marcada, se obtuvo, por ultracentrifugacion a
100.000 g, un sedimento que se sometié a fraccionamiento subcelular en gradiente de sacarosa. Las
distintas fracciones del gradiente se analizaron por Western blot, utilizando anticuerpos especificos
frente a marcadores de los distintos organulos. Sso2p, marcador de MP; Vac8p, marcador de
vacuola; Tlg2p, marcador del aparato de Golgi tardio; Dmplp, marcador del reticulo endoplasmatico.
MP, membrana plasmatica; VAC, vacuola; AG, aparato de Golgi; RE, reticulo endoplasmatico.

6.2.3. Expresion de LiABCG4 en vesiculas secretoras.

El siguiente paso fue determinar si la proteina LIABCG4 podia detectarse en
vesiculas secretoras. Para esto, se crecieron las células sec6-44drs24dnf3 a 27 °C con
50 uM CuSQy y, posteriormente, se cambiaron a 38 °C durante 90 min para permitir la
acumulacion de vesiculas. Las células se lisaron y se sometieron a centrifugacion
diferencial a 500 g y a 13.000 g para eliminar la mayoria del RE, nicleos, vacuolas,
mitocondrias y MP. Seguidamente, mediante centrifugacion a 100.000 g, se recogid un
sedimento enriquecido en vesiculas secretoras, que se analizé por fraccionamiento en
gradiente de Nycodenz®. Mediante analsis por Western blot se determiné que el perfil de
fraccionamiento de LIABCG4 en gradientes de células crecidas a 38 °C era claramente
distinto del de aquellas que habian sido crecidas a 27 °C. Concretamente, en el gradiente

de 38 °C, la mayor parte de la proteina LIABCG4 migraba a una fraccidbn de menor
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densidad que contenia la maxima expresion de la ATPasa mayoritaria de la MP, Pmalp
(Fig. R-29). Ademas, el gradiente de 38 °C contenia méas cantidad de LIABCG4 y Pmalp
gue el gradiente de 27 °C.

superior inferior
38°C __——-——-h—--m. .._.--.
27°C e, iy s g ST s i FLAG-LIABCG4
38°C e —— : e ™
270C Pmalp'HA
v per N

1 2 34 5 67 8 910111213 14151617 18 19 20

Figura R-29. Gradiente de las vesiculas secretoras de levaduras que sobreexpresan LIABCGA4.
Las fracciones enriquecidas en vesiculas secretoras se obtuvieron a partir de células sec6-44drs2A4dnf3
gue sobreexpresan LIABCG4, crecidas a 38 °C y 27 °C, sometidas a centrifugacion diferencial,
cargadas en la parte inferior de un gradiente lineal de Nycodenz/sorbitol y llevadas al equilibrio por
centrifugacion. Las fracciones resultantes se recogieron desde la parte superior, y se analizaron
mediante Western blot. Se utilizé6 un anticuerpo monoclonal anti-HA para detectar la proteina Pmalp
marcada con HA, y anticuerpo policlonal anti-Flag para detectar la proteina LIABCGA4.

Para verificar la presencia de LIABCG4 en estas vesiculas, se aislaron, mediante
inmuno-afinidad, aquellas que contenian Pmalp de las fracciones mayoritarias (11-13)
del gradiente de 38 °C (Fig. R-29). Se pudo aislar en torno al 20 % de Pmalp-HA vy
LIABCGA presente en las fracciones, usando perlas magnéticas unidas a proteina G
(Dynabeads®) cargadas con anticuerpo anti-HA, que reconoce el extremo marcado con
HA de Pmalp (Fig. R-30). La preincubacién de las perlas con un péptido que
corresponde al epitopo HA, bloguea de manera eficiente la unién a éstas de las vesiculas
que contienen Pmalp-HA y LIABCG4, lo que demuestra la especificidad del
procedimiento de inmuno-afinidad. Estos resultados corroboran la incorporacién de

LIABCG4 a las vesiculas secretoras.
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afinidad de las vesiculas secretoras. Las
vesiculas que contenian Pmalp-HA se aislaron
por inmuno-afinidad, utilizando anticuerpos anti-
S P S P HA unidos a Dynabeads-proteina G. En una de
las reacciones, las perlas se incubaron con un
péptido correspondiente al epitopo HA, para
H » Pmalp'HA controlar la especificidad del proceso de
| CG inmuno-afinidad (+péptido HA). Las fracciones
_ Flag-LiAB 4 unidas a las perlas (P) o presentes en el
e g sobrenadante (S) se analizaron mediante
inmunodeteccién utilizando anticuerpos contra

Pmalp-HA y LIABCG4-Flag.

_ péptldo +péptid0 Figura R-30. Aislamiento mediante inmuno-
HA HA

Para evaluar la capacidad de dimerizacion de LIABCG4, se llevd a cabo un ensayo
de entrecruzamiento quimico. Las fracciones enriquecidas en vesiculas secretoras,
obtenidas a partir de células sec6-44drs2A4dnf3 crecidas a 38 °C, se trataron con 1,6-bis-
maleimidohexano (BMH). Mediante analisis por Western blot, usando anticuerpos anti-
FLAG, se detectd una banda proteica de 170 kDa, tamafio coincidente con el del posible
dimero de LIABCG4 (Fig. R-31).

BMH

kDa : - . -
| + _ | Figura R-31. Andlisis de entrecruzamiento quimico
en vesiculas secretoras. Las vesiculas secretoras
L 250 obtenidas tras crecer las células sec6-44drs24dnf3 a 38
ol S °C se sometieron a tratamiento con y sin BMH. Los
- 150 productos del entrecruzamiento quimico se analizaron
mediante  Western  blot, utilizando anticuerpos
policlonales frente al epitopo FLAG. La banda de alto
- 100 tamafio molecular que aparece tras el tratamiento con
s e BMH (indicada por una punta de flecha) indica la posible
- 75 dimerizacion de LIABCG4. La posicion de los
marcadores se indica a la derecha (Precision plus

'~ 50 protein standards de Bio-Rad).

6.2.4. Transporte de lipidos mediado por LiABC64 en vesiculas
secretoras.

Seguidamente, se analiz6 el transporte dependiente de ATP de analogos de
fosfolipidos en células sec6-44drs24dnf3 transformadas con LIABCG4/pYEX crecidas a
38 °C, para lo que se utilizéd un ensayo de extraccion con BSA. Con este fin, las
fracciones enriquecidas en vesiculas secretoras se marcaron con analogos fluorescentes
de fosfolipidos (Ce-NBD-PC, -PE, -PS, -SM) y se incubaron a 25 °C en presencia o
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ausencia de ATP (Fig. R-32). A distintos intervalos de tiempo se tomaron dos alicuotas
de cada muestra y se mezclaron con un tampon con BSA libre de lipidos para extraer los
analogos de fosfolipidos de la cara citosélica de la membrana, o con tampo6n sin BSA. La
extraccion de los Ce-NBD-PL con BSA produce un descenso en la fluorescencia total de
la muestra, puesto que el lipido marcado con Cg-NBD unido a BSA tiene 1,8 veces
menos fluorescencia que el que estd unido a la membrana. Asi, la cantidad de sonda
fluorescente extraible por BSA puede determinarse sin separar fisicamente las vesiculas
del BSA, simplemente midiendo la reduccién en la emision de la fluorescencia, lo cual
permite calcular el porcentaje de lipido marcado con Cs-NBD en la cara citosdlica (Alder-
Baerens et al., 2006).

Figura R-32. Esquema representativo del transporte de lipidos en vesiculas secretoras mediado
por LIABCG4. (A) Las vesiculas se incuban con los analogos de fosfolipidos y BSA en ausencia de ATP.
Ce-NBD-PC se mueve lentamente de la cara citosélica a la cara luminal. (B) En presencia de ATP, Ce-
NBD-PC desaparece con mayor velocidad de la cara citosélica. Se puede medir la reduccién de
fluorescencia en el medio. Figura cedida por el Dr. T. Pomorski.

Ces-NBD-PC incubado con vesiculas secretoras y en ausencia de ATP alcanzé en 2
horas una distribucion 80:20 entre la cara citosélica y luminar. En presencia de ATP, Cs-
NBD-PC desaparecia con mayor velocidad de la cara citosdlica, alcanzando una
distribucion 70:30 en 2 horas. EI movimiento entre las bicapas de C¢-NBD-PE, -PS y -SM
permanecia inalterado por el ATP (Fig. R-33A). El transporte especifico del derivado de
PC se inhibia por vanadato y no estaba presente en membranas aisladas de sec6-4
Adrs24dnf3 transformadas con el vector vacio crecidas a 38 °C (Fig.R-33B). En conjunto,
estos resultados sugieren que LIABCG4 esta implicado en el transporte de PC desde la

cara citosdlica a la cara exoplasmica de la membrana.
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Figura R-33. Transporte de fosfolipidos en vesiculas secretoras mediado por LIABCG4. (A) Las
vesiculas secretoras se obtuvieron a partir de levaduras sec6-44drs24dnf3 que sobreexpresaban
LIABCG4. Se marcaron con Cg-NBD-PC, -PE, -PS y -SM y se incubaron a 25 °C con o sin ATP. A los
tiempos indicados, mediante extraccion con albumina libre de lipidos, se determind la fraccion de
lipidos fluorescentes localizados en la cara citosoélica, como se describe en Materiales y Métodos.
Los datos que se muestran corresponden a un experimento representativo de dos independientes.
(B) El nivel de transporte de lipidos dependiente de ATP desde la cara citosdlica a la luminal se
calcul6 restando la cantidad accesible de lipido fluorescente en membranas incubadas durante 20
min a 25 °C sin ATP al de membranas incubadas con ATP, y se expres6 como el aumento neto en el
porcentaje en la cara luminal. Donde se indica, se afiadié vanadato 100 uM (VO,) a las muestras que
contenian ATP. Los datos que se muestran son la media junto con las desviaciones estandar de dos
experimentos independientes.

6.2.5. Sensibilidad a alquil-fosfolipidos en levaduras que sobreexpresan
LiABCG4.

Se probo la sensibilidad a alquil-fosfolipidos (miltefosina y perifosina) de las levaduras
transformadas con LIABCG4/pYEX, comparadas con aquellas transformadas con el vector
vacio pYEX. Para ello, se llevaron a cabo ensayos de crecimiento en placa con un

gradiente de farmaco. La cepa parental sec6-44drs24dnf3 era sensible a miltefosina (Fig.
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R-34A), mientras que las células transformadas con la construcciéon LIABCG4/pYEX

demostraron ser ligeramente mas resistentes a este farmaco.

Ademads, se estudio el efecto de la expresion de LIABCG4 en la cepa de S. cerevisiae
AD18, en relacion con la sensibilidad a alquil-fosfolipidos. La cepa AD18 tiene siete
transportadores ABC delecionados, y era sensible a miltefosina y perifosina (Fig.R-33B).
El fenotipo de resistencia conferido por LIABCG4 fue similar al de la cepa parental US50-
18C, que tiene altos niveles de expresion de los transportadores ABC de levaduras Pdrbp,
Sng2p y Yorlp, Estos datos corroborarian el hecho de que LIABCG4 transporte analogos

de fosfolipidos.

A Miltefosina

0 /’///’1 10 pg/ml

sec6-4Adrs2Adnf3

sec6-44drs2A4dnf3+ LIABCG4

B Miltefosina Perifosina

o _— |iougmo _— | 2ug/m|

US50-18C
AD18
AD18+LiIABCG4

s @ 000@«

Figura R-34. Sensibilidad a alquil-fosfolipidos en levaduras que sobreexpresan LIABCG4. Las
cepas sec6-44drs24dnf3 (A), US50-18C y AD18 (B) se transformaron con el vector vacio o con la
construccion LIABCG4/pYEX. Se crecieron en placas con un gradiente creciente de miltefosina o
perifosina en el medio de seleccion y 50 uM CuSO,. Las placas se incubaron 3 dias a 30 °C. Se muestra
un resultado representativo de tres ensayos independientes.

137



Resultados

RESULTADOS II: LiABCG6

8. LOCALIZACION DE LA PROTEINA LiABCG6.

8.1. Obtencion de pardsitos que sobreexpresan LiABCG6
fusionada a GFP.

Para el estudio de la proteina LIABCG6 nos centramos, en primer lugar, en su
localizacién subcelular. Puesto que careciamos de un anticuerpo especifico que
reconociera la proteina mediante inmunofluorescencia indirecta, creamos quimeras de
LIABCG6 fusionada a la proteina verde fluorescente (GFP). Para ello empleamos los
vectores pXG-GFP+2 y pXG-'GFP+, que nos permitian obtener la proteina LIABCG6

fusionada a GFP en el extremo amino y carboxilo, respectivamente (Ha et al., 1996).

Para sobreexpresar LIABCG6 fusionada a GFP en el extremo amino, se amplificd
mediante PCR el marco abierto de lectura de LIABCG6 empleando los oligos
LIABCG6gfp-N5’ y LIABCG6gfp-N3’ (Materiales y Métodos), que afiaden sitios de corte
para Bglll y Notl. El fragmento obtenido, previo subclonaje en pGEM-T, se liberd por
digestion y se cloné en el vector pXG-GFP+2, obteniéndose la construccion GFP-
LIABCGS6 (Fig. R-35).

\
GFP X LiABCG6
Digestién .
BITL  NotI > BgITT/NotT GFP-LIABCG6
GFP
< NEo ’

Figura R-35. Clonaje del gen LIABCGS6 en el vector de expresion para Leishmania pXG-GFP+2.
La secuencia codificante de LIABCG6 (turquesa) se clond en el vector pXG-GFP+2 que incorpora la
secuencia de GFP (verde), obteniéndose la construccion GFP-LIABCGS6.
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Para sobreexpresar la proteina fusionada a GFP en el extremo carboxilo, se amplifico
el marco abierto de lectura de LIABCG6 (sin codon de STOP) mediante PCR. Para ello
se emplearon los oligos LIABCG6gfp-C5’ y LIABCG6gfp-C3’ (Materiales y Métodos), que
afiaden sitios de corte para Bglll y Smal. El producto de PCR, previo subclonaje en
pPGEM-T, se clon6 en el vector pXG-‘GFP+, obteniéndose la construccion LIABCG6-GFP
(Fig. R-36).

BgIII Smal

LiABCG6 N

LiABC66 X GFP

Digestidn
BamHI EcoRV > BgitT/smar LiABCE6-GFP

m BamHI/EcoRV

< neo ]

Figura R-36. Clonaje del gen LIABCG6 en el vector de expresion para Leishmania pXG-'GFP+.
La secuencia codificante de LIABCG6 (turquesa) se clond en el vector pXG-'GFP+ que incorpora la
secuencia de GFP (verde), obteniéndose la construccion LIABCG6-GFP.

La correccién y exactitud de ambas construcciones se comprobd mediante patrones
de restriccion, asi como por secuenciacion. Las formas promastigotas de L. infantum se
transfectaron con las construcciones anteriores, asi como con el vector pXG-GFP+ que
produce la proteina GFP y que se utiliz6 como control. Los transfectantes se
seleccionaron hasta una concentracion final de 100 ug/ml de G418 y, posteriormente, se
llevé a cabo la deteccion de los transcritos y las proteinas mediante Northern y Western
blot.

El andlisis por Northern blot, utilizando una sonda especifica frente a LIABCG6
muestra la sobreexpresion de un transcrito de aproximadamente 2,5 kb, que corresponde
a los marcos abiertos de lectura de LIABCG6 junto con GFP, en los parasitos
transfectados con la construccién GFP-LIABCG6 (Fig. R-40).

La expresidn de la proteina LIABCG6 fusionada a GFP se analiz6 mediante Western

blot, incubando las membranas con el anticuerpo policlonal anti-GFP diluido 1/7.500.
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Posteriormente, se utilizé6 un segundo anticuerpo anti-lgG conjugado con peroxidasa y se
revelé con el sustrato ECL™ plus. Podemos observar una banda del tamafio esperado
(unos 103 kDa) correspondiente a la proteina LIABCG6 fusionada a GFP (Fig. R-37).

Como control se utilizaron parasitos que sobreexpresan la proteina GFP (30kDa).

A B

kDa 1 2 kDa Figura R-37. Anadlisis, mediante

1 2
Western blot, de parasitos que
203 — 206— sobreexpresan la proteina LIABCG6
126 — -— 133— ‘ :“ fusionada a GFP. 1. Parasitos control

que sobreexpresan la proteina GFP. 2.
80— 84— Parasitos transfectados (A) con la
construccién  GFP-LIABCG6, que
sobreexpresan la proteina LIABCG6
marcada con GFP en el extremo
39— 41— amino, y (B) con la construccion
LIABCG6-GFP, que sobreexpresan la
proteina LIABCG6 marcada con GFP

30— =B 31— en el extremo carboxilo. El marcador
de peso molecular fue el Kaleidoscope
standards de Bio-Rad.

8.2. Localizacion de la proteina LiABCG6 en L. infantum.

Los estudios de localizacion de LIABCG6 se realizaron sobre formas promastigotas
transfectadas con las construcciones GFP-LIABCG6 y LIABCG6-GFP mediante
microscopia de fluorescencia. La observacion de las muestras al microscopio Optico de
fluorescencia determind una diferente localizacion de la proteina en funcion del extremo
al que estuviera fusionada la GFP (Fig. R-38).

En el caso de los parasitos transfectados con GFP-LIABCGS6, la proteina se localiza
principalmente en la MP de los pardsitos. Esta localizacion se corroboré creando
“fantasmas” celulares como se describié en el apartado 5.2; la observaciéon de estos
“fantasmas” mediante microscopia de fluorescencia confirmé la localizaciéon de la
proteina en la MP (Fig. R-38).

En el caso de los parésitos transfectados con LIABCG6-GFP, la proteina se localiza
exclusivamente en el MVT, considerado como un compartimento lisosomal tardio (Mullin
et al., 2001) (Fig. R-38).
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GFP-LIABCG6 LIABCG6-GFP

DIC

fantasmas
GFP

Figura R-38. Analisis de la localizacion de LIABCG6 mediante microscopia de
fluorescencia. Imagenes de microscopia de formas promastigotas de L. infantum que
sobreexpresan la proteina LIABCG6 fusionada a GFP en su extremo amino (GFP-LIABCG6)
0 en su extremo carboxilo (LIABCG6-GFP). Paneles superiores: imagenes de contraste
diferencial de interferencia (DIC). Paneles centrales: la imagen izquierda muestra que la
fluorescencia asociada a GFP se localiza predominantemente en la membrana plasmatica; la
imagen derecha muestra que la fluorescencia asociada a GFP se localiza en el MVT. Panel
inferior: imagen de fluorescencia de “fantasmas” sin flagelo obtenidos por choque hipoténico;
la fluorescencia asociada a GFP se localiza en la membrana plasmatica.

9. OBTENCION DE PARASITOS TRANSFECTADOS
CON EL GEN LiABCG6.

9.1. Clonaje en el vector de expresion.

Debido a las dificultades que presenté el clonaje del gen LIABCG6 en distintos
vectores de expresion para Leishmania, se eligi6 una estrategia alternativa en la que
aprovechamos la construccién GFP-LIABCG6 para obtener un vector que permitiera la
sobreexpresion de LIABCG6 no fusionado. Los pasos a seguir fueron (Fig. R-39): 1) La
construccion GFP-LIABCG6 se digirié con las enzimas Ncol/Bglll, con lo que se eliminaba

la secuencia corrspondiente a GFP, pero también parte del gen NEO. 2) Al digerir el
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vector pX con Ncol/BamHI, extraiamos la secuencia necesaria para reponer el gen NEO.
3) La construccion resultante, LIABCG6-pXG2, contenia la secuencia codificante completa
del gen LIABCGG6, de 2007 pb, y nos permitiria sobreexpresar la proteina LIABCG6 sin
fusién a GFP (Fig. R-39). Con esta construccion se transfectaron formas promastigotas de
L. infantum y se llevé a cabo una seleccion con concentraciones crecientes de G418,

hasta 100 pg/ml, a fin de sobreexpresar la proteina.

BgIII

GFP )k LiABCG6

N
6FP-LiABC66
Digestién LiIABC66-pX62
> BamHI/NcoI
NcoI BgIII/Ncol
BamHI
pX J

NcoI

Figura R-39. Obtencién del vector de expresion para LIABCG6. Se aprovech6 la construccion
GFP-LIABCG6 y por eliminacion de la secuencia para GFP, se obtuvo un vector que permitiera la
sobreexpresion de la proteina LIABCG6.

9.2. Andlisis de la expresion de L/ABC66 en los parasitos

transfectados mediante Northern blot.

La sobreexpresion de los transcritos correspondientes a LIABCG6 se estudio
mediante Northern blot (Fig. R-40) utilizando RNA total tanto de los parasitos
transfectados con el gen como de su control de transfeccion en fase logaritmica de
crecimiento. Se incluy6, como control positivo, el RNA de los parésitos transfectados con
la construccién GFP-LIABCG6. Las muestras se sometieron a electroforesis en geles de
agarosa-formaldehido, se transfirieron a membranas de nylon y se hibridaron con la
sonda especifica para LIABCG6. Se observo una banda del tamafio esperado (2,7 kb) en

el carril de los parasitos transfectados con la construccion GFP-LIABCG6. En el caso del
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RNA de los parasitos transfectados con la construccion LIABCG6-pXG2, aparecen dos
transcritos con un tamafio superior al esperado. La expresion es mayor en el caso de los
transfectantes con GFP-LIABCG6.

& o
& &
Ob’ Q Figura R-40. Sobreexpresion del gen LIABCG6
*O\ O \',\?~ en los parasitos transfectados. Northern blot
N Q Q’ con RNA total procedente de los paréasitos
¥ .
kb ¥) ) transfectados. Tras la electroforesis y la

transferencia a membranas de nylon, el RNA se
hibridé con la sonda especifica para LIABCGS,
obtenida mediante digestion de LIABCG6-pGEMT
con Hindlll/Bglll. En el primer carril se encuentra
el RNA de los parasitos transfectados con el
plasmido control; en el segundo carril, el RNA de
los parasitos transfectados con el plasmido
LIABCG6-pXG2. Finalmente, en el tercer carril se
encuentra el RNA de los parasitos transfectados
con GFP-LIABCG6. En el panel inferior se
muestra el gel de RNA tefiido con bromuro de
etidio. Como marcador de peso molecular se
utilizé el RNA ladder de Invitrogen.

10. CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LA
PROTEINA LiABCG6.

10.1. Caracterizacion en L. infantum.

10.1.1. Estudios de internalizacion de andlogos de fosfolipidos.

Con el fin de estudiar la posible implicacion de LIABCG6 en el transporte de lipidos,
estudiamos la incorporacién e internalizacion de analogos fluorescentes de fosfolipidos
en los parasitos control y transfectados con el gen LIABCG6, segun se describié en el

apartado 6.1.
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En la figura R-41 puede observarse que la acumulacién de analogos de SM no
presentd diferencias entre los parasitos control (histograma gris) y los parasitos
transfectados con el gen LIABCG6 (histograma sin relleno). En el caso de la acumulacion
de los andlogos de PC, PE y PS, la acumulacion de los parasitos transfectados con el
gen LIABCGS6 era significativamente menor que la de los parasitos control. Los niveles de
fluorescencia relativa entre parasitos control y transfectados con LIABCG6 fueron de 1,80
+ 0,09 para Cs-NBD-PC; 1,58 + 0,19 para Cs-NBD-PE; 1,42 + 0,02 para Cs-NBD-PS; y
0,98 + 0,03 para Cs-NBD-SM, n=4 p< 0,005.

Igualmente, se realizaron ensayos de acumulacién del marcador de endocitosis FM4-
64, sin que se observaran diferencias entre los parasitos control y los que sobreexpresan
LIABCG6.
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Figura R-41. Acumulacién de anélogos de fosfolipidos en parasitos que
sobreexpresan LIABCG6.. Tras un periodo de acumulacion de los analogos fluorescentes
de fosfolipidos a 28 °C, se analizé la fluorescencia mediante citometria de flujo en un
FACScan (Beckton-Dickinson). Se muestran los histogramas de acumulacion de los
parasitos transfectados con el plasmido control (gris); parasitos transfectados con LIABCG6
(histograma sin colorear); parasitos sin marcar (histograma discontinuo). Histogramas
representativos de 4 experimentos independientes.
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10.1.2. Ensayos de resistencia a farmacos.

Para comprobar si la sobreexpresion de LIABCG6 confiere resistencia frente a la
accion de determinados farmacos, como se ha descrito para algunos transportadores ABC

en Leishmania, se realizaron estudios de viabilidad celular en presencia de diferentes
compuestos. Estos ensayos nos permitieron determinar los valores de 1Csg que tienen los

parasitos transfectados con respecto a sus controles para cada uno de los compuestos
empleados.

Los compuestos analizados fueron, al igual que en el caso de LIABCG4, analogos de
fosfolipidos con accion leishmanicida, como la miltefosina, edelfosina y perifosina, azoles

como el ketoconazol, y la 8-aminoquinoleina sitamaquina.

La funcionalidad de la proteina LIABCG6 fusionada a GFP se comprob6é mediante
estos ensayos de viabilidad, empleando los farmacos frente a los que habia diferencias
mas significativas (miltefosina, edelfosina y perifosina). En el caso de la proteina
LIABCG6 marcada con GFP en el extremo carboxilo, no se apreciaron diferencias en los
niveles de sensibilidad con respecto al control de transfeccion. Para los parasitos que
sobreexpresan LIABCG6 marcada con GFP en el extremo amino, los valores de IC50
fueron similares a los de aquellos que sobreexpresan LIABCG6 sin marcar (Tabla R-3).
Estos resultados nos permiten deducir que, al igual que sucedia con la proteina
LIABCG4, el marcaje en el extremo amino no interfiere con la funcionalidad; del mismo
modo, el marcaje en el extremo carboxilo inactiva la funcionalidad de la proteina,

mientras que, en el caso de LIABCGS6, altera ademas su correcta localizacion.

CONTROL LiABCG6 LiABCG6-GFP GFP-LiABCG6 IR
MILTEFOSINA 60+£07 129+15 56 +0,6 136+1,2 2,2*
EDELFOSINA 48+0,6 11,3+0,2 48+09 129+05 2.4
PERIFOSINA 3806 11+1 42+0,.2 122+07 2,8*
SITAMAQUINA 7406 144+08 N/D N/D 1,9*
KETOCONAZOL 20,4+0,9 21311 N/D N/D 1

Tabla R-3. Estudio de resistencia a farmacos en parasitos transfectados con LIABCGS6. Los parésitos se
cultivaron durante 72 h en presencia de distintas concentraciones de los compuestos segun lo descrito en
“Materiales y Métodos”. La ICsg se determiné calculando la concentracién de cada compuesto (uM) que inhibe
en un 50% el crecimiento de los parésitos. Se presentan las medias obtenidas de seis experimentos realizados
por duplicado con las desviaciones estandar correspondientes. Las diferencias significativas con los parasitos
control se calcularon mediante el test de la t de Student, *p<0,001. El indice de Resistencia (IR) se calculd
dividiendo la ICsg de los parasitos que sobreexpresan LIABCG6 entre la de sus controles de transfeccion.
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10.1.3. Ensayos de acumulacion de miltefosina radiactiva.

Para corroborar el hecho de que LIABCG6 pudiera tener a los analogos de alquil-
fosfolipidos como posibles sustratos, se midio la acumulacién intracelular de miltefosina.
Al medio de cultivo se le adicion6 [14C]miltefosina , ¥ se incubaron los parésitos a 28 °C.
Al cabo de 30 min, se centrifugaron las células, se lavaron con PBS/BSA para eliminar la
miltefosina de la membrana y se midié la radioactividad asociada. Los parasitos que
sobreexpresan LIABCG6 acumulan un 75% de la radioactividad total acumulada por los

parasitos control (Fig. R-42).
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Figura R-42. Acumulacién de [14C]miltefosina en parasitos que sobreexpresan LIABCGS6. Los
parésitos control (negro) y los que sobreexpresan LIABCG6 (gris) se incubaron con [14C]miltefosina
a 28 °C como se ha descrito en Materiales y Métodos. Al cabo de 30 min, los parasitos se
mantuvieron en hielo y se lavaron en PBS frio con 10 mg miI™ de BSA. La radioactividad asociada a
las células se cuantificé y se normaliz6 segun la concentracion de proteinas. Los datos estan
expresados como el porcentaje de la cantidad inicial de [14C]miltefosina incorporada y representan
la media junto con la desviacion estandar de cuatro experimentos independientes, cada uno
realizado por duplicado. La significancia de las diferencias con los parasitos control se determind
mediante el test de la t de Student *n<0.01.

10.2. Expresion heterdloga del gen LiABC66 en levaduras.

10.2.1. Clonaje en el vector de expresion.

Para la expresion heterdloga en levaduras, el gen LIABCG6 se clond en el vector
multicopia pYEXTF-HC (Holz et al., 2002), descrito en el apartado 7.1.

Para el clonaje, la secuencia correspondiente al gen LIABCG6 se amplificé sin los
codones de inicio y STOP, usando los oligos LIABCG6y2-5’ y LIABCG6y2-3' (Materiales y

Métodos), que afiaden sitios de corte para Bglll y Notl, respectivamente. El fragmento
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obtenido, previo subclonaje en pGEM-T, se liberd por digestion y se clon6 en el vector
PYEXTF-HC. La construccién resultante, denominada LIABCG6-pYEX, se emple6 para

transformar levaduras (Fig. R-43)

BgIIT NotI

LiABCG6
N

LiABCG6

Digestién .
BamHI/NotI
PYEXTF-HC )

URA

Figura R-43. Clonaje del gen LIABCG6 en el vector de expresiéon de levaduras pYEXTF-HC. La
secuencia codificante de LIABCG6 (turquesa) se clond en el vector pYETF-HC, que incorpora un
promotor inducible (celeste) asi como la secuencia correspondiente al epitopo FLAG y una cola de
6 histidinas (morado).

10.2.2. Expresion y localizacion de LiABCG6.

La cepa elegida para expresar LIABCG6 fue la AD18, a la cual le han sido
delecionados siete transportadores ABC. Esta cepa se transformd con la construccion
LIABCG6-pYEX o con el vector vacio, y la expresiéon de LIABCG6 se comprobd mediante
Western blot. Las células se crecieron hasta una DOgoo de 0,2 y, posteriormente, se
indujo la expresion de la proteina por adicion de CuSO4 100 uM durante 4 horas. Las
células se lisaron y el sobrenadante obtenido se corrié en un gel de proteinas al 10%, se
transfirio a membranas de PVDF y se hibrid6 con un anticuerpo anti-FLAG diluido
1/5.000. Se emple6é un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa, lo que nos
permitia revelar con el sustrato ECL™ plus. En las muestras inducidas con CuSQyq, se
obtenia una banda de unos 75 kDa, correspondiente a la proteina doblemente marcada.
Esta banda no se observaba en las muestras que no habian sido inducidas, ni en

aqguellas correspondientes a células transformadas con el vector vacio (Fig. R-44)
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Figura R-44. Anédlisis, mediante Western blot, de la expresion de LIABCG6 en
levaduras. S.cerevisae, cepa AD18, transformada con el vector pYEXTF-HC (1); células

transformadas con LIABCG6-pYEX sin inducir (2) e inducidas con CuSO4 100 uM (3).
Las células se crecieron en el medio de seleccion ((URA) a 27 °C. El Western se reveld
con anticuerpo anti-Flag. A la izquierda se indica la posicién de los marcadores
(Precision plus protein standards de Bio-Rad).

Para los ensayos de localizacion, las levaduras se crecieron a 27 °C en presencia de
50 uM CuSO4 para inducir el promotor CUP1, y se sometieron a fraccionamiento
subcelular como se ha descrito en Materiales y Métodos. Las distintas fracciones
obtenidas se analizaron mediante Western blot. El fraccionamiento de las membranas en
gradiente de sacarosa reveldé que LIABCG6 colocaliza con los marcadores especificos
del Golgi tardio (Tgl2p) y MP (Sso2p), si bien existe cierta colocalizacién con el marcador

especifico de vacuola (Vac8p) (Fig. R-45).
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superior Ndmero de fraccion inferior

Figura R-45. Localizacion de LIABCG6 en S.cerevisiae. A partir de S.cerevisiae AD18, que
sobreexpresa la proteina LIABCG6 doblemente marcada, se obutvo, por ultracentrifugacion a 100.000
g, un sedimento que se sometié a fraccionamiento subcelular en gradiente de sacarosa. Las distintas
fracciones del gradiente se analizaron por Western blot, utilizando anticuerpos especificos frente a
marcadores de los distintos organulos. Sso2p, marcador de membrana plasmatica; Vac8p, marcador
de vacuola; TIg2p, marcador del aparato de Golgi tardio; Dmplp, marcador del reticulo
endoplasmético. MP, membrana plasmatica; VAC, vacuola; AG, aparato de Golgi; RE, reticulo
endoplasmatico.
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10.2.3. Sensibilidad a alquil-fosfolipidos en levaduras que sobreexpresan
LiABCG6.

Se probd la sensibilidad a alquil-fosfolipidos (edelfosina y perifosina) de las levaduras
transformadas con LIABCG6-pYEX, comparadas con aquellas transformadas con el
vector vacio pYEX. Para ello, se llevaron a cabo ensayos de crecimiento en placa con un
gradiente de fArmaco. La cepa parental AD18 era sensible a edelfosina y perifosina (Fig.
R-46), mientras que las células transformadas con la construccion LIABCG6-pYEX
demostraron ser ligeramente mas resistentes a este farmaco. Estos datos parecen

corroborar el hecho de que LIABCG6 transporta analogos de fosfolipidos.

Edelfosina Perifosina

0 __— 1 10pg/ml

Figura R-46. Sensibilidad a alquil-fosfolipidos en levaduras que sobreexpresan LIABCG6. La cepa
AD18 se transformé con el vector vacio o con la construccién LIABCG6-pYEX. Se crecieron en placas
con un gradiente de edelfosina o perifosina en el medio de seleccion y 50 uM CuSOQO,. Las placas se
incubaron 3 dias a 30 °C. Se muestra un resultado representativo de tres ensayos independientes.
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V. DISCUSION

1. SITUACION ACTUAL DE LA LEISHMANIASIS.

Segun la Organizacibn Mundial de la Salud, la leishmaniasis es la segunda
enfermedad parasitaria en importancia, por detras Unicamente de la malaria, con un total
de 350 millones de personas en riesgo de padecer la enfermedad. Su prevalencia
mundial es de unos 12 millones de casos. Los datos referentes a la incidencia y
prevalencia de la enfermedad son escasos, puesto que s6lo 33 de los paises en los que

la enfermedad es endémica proporcionan notificacion oficial de la infeccién.

Existe un aumento preocupante del nimero de casos en varias areas del mundo,
como sucede con la leishmaniasis cutdnea en Brasil, Kabul (Afganistan) y Aleppo (Siria).
Este aumento esta relacionado con el desarrollo econémico, asi como con cambios
medioambientales y de comportamiento que aumentan la exposicion a los mosquitos
vectores: nuevos asentamientos, deforestacion, migracion masiva de las zonas rurales a
las urbanas, urbanizacion rapida y con falta de planificacion, construccion de nuevos
embalses, nuevos planes de riego, etc. Mas recientemente, la leishmaniasis se ha
convertido en una infeccion oportunista en personas con HIV, y cada vez es mayor el
namero de casos de coinfeccion. Factores de riesgo individual, como la malnutricién y
un sistema inmune deprimido, son de gran importancia en el desarrollo de esta

enfermedad parasitaria (Cattand, 2006).

La leishmaniasis continta, por lo tanto, siendo una enfermedad desatendida,
embebida en la pobreza, y sus victimas se encuentran entre los mas pobres del
planeta. En la India, pais que posee una alta tasa de leishmaniasis, el 88% de los
pacientes tienen una renta diaria inferior a los $2, un ambiente socio-econémico y un
nivel educacional bajos y suelen vivir en areas rurales remotas o en suburbios pobres.

La pobreza estd asociada con una nutricion deficiente y otras enfermedades
infecciosas que aumentan el riesgo de que una persona, una vez infectada, desarrolle
las manifestaciones clinicas de la leishmaniasis. La falta de acceso a la asistencia
sanitaria produce retrasos en un diagnéstico apropiado, asi como en el tratamiento, y un

aumento en la mortalidad y morbilidad, especialmente en las mujeres. El diagnéstico de
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la leishmaniasis y el tratamiento son extremadamente caros, y las familias se ven
obligadas a vender sus pertenencias y pedir préstamos para poder pagar el tratamiento,
lo que lleva a un mayor empobrecimiento que refuerza el circulo vicioso enfermedad-
pobreza. Las inversiones publicas en el tratamiento y control de la enfermedad
disminuirian la carga total de la leishmaniasis y ayudarian a aliviar la pobreza (Alvar et
al., 2006b).

Todo lo anterior supone un alto impacto humano, social y econémico por lo que su
control supone un gran reto para la comunidad cientifica y la salud publica internacional

(http://www.who.int/vaccine_research/diseases/soa_parasitic/en/index3.html).

Hasta el momento no existen vacunas efectivas frente a las diferentes
manifestaciones de la leishmaniasis. El control de la enfermedad se ve dificultado, en
primer lugar, por factores medioambientales que aumentan el riesgo de padecerla. Por
otra parte, las medidas de control del insecto vector o de los reservorios (insecticidas,
mosquiteras empafiadas en insecticida) serian Utiles, pero no pueden aplicarse sobre
todos los grupos epidemiolégicos y requieren tanto infraestructuras como una vigilancia
que no estan al alcance de muchos de los paises endémicos. En cuanto a la
guimioterapia, junto a los antimoniales pentavalentes, cada vez menos recomendados
por su falta de eficacia y efectos secundarios, existen una serie de farmacos mas
eficaces como la anfotericina B liposomal o la miltefosina que, junto con otros farmacos
como la paromomicina y la sitamaquina (en fase clinica IlI) constituyen la Unica
herramienta de lucha frente a esta enfermedad parasitaria. Sin embargo, el coste de
algunos de los farmacos actuales limita su empleo en muchas zonas endémicas, por lo
gue se requieren estrategias y acuerdos para reducir el coste del tratamiento. Como
problema afadido, el uso irregular de ciertos farmacos junto con tratamientos
incompletos no hacen sino incrementar la tolerancia de los parasitos a los farmacos
(Singh et al., 2006).

El mayor problema que presentan los farmacos usados frente a la leishmaniasis es la
creciente aparicion de fallo terapéutico, sobre todo frente a los antimoniales
pentavalentes, debido a factores/mecanismos tanto del parasito como del hospedador. El
caso mas alarmante de fallo terapéutico aparece en la region de Bihar (India), donde
aproximadamente el 60% de los casos de leishmaniasis visceral no responden al
tratamiento con antimoniales (Sundar, 2001). En ocasiones, este fallo terapéutico se

debe a la adquisicion, por parte del parasito, de mecanismos de resistencias que
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disminuyen la eficacia del tratamiento terapéutico. Estas resistencias se han observado
experimentalmente incluso para la miltefosina, primer farmaco activo por via oral frente a
la leishmaniasis visceral (con una eficacia terapeltica del 96%) y recientemente
comercializada en India bajo el nombre de Impavido®. Se ha demostrado
experimentalmente que los transportadores pertenecientes a la familia ABC estan
implicados en fenbmenos de resistencia a farmacos empleados en la quimioterapia
contra la leishmaniasis (revisado por Ouellette et al., 1998b; Ouellette et al., 2004).
Recientemente se ha relacionado al transportador ABC MRPA con la resistencia a
antimoniales pentavalentes en aislados clinicos de pacientes de India con leishmaniasis
visceral (Mittal et al., 2007; Mukherjee et al., 2007)

2. TRANSPORTADORES ABC EN LEISHMANIA.

Los transportadores ABC descritos hasta el momento en Leishmania forman parte de
las subfamilias ABCA, ABCB y ABCC (revisado por Leprohon et al., 2006; Pérez-Victoria
et al., 2001a). El primer grupo de transportadores ABC de Leishmania pertenece a la
subfamilia ABCA, e incluye dos miembros, LirABCA1.1 y LirABCA2, ambos implicados
en el trafico de fosfolipidos. La funcion de LtrABCAl.1 estd relacionada con la
translocacion de lipidos a través de la membrana plasmatica de L. tropica (Parodi-Talice
et al., 2003), mientras que LtrABCAZ2 estd implicado en el trafico de fosfolipidos, lo que
podria modificar el trafico vesicular y la infectividad del parasito (Aratjo-Santos et al.,
2005). Dentro de la subfamilia ABCB se incluyen proteinas que presentan una alta
homologia con la glicoproteina-P (Pgp) de mamiferos, que son los productos de los
genes tipo mdrl descritos para varias especies como L. donovani (Henderson et al.,
1992), lemdrl de L. enrietti (Chow et al., 1993), lamdrl de L. amazonensis (Gueiros-Filho
et al., 1995) y ltrmdrl de L. tropica (Chiquero et al., 1998). Las proteinas codificadas por
estos genes confieren un fenotipo MDR similar al observado en células tumorales de
mamiferos, expulsando una gran variedad de farmacos al exterior celular, como lo hace
la Pgp de mamiferos, si bien se desconoce su funcién fisiolégica. En el caso de la
LtrMDR1 de una cepa de L. tropica resistente a daunomicina, la proteina confiere

resistencia a miltefosina y edelfosina, debido a un incremento en el eflujo de los
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farmacos (Pérez-Victoria et al., 2006c). El tercer grupo de transportadores ABC
conocidos en Leishmania, la subfamilia ABCC, también esta implicado en la resistencia
a farmacos. ElI miembro mas estudiado es el que codifica para la PGPA (MRPA), una
proteina estrechamente relacionada con MRP1 de mamiferos y que confiere resistencia
a arsenito y antimoniales mediante translocacién de estos compuestos conjugados a

tripanotion al interior de una vacuola (Ouellette et al., 1998a).

En el genoma de Leishmania existen secuencias que codifican para proteinas ABC
aln no caracterizadas, y puesto que esta familia de proteinas se encuentra muy
conservada a lo largo de la escala evolutiva, cabia esperar que se identificaran otras
proteinas ABC en Leishmania similares a las ya descritas en otros eucariotas. Teniendo
en cuenta lo anterior, este trabajo se ha centrado en la caracterizaciéon de dos miembros
de la subfamilia ABCG de transportadores ABC de Leishmania cuyos homodlogos en
mamiferos estan siendo ampliamente estudiados debido a que se les ha relacionado con
procesos biolégicos de gran importancia. Asi, la proteina ABCG1 funciona como
homodimero o heterodimero (probablemente con ABCG4) y esta implicada en el
transporte de colesterol a las lipoproteinas de alta densidad (Klucken et al., 2000; Wang
et al., 2004). ABCG5 y ABCGS8, que tienen altos niveles de expresion en las células
epiteliales del intestino y actian como un heterodimero (Graf et al., 2003), estan
relacionadas con el transporte de esteroles de plantas y colesterol hacia la bilis
(Langheim et al., 2005). Niveles altos de ABCG2 en varias lineas de células
cancerigenas producen resistencia a farmacos antitumorales (Ross et al., 1999). Se ha
barajado la posibilidad de que los lipidos enddgenos y derivados lipidicos puedan ser los
sustratos naturales de ABCG2 (revisado por Sarkadi et al., 2004). Recientemente se ha
identificado un transportador tipo ABCG en Arabidopsis, implicado en la secrecion de
cera a la cuticula (Pighin et al., 2004). La implicacion de los miembros de la subfamilia
ABCG en el transporte lipidico nos hizo pensar que estos nuevos transportadores tipo
ABCG de Leishmania podrian conferir resistencia a farmacos de naturaleza lipidica, o
bien actuar determinando la distribucion de los lipidos de la membrana plasmatica del

parasito.

Por otra parte, las proteinas ABCG habian sido descritas hasta ahora solo en
organismos eucariotas superiores. En S. cerevisiae existe una proteina ADP1, que, tanto
por topologia como por similitud de secuencia, es candidata a ser proteina tipo ABCG.

La presencia de secuencias ABCG en los protozoos parasitos Leishmania y

154



Discusidn

Trypanosoma, demuestra que esta subfamilia estd mas extendida y conservada en la
escala evolutiva de lo que se habia pronosticado hasta el momento, por lo que cabe

esperar que, en breve, se describan nuevos miembros.

Recientemente se ha publicado una clasificacibn completa de las proteinas ABC en
Leishmania, en la que se estima que existe un total de 42 proteinas ABC pertenecientes
a todas las subfamilias conocidas, lo que supone un nimero considerablemente elevado
si se compara con otros tripanosomatidos, como T. cruzi y T. brucei, cuyo genoma
codifica 28 y 22 proteinas ABCs, respectivamente (Leprohon et al., 2006). Esta variacion
en el nimero de genes ABCs entre los tres organismos parece ser debida a la expansion
de los genes ABCA, ABCC y ABCG, muchos de los cuales procederian de la duplicacion
génica producida en Leishmania tras la separacion de la linea de Trypanosoma, asi
como a la pérdida de algunos genes ABC en T. brucei, al tener lugar eventos de
especiacion dentro de los tripanosomatidos.

2.1. Caracterizacion molecular de la subfamilia ABCG de L.

infantum.

Los posibles miembros de la subfamilia ABCG en Leishmania se identificaron en la
base de datos del proyecto genoma de Leishmania usando el servidor GeneDB

omniBLAST frente al gen ABCG2 humano (http://www.genedb.org/genedb/linfantum/).

Se encontraron tres genes localizados en los cromosomas 15, 23 y 36, y dos genes
repetidos en tandem en el cromosoma 6 (Fig. R-4). En este trabajo nos centramos en la
caracterizacion de los genes tipo ABCG situados en los cromosomas 15 y 36, a los que
denominamos LIABCG4 y LIABCG6, de acuerdo con la nomenclatura sugerida por
Leprohon et al. (2006). En el cromosoma 6 se localizan dos genes muy cercanos y
repetidos en tandem, existiendo la divergencia de secuencia en los extremos amino y
carboxilo de la proteina. En el mismo cromosoma, aparece otra secuencia de menor
longitud y con menor identidad con las dos anteriores, que carece de la secuencia
correspondiente al NBS, por lo que podria tratarse de un pseudogén. A diferencia con el
resto de los otros genes ABCG, el gen localizado en el cromosoma 23 presenta un
dominio transmembrana adicional en el extremo amino terminal no descrito en ningun

otro organismo. Los miembros de otras familias génicas ABC de Leishmania también se
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localizan en diferentes cromosomas. Como ejemplo, los genes de la subfamilia ABCC
gue se localizan en los cromosomas 23 y 33 del parasito (Legare et al., 1994), y los
genes de la subfamilia ABCA, que se localizan en los cromosomas 27, 15, 11 y 2

(Parodi-Talice et al., 2003; revisado por Leprohon et al., 2006)

El analisis comparativo de las secuencias de los genes LIABCG4 y LIABCG6 con
bases de datos de secuencias de acidos nucleicos mostré que las mayores significancias
de alineamiento fueron para los genes ABCG ya identificados, tanto de humanos, como

de Drosophila.

El andlisis de Southern blots de digestiones de DNA gendmico de L. infantum y
posterior hibridacion con las sondas especificas para LIABCG4 y LIABCG6, permitié
corroborar que, en el genoma de L. infantum, solo existe una copia gendmica de éstos,
como cabria esperar tras el andlisis realizado del proyecto genoma de Leishmania. En
otros transportadores ABC de Leishmania, como es el caso de LtrABCL1 en L. tropica, los
genes aparecen duplicados en tAndem. La duplicaciéon génica es un fenémeno frecuente
en parasitos como Leishmania, en los que existen muchos ejemplos de familias de
genes con multiples copias. En muchos organismos, la repeticion en tAndem de un gen
puede reflejar la necesidad de grandes cantidades de su producto, lo que no parece ser
el caso de LIABCGA4 ni LIABCGS.

Cabe destacar que la identidad a nivel de secuencia entre los distintos miembros de
la subfamilia ABCG, es inferior a lo descrito para otras subfamilias de transportadores
ABC. Las secuencias correspondientes a los NBS son las que presentan mayor
homologia entre los genes ABC y las sondas disefiadas frente a ese dominio suelen
reconocer a los miembros de una misma subfamilia. De hecho, se ha descrito que este
tipo de sondas reconocen en Leishmania a los miembros de las subfamilias ABCA y
ABCC (Parodi-Talice et al., 2003); sin embargo, las sondas dirigidas frente a los NBS
tanto de LIABCG4 como LIABCG6 Unicamente reconocen el gen frente al que han sido

disefiadas.
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2.2. Andlisis de la secuencia aminoacidica de LiABCG4 y

LiABCG6.

La secuenciacion completa de los genes LIABCG4 y LIABCG6 nos permitié deducir la
secuencia de aminoacidos de las proteinas para las que codifican. Cuando realizamos
estudios comparativos entre estas proteinas y las existentes en bases de datos,
observamos que presentaban la mayor significancia de alineamiento con los miembros
ya descritos de la subfamilia ABCG de transportadores ABC. Esta identidad nos hizo
clasificar las proteinas LIABCG4 y LIABCG6 como miembros de la subfamilia ABCG de
transportadores.

Las proteinas codificadas por LIABCG4 y LIABCG6 presentan todas las
caracteristicas tipicas de un “half-transporter”, donde podemos encontrar un unico
dominio de union a ATP hidrofilico (NBS), localizado en el extremo amino de la proteina,
y un dominio de transmembrana hidrofébico (TMD), situado en el extremo carboxilo (Fig.
[-16). En la regién hidrofilica se incluyen las zonas mas conservadas de los
transportadores ABC, como son los motivos Walker A y Walker B y el sello de la familia
ABC. El tamafio de ambas proteinas es similar al de otras ABCGs de eucariotas
superiores, si bien LIABCG4 presenta un extremo carboxilo ligeramente mayor, en el que
no se han detectado secuencias 0 motivos conservados, ni homologia con otros ABCGs.
El andlisis de hidrofobicidad de la secuencia de ambas nos permitié distinguir la
presencia de 6 segmentos transmembrana, encontrandose el quinto segmento separado
del sexto por un lazo extracelular de mayor tamafio que el resto, lo que es comun para
transportadores de la subfamilia ABCG (revisado por Lorkowski et al., 2002).

En ambas proteinas también encontramos 9 residuos de cisteina; para LIABCG4 hay
5 cisteinas situadas en el NBS, 2 en la region de unién del NBS con TMD y otras dos en
el ultimo lazo extracelular del quinto transmembrana con el sexto transmembrana. Para
el caso de LIABCG6 la distribucion es similar, con 4 residuos de cisteina situados en el
NBS, 2 en la region de unién del NBS con TMD, uno en el cuarto segmento
transmembrana y 2 en el Gltimo lazo extracelular del quinto transmembrana con el sexto.
Se podria sugerir la participacion de esos residuos de cisteina en la formacion de
puentes disulfuro intra e intermoleculares, al igual que se ha descrito para la proteina
ABCG2 humana donde existen tres cisteinas extracitoplasmaticas, localizadas en el lazo
entre el quinto y el sexto transmembrana. De esas tres cisteinas, una esta implicada en

la formacién de un puente disulfuro intermolecular que no es esencial para la expresion
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de la proteina ni su funcionalidad. Las otras dos cisteinas formarian puentes disulfuros
intramoleculares que son criticos para el reconocimiento del sustrato. (Henriksen et al.,
2005a)

A lo largo de la secuencia aminoacidica de LIABCG4, utilizando la base de datos
PROSITE, aparecen motivos caracteristicos de modificaciones de proteinas, como
pueden ser sitios de N-glicosilacién en el NBS vy sitios de fosforilacién por protein-
quinasa C y casein-quinasa Il en posiciones cercanas al NBS y en el Ultimo lazo
extracelular entre segmentos transmembrana. Igualmente, estan presentes residuos
para posible miristoilacién y un sitio de unién de fosfopanteteina. En el caso de LIABCG6
aparecen: un sitio de N- glicosilacion en el TMD, entre el cuarto y quinto segmento
transmembrana; sitios de fosforilacién por protein-quinasa C y casein quinasa Il en el
NBS, asi como entre el primer lazo extracelular entre segmentos transmembrana;

igualmente, aparecen residuos para una posible miristoilacion.

La N-glicosilacion es una modificacién post-traduccional que se ha descrito en
algunas proteinas ABC de mamiferos. En la Pgp se han descrito sitios de N-glicosilacion
en los bucles exocitoplasmaticos, tanto extracelulares como luminales (Higgins, 1992).
En la proteina MDR1 humana, la porcién glicosilada representa 30 kDa del peso total de
la proteina. La proteina ABCG2 humana esta glicosilada, si bien este hecho no es
esencial para la expresion, el trafico a la membrana plasmatica o su actividad de
transporte (Diop y Hrycyna, 2005). Tanto ABCG5 como ABCGS8 estan glicosiladas en el
lazo que une el quinto y sexto dominio transmembrana (Graf et al.,, 2002). Por el
contrario, la proteina ABCG1l humana no parece estar glicosilada (Kobayashi et al.,
2006). Sin embargo, no se ha descrito la existencia de sitios de N-glicosilacién en las
proteinas ABC tipo MRP y MDR que se conocen en Leishmania. En el caso de LIABCG4
y LIABCGS6, ninguno de los sitios de N-glicosilacién se encuentra en los bucles
exocitoplasmaticos; por otro lado, si los sitios identificados fueran realmente utilizados
para la adiciobn de cadenas de azucar, dichas modificaciones post-traduccionales
cambiarian la masa molecular de la proteina y, por tanto, su migracion electroforética.
Puesto que, en los resultados obtenidos en el presente trabajo, no se han detectado
diferencias significativas entre el tamafio tedérico de la proteina y el tamafio revelado en
los estudios de Western blot, pensamos que esta modificacion no ha tenido lugar para
LIABCG4 o LIABCG6 de Leishmania.
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Para algunas proteinas ABC se ha demostrado que la fosforilacién puede regular su
actividad. En el caso de Pgp, la regidon de unidn entre las dos mitades de la proteina, o
region linker, es potencialmente fosforilable y se ha visto que la fosforilacién de esta
region puede regular la interaccién de ciertos farmacos con la proteina (Szabo et al.,
1997). Sin embargo, en otros estudios no se han extraido conclusiones claras sobre la
implicacién funcional de la fosforilacion (Germann et al., 1995). En el caso de la proteina
ABCAL, se vio que es fosforilada in vitro por PKA, y que la activacion de esta quinasa
aumenta la actividad transportadora de aniones de ABCAL, lo que sugiere que seria
fosforilada in vivo (Becq et al., 1997). No se ha descrito fosforilacion para el caso de las
proteinas ABCG humanas. Seria interesante determinar si la fosforilaciéon juega un papel
en la regulacion de la funciéon de las proteinas LIABCG4 y LIABCGS6, lo que se

desconoce hasta ahora para todas las proteinas ABC descritas en Leishmania.

3. EXPRESION DE LOS GENES LiABCG4 Y LiABCG6
EN L. INFANTUM.

3.1. Sobreexpresion de los genes L/IABC64 y LiABCG6.

Para iniciar los estudios funcionales decidimos sobreexpresar las proteinas en un
sistema homdlogo, estrategia comunmente empleada en estudios realizados sobre
proteinas ABC en diversos organismos. Las formas promastigotas de L. infantum
transfectadas con los genes LIABCG4 y LIABCG6 presentaban una sobreexpresién
significativa de ambos genes. Los parasitos control (transfectados con el plasmido vacio)
mostraban niveles bajos de expresién de estos genes. Estos niveles bajos de mRNA
pueden deberse a una tasa de trascripcion baja, o a una alta inestabilidad del mRNA.
Cabe destacar que, para otros genes ABC de Leishmania, los niveles de expresion de
sus transcritos son también bajos, y su deteccion es dificultosa cuando se emplean
técnicas convencionales de Northern blot (Aradjo-Santos et al., 2005; Chiquero et al.,
1998; Gamarro et al., 1994; Legare et al., 1994; Parodi-Talice et al., 2003).

Para el caso de LIABCG4, las construcciones plasmidicas con las que se

transfectaron los parésitos contenian la secuencia correspondiente a LIABCG4 o el gen
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mutado en la posicién 293 (mutacion que produce el cambio de la lisina del Walker A por
una metionina, lo que inactiva la actividad ATPasa de la proteina), flanqueados en 5’y 3’
por secuencias UTRs. Se sigui6 esta estrategia puesto que se sabe que las regiones no
codificantes naturales suelen determinar la eficiencia de la expresion y la estabilidad del
mMRNA en Leishmania. Un ejemplo esta reflejado en los estudios previos realizados en
nuestro laboratorio con otro gen ABC (Parodi-Talice et al.,, 2003). Los pardsitos
transfectados tanto con el gen LIABCG4 como con la versién mutada, presentaban dos
trancritos especificos de diferente tamafo, lo que podria deberse a la existencia de
distintos sitios de adicion del mini-exén y poliadenilacion. Los niveles de expresion de los
pardsitos transfectados con la version mutada del gen son similares a los de aquellos
transfectados con LIABCG4. En el caso de los parasitos transfectados con la
construccion GFP-LIABCG4, aparece un transcrito de tamafio inferior a los obtenidos con
la construccién que contiene las secuencias UTRs. Las diferencias de tamafio entre los
transcritos de LIABCG4-pX y GFP-LIABCG4 se deberian a la ausencia de las secuencias
UTRs en la segunda construccion, asi como a la presencia de sitios de trans-splicing en
el vector pXG-GFP+2, flaqueando algenen 5’y 3'.

Para sobreexpresar LIABCG6, se partio de la construccion GFP-LIABCG6 vy
posteriormente se elimind la secuencia correspondiente a GFP. La construccion
plasmidica resultante, con la que se transfectaron los parasitos, contenia la secuencia
codificante del gen, desde el coddn de inicio al de terminacién. Los niveles de expresion
son inferiores al compararlos con el gen fusionado a GFP, pero fueron suficientes para

observar un fenotipo.

Estudios recientes realizados mediante microarrays de DNA, no han observado
diferencias en los perfiles de expresion de estos genes ABCG entre las formas
promastigotas y amastigotas de Leishmania (Leprohon et al., 2006). Sin embargo, las
tasas de expresion a nivel de proteinas entre los diferentes estadios del parasito no
guardan siempre relacion directa con las tasas de expresion a nivel de mRNA. Por lo

tanto, quedaria por dilucidar los valores reales de expresion.
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3.2. Localizacion de LiABCG4 y LiABCG6.

Para estudiar la localizacion de la proteina LIABCG4 en Leishmania, en primer lugar
se intentd obtener un anticuerpo policlonal frente a una region especifica de la proteina.
El alineamiento de las distintas proteinas ABCG encontradas nos permitié determinar
que la mayor variabilidad de secuencia se encuentra en la zona que une el NBS con el
TMD, el denominado péptido linker (Fig. R-6). Esta caracteristica nos sirvié para disefiar
un anticuerpo frente esta region especifica de LIABCG4, con el que se llevaron a cabo
estudios de inmunodeteccion e inmunolocalizacion. Por desgracia, si bien el anticuerpo
reconocia el péptido frente al que se habia generado, resulté inespecifico a la hora de

detectar la proteina mediante inmunofluorescencia indirecta.

El siguiente paso para estudiar la localizacion de la proteina fue la creacion de
guimeras que nos permitieran tener la proteina fusionada a GFP en su extremo carboxilo
0 amino. La adicion de GFP u otros péptidos puede alterar la localizacion de proteinas
ABCG y su funcionalidad (Gelissen et al., 2006; Graf et al., 2002; Vaughan y Oram,
2005), por lo que se decidié obtener las dos quimeras, con GFP en uno u otro extremo.
La observacion, mediante microscopia de fluorescencia, de los parasitos transfectados
con las construcciones GFP-LIABCG4 y LIABCG4-GFP, nos permitio determinar que la
proteina, en ambos casos, se localiza mayoritariamente en la membrana plasmatica, y
asociada al bolsillo flagelar. El bolsillo flagelar esta considerado como el Unico sitio de
endo y exocitosis de los parasitos, asi como el principal punto de adicién de proteinas a
la membrana (revisado por Landfear e Ignatushchenko, 2001). La localizacién de la
proteina en el bolsillo flagelar puede tratarse de una localizacién secundaria, o bien ser
un reflejo del trafico vesicular.

Estudios funcionales posteriores determinaron que la proteina LIABCG4-GFP no era
funcional, si bien GFP-LIABCG4 mostraba un fenotipo similar al de la proteina salvaje.

Por otro lado, el cambio de una lisina a metionina en el Walker A altera no sélo la
funcionalidad de la proteina, sino también su correcta localizacion. Como ya se habia
descrito anteriormente para la proteina ABCG2 humana, la presencia de un NBS
funcional es necesaria para el trafico de la proteina hacia la membrana plasmatica
(Henriksen et al., 2005b). En el caso de ABCG1, también se describié que la presencia
de un NBS funcional era necesaria para la localizacién de la proteina en la membrana,
puesto que la mutacion de una glicina esencial del Walker A impedia la llegada de la
proteina a la membrana (Vaughan y Oram, 2005). Sin embargo, el cambio de la lisina del

Walker A por metionina no altera la localizacién en la membrana de ABCGL, lo que
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sugeriria que la unién de ATP y/o hidrélisis no es esencial para la expresion en la
membrana plasmatica (Kobayashi et al., 2006). Recientemente se ha descrito que el
cambio de la lisina del Walker A por leucina en cualquiera de los NBS de la proteina
MRPL1 altera de manera significativa la estructura terciaria de la proteina (Buyse et al.,
2006).

En el caso de LIABCGS®, los parasitos transfectados con las construcciones GFP-
LIABCG6 y LIABCG6-GFP observados mediante microscopia de fluorescencia,
mostraron diferencias respecto a la localizacion de la proteina. Mientras que la proteina
marcada en el extremo amino se localiza principalmente en la membrana plasmatica, la
proteina marcada con GFP en el extremo carboxilo se localiza en la red de microtibulos
del parasito correspondiente al MVT, considerado como un compartimento lisosomal
tardio (Mullin et al., 2001). Se ha descrito que algunas proteinas de membrana de la ruta
secretora de Leishmania son dirigidas al MVT y degradadas, en especial en parasitos en
fase tardia de crecimiento (Dodge et al., 2004). En nuestro caso, se realizé un
seguimiento de los parasitos en las distintas fases de crecimiento y se determind que
LIABCG6-GFP se encontraba en el MVT, independientemente de la fase del parasito.
Nos inclinamos a pensar que esa localizacidén es debida a que la proteina no alcanza su
localizacion normal en la membrana plasmatica, bien porque no sea capaz de formar
dimeros, o bien porque la presencia de GFP en el extremo carboxilo afecte al correcto
plegamiento de la proteina. El coddén de terminacion en LIABCG6 esta situado
inmediatamente a continuaciéon del sexto segmento transmembrana, por lo que es
posible que la adicion de la proteina GFP en este extremo interfiera con el plegamiento
de la proteina LIABCG6.

Previamente, se habia descrito que la proteina humana ABCG1 fusionada a GFP no
alcanzaba la membrana plasmatica de los fibroblastos, localizandose Unicamente en la
region perinuclear (Venkateswaran et al., 2000). Anteriormente se habia descrito que
proteinas de la ruta secretora de S. cerevisiae marcadas con GFP en el extremo amino
terminaban localizadas de manera errénea en la vacuola (Kunze et al., 1999). Estudios
recientes han demostrado que las proteinas ABCG1 y ABCG2 humanas marcadas con
GFP en el extremo amino se localizan correctamente en la membrana plasmética (Engel
et al., 2006).

Puesto que, en ensayos funcionales posteriores, el fenotipo de la proteina GFP-
LIABCG6 coincidia con el de la proteina sin marcar, nos inclinamos a pensar que la

localizacion en membrana plasmatica es la localizacion natural de la proteina LIABCG6.
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La localizacion de LIABCG4 y LIABCG6 difiere de las de otros transportadores ABC
de Leishmania, como es LtrABCA2, que se localiza principalmente en la estructura
tubulovesicular MVT (Aradjo-Santos et al., 2005). Sin embargo, otros transportadores
como LtrABC1.1 de L. tropica y TcABC1l de T. cruzi se localizan en membrana
plasmética y bolsillo flagelar (Parodi-Talice et al., 2003; Torres et al., 2004). Por otra
parte, la proteina ABCG2 humana se localiza en la membrana plasmatica de las células
(Maliepaard et al., 2001). Otros transportadores ABCG, como son ABCG1, ABCG5 y
ABCG8 también se localizan en la membrana plasmatica de macréfagos y hepatocitos,
respectivamente (Graf et al., 2003; Kobayashi et al., 2006). Ademas, en plantas se ha
descrito un transportador tipo ABCG localizado en la membrana plasmatica de las
células epidérmicas, e implicado en el transporte de cera a la cuticula de la planta
(Pighin et al., 2004). La localizacion de LIABCG4 y LIABCG6 en la membrana plasmética
indicaria una posible implicacion de las proteinas en las funciones atribuidas a otros

ABCG en relacion al tréfico de lipidos.

4. ESTUDIOS FUNCIONALES DE LAS PROTEINAS
LiABCG4 Y LiABCG6 DE L. INFANTUM.

4.1. Caracterizacion en L. infantum.

4.1.1. Implicacion en el transporte de lipidos.

Actualmente se sabe que existe un gran numero de transportadores ABC
involucrados en procesos de transporte de lipidos (Tabla I-1). Es mas, actualmente se
defiende que una de las principales funciones fisiolégicas de los transportadores ABC
seria el transporte y la homeostasis lipidica (revisado por Takahashi et al., 2005). En la
Ultima década se ha demostrado que muchas de las enfermedades hereditarias
relacionadas con el metabolismo de lipidos estan producidas por mutaciones en
transportadores ABC (revisado por Borst et al., 2000; Pohl et al., 2005; Stefkova et al.,
2004; van Meer et al., 2006).

Dentro de los transportadores ABC implicados en el transporte de lipidos

encontramos la proteina ABCB1 (MDR1, Pgp), implicada en el fenotipo de resistencia a
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farmacos y con gran afinidad por lipidos y compuestos lipofilicos. ABCB4 media el
transporte de PC a través de la membrana del canaliculo biliar durante la formacion de la
bilis (revisado por Pohl et al., 2005). Varios miembros de la subfamilia ABCA estan
especificamente relacionados con el transporte de lipidos en células de mamiferos. La
proteina ABCA1 humana participa en el eflujo de fosfolipidos y colesterol a través de la
membrana plasmatica (revisado por Schmitz et al., 2001), y se ha sugerido un papel para
ABCAL en el metabolismo de lipoproteinas (revisado por Takahashi et al., 2005). Otros
transportadores de la subfamilia ABCA estan implicados en el transporte y metabolismo
de distintos lipidos en las células. En el caso de la subfamilia ABCG, varios de sus
miembros estan implicados en el transporte de esteroides y fosfolipidos en células de
mamiferos. ABCG1 transporta fosfolipidos y esteroides fuera de los macréfagos
(Klucken et al., 2000; Kobayashi et al., 2006). ABCG2 podria tener una funcién en el
transporte de esteroides (Janvilisri et al., 2003). ABCG5 y ABCGS8 funcionan como
heterodimeros obligados para promover la translocacion de esteroles hacia la bilis (Graf
et al., 2002; Graf et al., 2003), y mutaciones en cualquiera de ellos producen
sitosterolemia, una enfermedad autosOmica recesiva caracterizada por una gran

acumulacion de esteroles en el plasma.

Por otro lado, la sobreexpresion de ciertas proteinas ABC en Leishmania se ha
asociado con el trafico de fosfolipidos, como es el caso de los transportadores de la
subfamilia ABCA de Leishmania, LtrABC1.1 y LtrABCA2, implicados en el trafico de
fosfolipidos en L. tropica (Araudjo-Santos et al., 2005; Parodi-Talice et al., 2003). El
transportador ABCB1 de Leishmania (LtrMDR1) reduce la acumulacion de un analogo
fluorescente de la PC y estd implicado en la resistencia y translocacion de alquil-

fosfolipidos (Pérez-Victoria et al., 2001b; Pérez-Victoria et al., 2006c).

En estudios anteriores (Aradjo-Santos et al., 2003) se habia visto que la ruta
mayoritaria de internalizacion de analogos de fosfolipidos (Cs-NBD-PC, -PE y -PS) en
Leishmania estaba mediada por un transporte rapido dependiente de proteinas y ATP,
pero no endocitosis, o que sugirid la presencia de un transportador de lipidos en la
membrana plasmatica de Leishmania. Por el contrario, la internalizacién de Cs-NBD-SM
es muy baja, aunque dependiente de endocitosis, y no estd acoplada a un mecanismo
de translocacion dependiente de proteinas o ATP. La naturaleza de ese transportador se
describié tras un rescate funcional sobre parasitos resistentes a miltefosina, empleando

una libreria genémica, en la que se identificd la translocasa lipidica LAMT (Pérez-Victoria
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et al., 2003b; Pérez-Victoria et al., 2006b). LAMT pertenece a la subfamilia de las
aminofosfolipido translocasas de las ATPasas tipo P, y es necesaria para la entrada
intracelular no sélo de alquil-fosfolipidos, sino también de los analogos fluorescentes de
PC, PE y PS. Mutaciones en LAMT bloquean la internalizacion de los analogos de
fosfolipidos, confiriendo a los parasitos resistencia a alquil-fosfolipidos, entre ellos
miltefosina (Pérez-Victoria et al., 2003b)

Transportadores de la subfamilia ABCG de mamiferos estan implicados en la
translocacion de fosfolipidos al exterior celular. Asi, por ejemplo, ABCG1 esta implicado
en el eflujo de esfingomielina y fosfatidilcolina, y ABCG2 en la extrusion de
fosfatidilserina (Kobayashi et al., 2006; Woehlecke et al., 2003).

Empleando anélogos fluorescentes de fosfolipidos comprobamos que los parasitos
gque sobreexpresan LIABCG4 presentan una menor acumulacion de Cg-NBD-PC con
respecto a los parasitos control; sin embargo, no se observaron diferencias en la
acumulacion del resto de analogos fluorescentes de PE, PS y SM testados. En el caso
de LIABCGS6, los parasitos que sobreexpresan la proteina presentan una menor
acumulacion de analogos de PC, PE y PS con respecto a los parasitos control; en este
caso tampoco se observaron diferencias en la acumulacién de SM. La reduccion en la
acumulacion de Cg-NBD-PC (en el caso de LIABCG4), y de Cs-NBD-PC, -PE y -PS (para
LIABCG6) fue comparable a la descrita para otros transportadores ABC de Leishmania,
tales como LtrMDR1, LtrABC1.1 y, LtrABCA2 (Aradjo-Santos et al., 2005; Parodi-Talice
et al., 2003; Pérez-Victoria et al., 2001b). Puesto que tanto LIABCG4 como LIABCG6 se
localizan en la MP y bolsillo flagelar de Leishmania, estas proteinas podrian regular la
acumulacion de los analogos de fosfolipidos via endo/exocitosis. Sin embargo, no se
observaron diferencias en la acumulacion del marcador de endocitosis FM4-64 entre los
controles y los parasitos transfectados con LIABCG4 o LIABCG6.

Para comprobar que estas diferencias en la acumulacion se debian a la proteina en
si, realizamos los mismos experimentos con parasitos que sobreexpresan LIABCG4
mutada e inactiva. En este caso, los parasitos que sobreexpresan esta proteina
mostraron los mismos niveles de acumulacion que sus controles, por lo que pudimos
afirmar que la menor internalizaciéon del analogo de PC se debe a la actividad especifica
de LIABCG4. Ademas, estos resultados sugieren gue la generacion de una mutacién en
la lisina del Walker A conlleva una pérdida de funcionalidad de la proteina, asi como un
cambio en su localizacion, de forma similar a lo que se habia descrito para el caso de la
proteina ABCG2 humana (Henriksen et al., 2005b).
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En conjunto, estos resultados sugieren que ambos transportadores ABCG de
Leishmania estan implicados en el transporte hacia el exterior celular de los analogos de

fosfolipidos.

4.1.2. Sensibilidad a farmacos.

Inicialmente, los transportadores ABC en mamiferos se conocian por su capacidad
de conferir resistencia a farmacos en células tumorales; sin embargo, posteriormente y
con la caracterizacién de nuevas subfamilias de transportadores, se han asociado a
diferentes funciones fisiol6gicas. En el caso de parasitos, y mas especificamente de
Leishmania, la sobreexpresién de transportadores ABC también se ha relacionado con el
desarrollo de resistencia a farmacos (Ouellette et al., 2004; Pérez-Victoria et al., 2006c).

En base a estos antecedentes, quisimos comprobar si la sobreexpresién de LIABCG4
o LIABCG6 podria modificar la sensibilidad de los parasitos frente a determinados
compuestos. Previamente se habia descrito que una linea de L. tropica resistente a
daunomicina, que sobreexpresaba la proteina Pgp (codificada por el gen Ltrmdrl),
conferia resistencia a los alquilfosfolipidos miltefosina y edelfosina (Pérez-Victoria et al.,
2001b; Pérez-Victoria et al., 2006c). La actividad antiproliferativa de la miltefosina y
edelfosina frente a Leishmania habia sido descrita con anterioridad (Santa-Rita et al.,
2004) y, mas recientemente para perifosina (Cabrera-Serra et al., 2007). Dado que estos
compuestos son analogos de fosfolipidos, podrian ser sustratos potenciales de las
proteinas LIABCG4 y LIABCGS6, por lo que se ensayo6 la viabilidad de los parasitos frente
a los alquil-fosfolipidos miltefosina, edelfosina y perifosina. En nuestros estudios se
aprecié que, mientras que las formas promastigotas que expresaban la version mutada
de la proteina LIABCG4 mostraban niveles de sensiblidad similares a los controles,
aquellos que sobreexpresan LIABCG4 o LIABCG6 presentaban una sensibilidad
reducida frente a estos alquil-fosfolipidos. La menor sensibilidad se mantiene en el caso
de las proteinas fusionadas a GFP en su extremo amino, pero no asi en las que
incorporan la GFP en el extremo carboxilo. La funcionalidad de las versiones fusionadas
a GFP corroboraria la de las proteinas LIABCG4 y LIABCGB6, asi como su localizacion.
Estos resultados apoyarian la posible implicacion de estas proteinas en el trafico de
andlogos de alquil-fosfolipidos. Sin embargo, otros genes ABC de Leishmania,
pertenecientes a la subfamilia ABCA, no confieren resistencia a alquil-fosfolipidos

aunque si estan implicados en el transporte de analogos de fosfolipidos. En su momento
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se especuld que las diferencias entre los enlaces éter de los alquil-fosfolipidos y los
enlaces éster de los analogos fluorescentes de fosfolipidos podrian ser responsables de
la falta de resistencia (Parodi-Talice et al., 2003)

En cualquier caso, los alquil-fosfolipidos no parecen ser los mejores sustratos para
los transportadores ABC. En el caso de una cepa de L. tropica resistente a daunomicina
gue expresa altos niveles de Pgp, los indices de resistencia a alquil-lisofosfolipos se
encuentran entre 7 y 9, mientras que los de resistencia a daunomicina son mayores de
100 (Pérez-Victoria et al.,, 2001b). Estudios realizados con la Pgp humana habian
descrito que la resistencia a miltefosina, en el caso de células que expresaban MDR1,
era menos pronunciada que la resistencia a otros sutratos de Pgp. (Rybczynska et al.,
2001a). Esto podria ser debido a que la miltefosina y otros analogos lipidicos
interaccionarian con Pgp de manera distinta a como lo hacen otros sustratos. En la Pgp
existen dos sitios de union a farmacos. Parece probable que el sitio de union de las
moléculas lipidicas solaparia con esos dos sitios de unidén, y que podria estar, en
ausencia de farmacos, ocupado por lipidos de membrana (Eckford y Sharom, 2006).
Ademas, los alquil-fosfolipidos no entrarian en la célula por difusion, sino quizas por
transporte activo mediado por aminofosfolipido translocasas, como sucede en el caso de
Leishmania (Pérez-Victoria et al., 2003b), o bien mediante endocitosis como se propone
para células tumorales (van der Luit et al., 2002), lo que provocaria que la tasa de eflujo

mediada por Pgp fuera menor.

La sitamaquina es un farmaco actualmente en desarrollo por GlaxoSmithkline (en
fase clinica Il en India) para su uso potencial en el tratamiento de la leishmaniasis
visceral (Yeates, 2002). Considerando que otras quinolinas interaccionan con
transportadores ABC (Riffkin et al.,, 1996; Wu et al., 2005), nos interes6é probar si la
sitamaquina se encontraba entre los posibles sustratos de estos transportadores ABCG.
Los resultados obtenidos muestran una menor sensibilidad a sitamaquina en el caso de
los parasitos que sobreexpresan LIABCG4 o LIABCG6. En el futuro seria interesante
ampliar el estudio a otras quinolinas, con el fin de averiguar si interaccionarian con los

transportadores ABCG de Leishmania

El ketoconazol es un farmaco antifungico utilizado en el tratamiento de la
leishmaniasis cutanea (revisado por Singh y Sivakumar, 2004). Varios trabajos
demuestran que la actividad de la proteina Pgp humana es inhibida por el ketoconazol

(Kageyama et al., 2005; Takano et al., 1998; Wang et al., 2002). Los azoles constituyen
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un grupo de farmacos de gran importancia en el tratamiento de infecciones por Candida
spp., Si bien la aparicidén de resistencias constituye un gran problema (Powderly, 1994).
Entre los mecanismos de resistencia se encuentra la sobreexpresibn de los
transportadores ABC Cdrlp y Cdr2p (Schuetzer-Muehlbauer et al., 2003; White et al.,
2002). Puesto que los azoles son sustratos de transportadores ABC, quisimos probar si
el ketoconazol interaccionaba con las proteinas LIABCG4 y LIABCGS6. En las condiciones
en las que se desarrollé nuestro ensayo, no observamos diferencias en la sensibilidad a
este farmaco entre transfectantes y controles, lo que indica que los azoles, al menos el
ketoconazol, no se encontrarian entre los sustratos de estos transportadores tipo ABCG

de Leishmania.

Igualmente, se ensayaron otros farmacos empleados en la terapia anticancerigena,
como la mitoxantrona y daunomicina, que han sido descritos como sustratos de la
proteina ABCG2 humana (Honjo et al., 2001). En nuestros ensayos no se apreciaron
diferencias de sensibilidad entre los controles y los parasitos transfectados con
LIABCGA4.

4.1.3. Acumulacion y eflujo de miltefosina radiactiva.

Dado que LIABCG4 y LIABCG6 conferirian resistencia a alquil-fosfolipidos
posiblemente por incremento en el eflujo del farmaco, realizamos un ensayo de
acumulaciéon de miltefosina radiactiva, puesto a punto en nuestro laboratorio con
anterioridad (Pérez-Victoria et al., 2003a). Los parasitos que sobreexpresaban LIABCG4
y LIABCG6 mostraban una menor acumulacion de [*C]miltefosina. Mediante un ensayo
de eflujo se observé que, al menos en el caso de LIABCG4, esta menor acumulacion era
debida a un mayor eflujo del compuesto radiactivo. Recientemente se ha demostrado
que la resistencia a miltefosina mediada por LirMDR1 de Leishmania es debida a un
aumento en el eflujo del farmaco, lo que conlleva una reduccién en la acumulacion
(Pérez-Victoria et al., 2006c). Cabe esperar que la proteina LIABCG4 de Leishmania
contribuya al fenotipo de resistencia a través de un incremento en el eflujo de alquil-

fosfolipidos.
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4.2. Expresion heterdloga de las proteinas LiABCG4 y LiABCG6

en levaduras.

4.2.1. Expresion y localizacion de LiABCG4 y LiABCG6.

Con el fin de profundizar en el estudio de las funciones de estas dos proteinas de la
subfamilia ABCG de Leishmania, nos propusimos expresarlas en un sistema heterdlogo
con el cual se obtuvieran altos niveles de expresion y se pudiera evitar el concurso de
otras proteinas que interfirieran con el proceso a estudiar.

Un método para expresar proteinas de membrana de forma funcional es la utilizacion
de sistemas de baculovirus-células de insecto, que permiten obtener grandes
cantidades de proteinas en la membrana en condiciones funcionales Gptimas para el
estudio de su mecanismo de accién, naturaleza de los sustratos, inhibidores especificos
y vias de regulacién de un gran numero de transportadores ABC (Bakos et al., 1998;
Sarkadi et al., 1992). Este sistema de expresion heteréloga se utilizd para caracterizar la
funcién de la proteina ABCG2 humana y estudiar su posible homodimerizacién (Ozvegy
et al., 2001), asi como la capacidad de reconocimiento de sustrato en las distintas
variantes de la proteina (Ozvegy-Laczka et al., 2005). Las proteinas ABCG1 y ABCG4
también han sido expresadas en células de insecto, a fin de llevar a cabo su
caracterizacion bioquimica y estudiar su posible heterodimerizacion (Cserepes et al.,
2004). Més recientemente, se ha descrito la co-expresion de ABCG5 y ABCG8 en
células de insecto, lo que proporciona nuevos aspectos en la caracterizacion bioquimica
y funcional de estas proteinas transportadoras (Muller et al., 2006).

Para el estudio de los transportadores ABCG se han empleado ademdas otros
sistemas de expresion. Asi, la proteina ABCG2 humana se expresé de manera funcional
en Lactococcus lactis, determinandose la posible implicacion de ABCG2 en el
transporte de esteroles (Janvilisri et al., 2003). Por otra parte, mas recientemente se ha
descrito la expresion de las proteinas ABCG5 y ABCG8 de ratén en Pichia pastoris
(Wang et al., 2006).

Para el estudio de las proteinas tipo ABCG de Leishmania, nos planteamos utilizar
levaduras como sistema de expresion. S. cerevisiae es un organismo modelo
ampliamente utilizado por una serie de ventajas: su genoma esta secuenciado, es facil
de manipular genéticamente y las condiciones de cultivo son sencillas y econémicas. En

nuestro caso, se trata de un modelo de especial importancia, puesto que varios
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transportadores ABC se han expresado de manera funcional en levaduras (Mao y
Scarborough, 1997; Raymond et al., 1994; Ruetz et al., 1996). S. cerevisiae contiene un
gran namero de transportadores ABC, por lo que se han desarrollado cepas con los
principales transportadores delecionados, a fin de conseguir un entorno apto, con la
minima redundancia de funcion, para el estudio funcional de otros transportadores ABC
(Decottignies et al., 1998). Por otro lado, existe un sistema de expresion que aprovecha
el mutante sensible a temperatura sec 6-4, que es defectivo en el paso final de la ruta
secretora, concretamente en la fusion de las vesiculas a la membrana plasmatica. Este
mutante acumula, a una temperatura dada, grandes cantidades de vesiculas secretoras
gue contienen proteinas de membrana recién sintetizadas, incluso aquellas exdégenas
producidas a partir de plasmidos de expresion. Este sistema se emple6 con anterioridad
para expresar de forma funcional la glicoproteina-P (Ruetz y Gros, 1994; Ruetz, 1998) vy,
mas recientemente, para la expresion del transportador Ycflp (factor de tolerancia al
cadmio) de S. cerevisiae (Gueldry et al.,, 2003). Si a este mutante sec 6-4 se le
delecionan dos ATPasas tipo-P (Dnf3p y Drs2p), se obtienen vesiculas secretoras
deficientes en el transporte dependiente de ATP de analogos fluorescentes de PC, PE y
PS desde la cara luminal a la cara citosolica. Estas vesiculas proporcionarian el entorno
ideal para analizar actividades de transporte hacia la cara luminal y, por lo tanto, para el
estudio de posibles flipasas dependientes de ATP (Alder-Baerens et al., 2006) y, en
nuestro caso, para el estudio funcional de los transportadores de la subfamilia ABCG de

Leishmania.

El vector empleado para la expresion en levaduras fue pYEXTF-HC (Holz et al.,
2002). Mediante Western blot, utilizando los anticuerpos adecuados, se pudo determinar
la expresion de las proteinas LIABCG4 y LIABCG6 en levaduras. Para determinar la
localizacion se realiz6 un fraccionamiento subcelular en gradiente discontinuo de
sacarosa. Asi se pudo apreciar que tanto LIABCG4 como LIABCG6 co-localizaban con el
marcador de membrana plasmatica. LIABCG4 aparece también en reticulo, y LIABCGS6,
en vacuola. La localizacién de LIABCG4 en el reticulo endoplasmatico podria representar
una parte de la proteina que no se ha plegado correctamente y queda retenida en el RE
para su posterior degradacion (Plemper y Wolf, 1999). Ciertas proteinas de membrana
son internalizadas por la via endocitica y son dirigidas a la vacuola para ser degradadas
(Horak, 2003), lo que podria explicar la localizacién de LIABCG6 en este organulo.

La expresion de LIABCG4 y LIABCG6 en la cepa AD18, que tiene varios

transportadores ABC delecionados, reduce ligeramente la sensibilidad de estas células a
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los alquil-fosfolipidos, lo que corroboraria el hecho de que ambas proteinas pudieran
tener a los anélogos de aquil-fosfolipidos como sustratos potenciales.

En cualquier caso, parece que existe una baja eficiencia de transporte para los
analogos de fosfolipidos. En trabajos anteriores se observé que los transportadores ABC
de levaduras Yorlp y Pdr5p estaban implicados en el transporte de analogos
fluorescentes de fosfatidiletanolamina. Sin embargo, los estudios realizados sobre
levaduras con uno u otro transportador delecionado, muestran Gnicamente un aumento
del 13% en la acumulacién del analogo fluorescente de PE (Decottignies et al., 1998).
Esto podria deberse al hecho de que los analogos de fosfolipidos no entran en las
levaduras por difusién, como otros sutratos, sino por transporte activo, lo que provocaria
una menor eficiencia en la eliminacioén al exterior por parte de los transportadores ABC;
sin contar con que posiblemente tendrian que competir con los fosfolipidos de membrana
(Rybczynska et al., 2001b).

4.2.2. Expresion de LiABCG4 en vesiculas secretoras.

La construccion LIABCG4-pYEX se utiliz6 para transformar la cepa sec6-
44Adrs24dnf3. Como se ha citado anteriormente, se trata de un mutante de las vias
secretoras tardias cuyo crecimiento cesa a 38 °C y acumulan vesiculas secretoras que
carecen de la actividad de transporte de fosfolipidos dependiente de ATP (Alder-Baerens
et al., 2006). Esto nos proporcionaba un sistema de expresion de gran utilidad para el
estudio de la actividad de transporte de LIABCGA4.

Una vez que se comprobd que las vesiculas secretoras aisladas de la cepa sec6-
4Adrs24dnf3 transformadas con LIABCG4-pYEX contenian la proteina LIABCG4, se
procedié al aislamiento por inmuno-afinidad de estas vesiculas. Con ellas se comprobo,
mediante entrecruzamiento quimico, la capacidad de dimerizacion de LIABCG4. Si bien
este ensayo proporcioné indicios de la formacion de un dimero, serian necesarios
experimentos adicionales, como co-inmunoprecipitacion usando dos versiones de la
proteina LIABCG4 marcada con epitopos distintos, para obtener mas datos acerca de la
dimerizacion de LIABCG4. En cualquier caso, nuestros resultados no excluyen que
LIABCG4 pueda dimerizar con otros miembros de la subfamilia ABCG de Leishmania
para formar heterodimeros con distinta especificidad de sustrato, tal como sucede en el
caso de las proteinas ABCG de D. melanogaster. Los productos de los genes white y

brown interaccionan para formar un transportador especifico de guanina, mientras que
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los productos de white y scarlet forman un transportador de triptéfano (Mackenzie et al.,
1999).

4.2.3. Transporte de lipidos mediado por LiABCG4 en vesiculas
secretoras.

Para estudiar la actividad de transporte mediada por LIABCG4 de Leishmania en
estas vesiculas secretoras de levaduras, se procedio a realizar un ensayo de extraccion
con BSA de los analogos fluorescentes de fosfolipidos (Natarajan et al., 2004). Este
ensayo presenta la ventaja de poder medir el descenso en la emision de fluorescencia
sin necesidad de separar fisicamente las vesiculas del BSA, puesto que los anélogos
fluorescentes de fosfolipidos unidos a BSA tienen dos veces menos fluorescencia que
los unidos a membrana (Kubelt et al., 2002). Se observé que las vesiculas secretoras
gue contenian LIABCG4 mostraban una actividad de transporte especifica para el
analogo fluorescente de PC, desde la cara citosélica a la cara luminal de la membrana
de la vesicula; dicha actividad era dependiente de ATP, sensible a vanadato, y no se
detectaba en vesiculas aisladas de sec6-44drs24dnf3 transformadas con el vector vacio.
Era de esperar que en esas vesiculas secretoras se encontraran presentes
transportadores ABC localizados en la membrana de levaduras, como Yorlp y Pdrbp,
pero probablemente la actividad de esos transportadores seria demasiado baja como
para ser detectada. Tal y como se habia visto en trabajos anteriores, la delecion de los
transportadores Yorlp y Pdr5p Unicamente producia un incremento del 13% en la
acumulacion del analogo de PE, y se requeria una sobreexpresion de los mismos para
estudiar su funcion (Decottignies et al., 1998). Todo esto apunta hacia una posible
funcion de LIABCG4 en el transporte hacia fuera de PC desde la cara citosdlica a la cara
exoplasmica de la membrana plasmatica.

En general, estos datos corroboran el hecho de que LIABCG4 estaria implicado en el
transporte de fosfolipidos, reconociendo de manera especifica PC y derivados de alquil-
fosfolipidos.

Seria interesante expresar LIABCG6 en esta cepa sec6-44drs24dnf3 a fin de ver su
localizacion en vesiculas secretoras y profundizar en su posible implicacion en el

transporte de analogos de fosfolipidos.
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6. PERSPECTIVAS.

En general, los datos presentados sugieren que las proteinas LIABCG4 y LIABCG6
actuarian como transportadores de fosfolipidos. La reconstitucibn de estos
transportadores en vesiculas unilamelares gigantes permitiria en un futuro estudiar su
capacidad de translocar fosfolipidos y lipidos no modificados. En cualquier caso, la
funcion fisiol6gica de estos dos transportadores en Leishmania esta por determinar. Una
posibilidad seria que estuvieran implicados en la regulaciéon de la distribucién lipidica
entre la cara citosélica y la cara externa de la membrana plasmatica. Las membranas
plasméticas de las células eucariotas presentan una distribucién asimétrica, con los
aminofosfolipidos PE y PS en la cara citosélica, mientras que PC, SM y los glicolipidos
se encuentran predominantemente en la cara externa. Esta asimetria se mantiene como
resultado de la accion de translocasas dependientes de ATP. Es verosimil pensar que el
transporte hacia la cara citosélica de PC, PE y PS, mediado por LdMT, pueda estar
acompafiado por un transporte hacia fuera de esos fosfolipidos, llevado a a cabo por
LIABCG4, LIABCGS6 y otros transportadores ABC, manteniéndose asi la asimetria de la
membrana. Esta regulacion dinamica de la distribucion lipidica a través de la membrana
podria ser de gran importancia para la interaccion del parasito con la célula hospedadora
asi como para la invasion de la misma.

Los genes LIABCG4 y LIABCG6 de Leishmania codifican transportadores ABCG
implicados en el transporte hacia el exterior de la célula de analogos de fosfolipidos y
alquil-fosfolipidos. Estos resultados podrian ser de importancia clinica, puesto que la
miltefosina esta considerada como un farmaco leishmanicida prometedor y cabria la
posibilidad de que estos transportadores contribuyeran, junto con otros transportadores
ABC, al fenotipo de resistencia a farmacos. Este hecho determina la necesidad de
profundizar en el estudio de las proteinas ABCG de Leishmania y obtener inhibidores

especificos que permitan dilucidar su contribucion a la resistencia a farmacos.
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VI. CONCLUSIONES

Se han caracterizado los genes LIABCG4 y LIABCG6 de Leishmania infantum, que
codifican dos proteinas homélogas a los miembros de la subfamilia ABCG de
mamiferos. Ambos genes son de copia Unica y se localizan en los cromosomas 15

y 36, respectivamente.

Los dos genes presentan bajas tasas de expresion, y sus proteinas fusionadas con
GFP en el extremo amino terminal se localizan preferentemente en la membrana

plasmética y bolsillo flagelar del parasito.

Los parasitos que sobreexpresan la proteina LIABCG4 muestran una menor
acumulacién del analogo fluorescente de fosfatidilcolina, mientras que aquellos que
sobreexpresan LIABCG6 muestran una menor acumulacién de los analogos
fluorescentes de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina. Del mismo
modo, la sobreexpresion de estas proteinas produce una menor acumulaciéon de
miltefosina radiactiva. Todos estos resultados sugieren que estas proteinas pueden
estar implicadas en el transporte de fosfolipidos y alquil-fosfolipidos.

Los parasitos que sobreexpresan LIABCG4 o LIABCG6 adquieren una resistencia
significativa a los analogos de alquil-fosfolipidos miltefosina, edelfosina y perifosina,

asi como a la aminoquinoleina sitamaquina.

En las vesiculas secretoras de levaduras que expresan LIABCG4 se produce un
transporte del analogo fluorescente de fosfatidilcolina hacia el lumen en un proceso
dependiente de ATP.

Las cepas de levaduras que sobreexpresan LIABCG4 o LIABCG6 muestran una

menor sensibilidad frente a los analogos de alquil-fosfolipidos, lo que apoyaria el

hecho de que los alquil-fosfolipidos puedan ser sustratos de estas proteinas.
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Summary

ATP-binding cassette (ABC) transporters represent
an important family of membrane proteins involved
in drug resistance and other biological activities.
The present work reports the characterization of
the first ABC subfamily G (ABCG)-like transporter,
LIABCG4, in the protozoan parasite Leishmania.
LIABCG4 localized mainly to the parasite plasma
membrane. Overexpression of this half-transporter
reduced the accumulation of phosphatidylcholine
analogues and conferred resistance to alkyl-
phospholipids. Likewise, when expressed'in Saccha-
romyces cerevisiae, the protein localized to the
yeast plasma membrane and conferred resistance
to alkyl-phospholipids. Post-Golgi secretory vesicles
isolated from a LiABCG4-overexpressing yeast
mutant contained the leishmanial. ABC transporter
and exhibited ATP-dependent, vanadate-sensitive
transport of phosphatidylcholine analogues from
the cytosolic to the lumenal leaflet of the vesicle
membrane. Cross-linking 'showed dimerization of
LiABCG4. These results suggest that LIABCG4 is
involved in the active transport of phosphati-
dylcholine and resistance to alkyl-phospholipids in
Leishmania.
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Introduction

Leishmania is a' pathogenic, kinetoplastid, protozoan
parasite, responsible ‘for leishmaniasis, a widespread
disease that/cause a'range of diseases in man varying
from cutaneous self-healing lesions to visceral disease,
fatal if left untreated (Croft et al., 2006). Leishmaniasis is
one of 4he neglected diseases included in the World
Health Organization’s list of the top guns of antimicrobial
resistance (http://www.who.int/infectious-disease-report/
2000/ch4.htm). Around 350 million people are at risk of
infection, with an estimated annual incidence of 2 million,
and around 70 000 deaths per year (Murray et al., 2005).
In‘the absence of effective vaccines against the parasite,
disease control is primarily based on chemotherapy treat-
ment, especially on pentavalent antimonials, but resis-
tance and toxicity are constant problems that limit their
use (Croft and Coombs, 2003). The current situation for
the chemotherapy of leishmaniasis has been consider-
ably improved with the development of miltefosine
(hexadecylphosphocholine) (Berman, 2005), and newer
formulations of existing drugs, as liposomal amphotericin
B. However, resistance against miltefosine and alkyl-
glycerophospholipid has recently been described due to
mutations of a P-type ATPase from the aminophospholipid
translocase subfamily (Perez-Victoria et al., 2003a) as
well as overexpression of membrane proteins such as
ATP-binding cassette (ABC) proteins (Perez-Victoria
etal., 2001).

ATP-binding cassette transporters are members of a
family of membrane proteins that mediate the ATP-driven
unidirectional transport of a variety of molecules across
biological membranes (Higgins, 1992). Substrates in-
clude sugars, amino acids, peptides, proteins, metals
(in)organic ions, toxins and chemotherapeutic drugs. The
essential structural requirements for an active ABC trans-
porter seem to be two hydrophobic domains, each con-
taining five to eight transmembrane helices, and two ATP-
binding domains necessary for ATP hydrolysis. ABC
proteins can be organized either as full transporters con-
taining two transmembrane domains and two nucleotide-
binding domains (full-size ABC transporter), or as half-
transporters containing only one of each domain encoded
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on the same molecule. Half-transporters are thought to
require dimerization to constitute functional transporters
(Krishnamurthy and Schuetz, 2006).

First hints for a role of some ABC family members in the
transport of lipids across cellular membranes came from
the finding that phosphatidylcholine (PC) secretion into
mouse bile required ABCB4 (Smit et al., 1993) and that
this liver transporter enhanced transport of newly synthe-
sized PC to the surface of transgenic fibroblasts (Smith
etal, 1994). A closely related human ABC transporter,
ABCBH1, and its functional counterparts in Saccharomyces
cerevisiae, translocate various short-chain lipid ana-
logues to the outer leaflet of the plasma membrane (PM)
(van Helvoort et al., 1996; Decottignies et al., 1998) and
the overexpression of these transporters causes endog-
enous aminophospholipids to accumulate at the cell
surface (Pomorski et al., 2003).

Similarly, members of the ABCG subfamily have been
associated with cellular lipid transport and homeostasis
(Pohl et al., 2005; van Meer et al., 2006). Members of this
subfamily have the characteristics of half-transporters and
are unique in their domain architecture, as they contain
a single nucleotide-binding domain, located at the
N-terminus, and a single transmembrane domain, located
at the C-terminus. ABCG5 and ABCG8, which are highly
expressed in epithelial cells of the intestine and probably
act as a heterodimer (Graf et al., 2003), have been linked
to the efflux of plant sterols and cholesterol into bile
(Langheim et al., 2005), while ABCG1 and ABCG4 are
held responsible for transport of cholesterol onto high-
density lipoprotein particles (Klucken et al., 2000; Wang
et al., 2004). Elevated levels of ABCG2 results'in resis-
tance of various cancer cell lines to antitumour.drugs,
including mitoxantrone, topotecan, daunorubicin; doxoru-
bicin and bisantrene (Ross et al., 1999). It is also thought
that endogenous lipids and lipids derivates might be natu-
rally substrates of ABCG2 (Sarkadi et al., 2004). Recently,
an ABCG-like subfamily member in Arabidopsis has been
described to be involved in wax secretion:on the stem
surface (Pighin et al., 2004).

The completion of the Leishmania genome sequence
(lvens etal., 2005) has permitted the elaboration of a
complete inventory of the ABC proteins found in Leishma-
nia, a total of 42 proteins belonging to‘all subfamilies (from
ABCA to ABCH) found in eukaryotes (Leprohon et al.,
2006). To date, only ABC-transporters related to the
human ABCB, ABCCrand ABCA subfamilies have been
described in Leishmania (Parodi-Talice et al., 2003; Ouel-
lette etal., 2004;Araujo-Santos etal.,, 2005; Perez-
Victoria etal, 2006a). In this work, we report the
characterization of LIABCG4 gene in Leishmania infan-
tum, which encodes an ABCG-like transporter localized in
the PM of the parasite. LIABCG4 appears to have PC,
alkyl-glycerophosphocholine and miltefosine as potential

substrates, and seems to be responsible for their active
outward transport from the cytoplasmic to the exoplasmic
leaflet of the parasite PM.

Results

Molecular characterization and expression analysis of
LIABCG4

Putative members of the ABCG gene subfamily of trans-
porters have been identified in the L. infantum genome
database using the.GeneDB omniBLAST server against
the human ABCG2 gene. One tandem repeated gene has
been found in chromosome 6; three more are localized in
chromosomes 15, 28 and 36. The results obtained are
further corroborated by a recently published classification
of Leishmania’/ABC proteins (Leprohon et al., 2006). The
present work focuses on the characterization of the ABCG-
like gene from chromosome 15, named LiABCG4 accord-
ing to the classification of Leprohon et al. (2006). LIABCG4
(GenDB-L. infantum, Accession Code Lin J15.0940)
codes for a 741-amino-acid protein with a predicted
molecular weight of approximately 83 kDa. Sequences
database search using the FASTA algorithm showed that
LIABCG4 matches with the ABCG/white subfamily of trans-
porters. LIABCG4 shares 25.7% amino acid identity with
human ABCG1, 22.4% with human ABCG2, 26.4% with the
Drosophila white gene and 20% with ADP1 from yeast. The
nucleotide-binding domain (the most conserved regions of
these proteins) of LIABCG4 was found to have 50% identity
with ABCG1 and ABCG2. Hydrophobicity plots of LIABCG4
showed a structure similar to other ABCG subfamily pro-
teins. Analysis of the deduced amino acid sequence and
prediction of the secondary structure indicated that
LIABCG4 is a ‘half-transporter’, with a single nucleotide-
binding domain, localized at the N-terminus of the protein,
and a single transmembrane domain. To study functional
aspects of the LIABCG4 transporter, Leishmania parasites
overexpressing LIABCG4 were obtained. LIABCG4 was
transfected into L. infantum using specific Leishmania
expression plasmids containing the natural 5" and 3" non-
coding regions of LIABCG4, as it is known that untrans-
lated regions (UTRs) usually determine the expression
efficiency or stability of mRNA in Leishmania. To obtain
parasites overexpressing non-functional LIABCG4, a
lysine residue in the Walker A motif of the ATP-binding
domain was mutated to methionine (K98M). The resulting
construction was renamed LIABCG4/mut-pX. Northern
blot analysis showed similar expression level of a major
transcript of more than 4.4 kb in parasites transfected both
with the LIABCG4-pX or LIABCG4/mut-pX constructs
(Fig. S1), but parasites transfected with the empty vector
(mock) showed low expression levels and an overexposi-
tion is required to detect the transcript (data not shown).

© 2007 The Authors
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Fig. 1. Fluorescent phospholipid
accumulation in Leishmania parasites.
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Parasites were incubated with NBD-PC,
NBD-PE, NBD-PS or NBD-SM for 30 min at
28°C. After washing, cell-associated
fluorescence was measured by flow
cytometry. A representative histogram is
shown for each NBD-lipid. The grey histogram
represents mock-transfected cells, the
uncoloured‘histogram represents those of
LIABCG4-transfected parasites and the dotted
line represents non-labelled cells. Data for the
LIABCG4/mut construct have been omitted,
as its'histogram is overlapped with the mock
one.
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Fluorescent phospholipid uptake in parasites
overexpressing LIABCG4

To study the possible role of LIABCG4 in lipid transport, we
investigated the internalization of fluorescent phos-
pholipids. Parasites were incubated with 1-Palmitoyl-2-[6-
(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino]hexanoyl-sn-

glycero-3-phosphocholine (NBD-PC), -phosphoethano-
lamine (NBD-PE), -phosphoserine (NBD-PS) and 6-(7-
nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino-hexanoyl-sphingo-
sine-1-phosphocholine (NBD-sphingomyelin; NBD-SM)
for 30 min at 28°C and the cell-associated fluorescence
was analysed by flow cytometry. To block the catabolism of
NBD-lipids, phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) was
added. Under these conditions, the acecumulation of the
NBD-PC was significantly lower (2.26.=.0.25 for NBD-PC,
n=4, P<0.005) in LIABCG4-overexpressing cells when
compared with mock-transfected ' parasites (Fig. 1). No
significant differences were ~observed for NBD-PE,
NBD-PS and NBD-SM between control and LIABCG4-
overexpressing cells (ratios of.accumulated NBD-lipids
between control and LIABCG4-expressing cells were
1.09 =+ 0.17 for NBD-PE;yn=4;1.06 + 0.07 for NBD-PS,
n=4;and 1.18 = 0.16:for NBD-SM, n = 4). Similar results
were obtained when lipid internalization experiments were
performed in the presence of diisopropylfluorophosphate
(DFP), a more efficient inhibitor of NBD-lipid catabolism
(Araujo-Santos et al, 2003). Moreover, promastigotes
overexpressing the mutated form of LIABCG4(K98M)
showed similar behaviour as control parasites (data not
shown). In addition, no differences were observed

© 2007 The Authors

between mock- and LIABCG4-transfected parasites in the
uptake of FM4-64, an endocytic marker, which allowed
visualization of membrane traffic from the PM and the
flagellar pocket to the multivesicular network (data not
shown). Taken together, these results suggest that the
activity of LIABCG#4 affects specifically the accumulation of
NBD-PC by an enhanced outward transport of this lipid
across the PM.

Drug sensitivity profiles of Leishmania overexpressing
LIABCG4

As some ABC transporters are involved in drug resistance
in Leishmania, we tested whether LIABCG4 over-
expression could confer resistance to various drugs.
Different unrelated drugs were tested including some
antileishmanial agents (sitamaquine and ketoconazole),
alkyl-phospholipid analogues (miltefosine, edelfosine and
perifosine), and other known substrates of ABCG trans-
porters such as mitoxantrone and daunomycin (Table 1).
Parasites overexpressing LIABCG4 were about twofold
more resistant than the mock-transfected parasites to
miltefosine, edelfosine and perifosine, indicating that
alkyl-phospholipid analogues are possible substrates for
LIABCG4. Overexpression of LIABCG4 conferred resis-
tance also to the quinoline sitamaquine but did not affect
the susceptibility to ketoconazole, mitoxantrone and
daunomycin. Promastigotes overexpressing the mutated
form of LIABCG4(K98M) showed similar behaviour as
mock-transfected parasites.

Journal compilation © 2007 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Microbiology
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Table 1. Drug-resistance profile in L. infantum promastigotes overexpressing LIABCG4.

Mock LIABCG4 LIABCG4/mut GFP-LIABCG4 RI

Miltefosine 7.0+ 0.6 142 1.1 6.9 £0.7 146 £ 0.2 2.2*
Edelfosine 43+ 0.6 8.0+ 1 4.4+ 041 7.9 +0.9 1.9*
Perifosine 21*+05 42 + 0.6 22 +0.1 45+0.8 2.0*
Sitamaquine 13.0 £ 0.9 229+ 3.4 N/D N/D 1.8*
Ketoconazole 16.3 + 1.3 19.3 + 2.0 N/D N/D 1.2
Mitoxantrone 0.2 = 0.1 0.3 0.1 N/D N/D 1.3
Daunomycin 4411 4311 N/D N/D 1

Parasites were grown as described under Experimental procedures for 72 h at 28°C in the presence of increasing concentrations of drugs.
Subsequently, cell viability was determined using a MTT-based assay. Results are expressed as the drug concentration (uM) necessary to inhibit
the parasites growth by 50% (IC50). Data are the means * SD of six independent experiments. Significant differences compared with parasites
harbouring the pX control vector were determined by Student’s t-test (*P < 0.001). Resistance index (RI) was calculated by dividing IC50 of

LiIABCG4-overexpressing parasites by that of mock-transfected parasites.

N/D, non-determined.

Miltefosine accumulation and efflux in Leishmania
promastigotes overexpressing LIABCG4

To corroborate that LIABCG4 would recognized alkyl-
phospholipid analogues as possible substrates, the intra-
cellular accumulation of miltefosine from the medium was
measured. “C-labelled miltefosine was added to the
culture medium and parasites incubated at 28°C. At dif-
ferent time points, cells were separated from the medium
by centrifugation, and the cell-associated radioactivity
was determined. As shown in Fig. 2A, mock-transfected
parasites rapidly accumulated ['“C]-miltefosine reach+
ing saturation in about 6 h. In contrast, parasites over-
expressing LIABCG4 displayed a reduction in [**C]-
miltefosine accumulation at any time point measured, and
the initial transport rate was reduced by twofold compared
with control mock-transfected parasites, consistent/with
an enhanced outward transport of miltefosine across the
PM, probably due to LIABCG4. In fact, when parasites
were loaded with [*C]-miltefosine and then incubated in
drug-free medium for 60 min, a 60% and 40% of the initial
accumulated drug were retained in mock- and.LiIABCG4-
transfected parasites respectively (Fig.2B).

Localization of LIABCG4 in Leishmania promastigotes

To determine the subcellularlocalization of LIABCG4,
green fluorescent protein (GFP) chimeras were created,
using the pXG-GFP+2 and pXG-'GFP+ vectors, which
allowed us to obtain N- and C-terminus tagged versions of
the protein. Expression,was-determined by Northern and
Western blots techniques (Figs S1 and Fig. 3A) . During
the selection process of chimeras, high levels of expres-
sion were achieved even with the minimum concentration
of selectable drug (25 pg'ml-') (data not shown).
Localization studies of GFP-LIABCG4- and LIABCG4—
GFP-transfected promastigotes by fluorescence micros-
copy demonstrated that the protein was, in both cases,
mainly localized at the PM of the parasites, and associated
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Fig. 2. A. Miltefosine accumulation in Leishmania parasites. Mock
(filled circles) and LiABCG4-overexpressing promastigotes (open
circles) were incubated with ['“C]-miltefosine as described under
Experimental procedures. At various time points, parasites were
chilled on ice and washed with cold PBS containing 10 mg ml™'
BSA. Radioactivity associated with the cells was quantified

and normalized to the protein concentration. The data are the
means * SD of duplicate determinations in a representative
experiment out of three independent experiments.

B. Miltefosine efflux in Leishmania parasites. Mock (black bars) and
LIABCG4-overexpressing promastigotes (grey bars) were incubated
with ['“C]-miltefosine at 28°C, washed and incubated for 60 min at
28°C in medium containing 10 mg ml~' BSA to extract miltefosine
localized on the cell surface. Then, the radioactivity retained in
parasites was measured. The data are expressed as percentage of
the initial amount of ['“C]-miltefosine incorporated (in pmol mg™')
and represent the means = SD from duplicate determinations of
three independent experiments. Significant differences compared
with parasites harbouring the pX control vector were determined by
Student’s ttest (*P < 0.01).
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with the flagellar pocket (Fig. 3B). This localization was
supported by obtaining ‘ghost’ parasites in which the
protein could still be observed at the PM. Functional
studies revealed that LIABCG4 tagged with GFP at the
C-terminus was not functional. On the contrary, tagging at
the N-terminus did not interfere with function, as parasites
overexpressing LIABCG4 displayed a similar level of resis-
tance to miltefosine, edelfosine and perifosine as parasites
expressing untagged LIABCG4 (Table 1).

Heterologous expression and localization of LIABCG4.in
S. cerevisiae sec6-4Adrs2Adnf3

For heterologous expression of LIABCG4 in S. cerevisiae,
the LIABCG4 gene was cloned into a yeast expression
vector under the control of the Cu2*-inducible CUP1 pro-
moter and tagged with FLAG at the N-terminus and 6xHis
at the C-terminus. The resulting construct/or the vector
alone was used to transform the late secretory mutant
sec6-4Adrs2Adnf3. This mutant grows like wild-type cells
at 27°C, but growth ceases at 38°C and the cells accu-
mulate large amounts of secretory.vesicles. (SVs) that
lack an ATP-dependent phospholipid transport activity
(Alder-Baerens et al., 2006), thereby providing an ex-
tremely valuable expression system for functional analy-
sis of candidate ATP-dependent lipid flippases from other
eukaryotes.

The expression of the dual-tagged LIABCG4 was inves-
tigated by immunoblotting-ofrcrude membrane extracts.
Using either His or FLAG antibodies, a band of approxi-
mately 85 kDa, corresponding to the heterologous dual-
tagged transporter,"was detected in samples from Cu?"-
induced cells harbouring"LIABCG4/pYEX but not from
cells harbouring the pYEX control vector or grown in the
absence of CuSO;, (Fig. 4A and data not shown). Frac-
tionation of membranes on a sucrose gradient revealed
that the bulk of the dual-tagged LIABCG4 colocalizes with

© 2007 The Authors
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Fig. 3. Localization of LIABCG4 in
Leishmania parasites.

A. Western blot analysis of GFP
mock-transfected parasites and
GFP-LIABCG4-expressing parasites. The
blots were stained with anti-GFP antibody.
The positions of the pre-stained markers are
indicated on the left.

B. Fluorescence microscopy analysis of

L. infantum promastigotes overexpressing
LIABCG4 tagged with GFP fusions at N-
(GFP-LIABCG4) or. C-terminus
(LIABCG4-GFP). Top: differential interference
contrast images (DIC). Central: fluorescence
images showing GFP fluorescence
predominately at the PM and the flagellar
pocket. Bottom: fluorescence images of
deflagellated ghosts prepared by hypotonic
shock; GFP fluorescence is still associated
with the PM.

LIABCG4-GFP

markers for endoplasmic reticulum (ER) (Dpm1p) and PM
(Sso2p) (Fig. 4B).

Expression of LIABCG4 reduced slightly the sensitivity
of cells, to alkyl-phospholipids (miltefosine, edelfosine
and perifosine) further supporting our conclusion that
LIABCG4 functions as a pump for alkyl-phospholipid ana-
logues (Fig. S2).

Expression of LIABCG4 in SVs of yeast cells

Next, we determined whether overexpressed LIABCG4
could be detected in accumulated SVs. To this end,
sec6-4Adrs2Adnf3 cells were grown at 27°C, shifted to
38°C for 90 min, lysed and then subjected to differential
centrifugation including a 500 g and a 13 000 g spin to
remove most of the ER, nuclei, vacuoles, mitochondria
and PM. Next, a high-speed (100 000 g) membrane
pellet enriched in SVs was collected and analysed by
fractionation on a Nycodenz gradient. Western blot
analysis revealed that the fractionation profile of
LIABCG4 in gradients of 38°C-shifted cells clearly dif-
fered from that of 27°C-grown cells: specifically, in the
gradient from 38°C-shifted cells, the bulk of LIABCG4
migrated to a lower-density region containing the peak
of the major PM ATPase, Pmaip (Fig. 5A). Moreover,
the 38°C gradient contained significantly more LIABCG4
and Pma1ip than the 27°C gradient. These findings indi-
cate that the yeast mutant accumulates at 38°C large
amounts of SVs containing LIABCG4.

To further verify the presence of LIABCG4 in these
vesicles, we immunoisolated Pma1lp-containing mem-
branes from the 38°C gradient peak fractions (11-13
of the Nycodenz gradient in Fig. 5A). Using protein
G-coupled magnetic beads loaded with antibody recog-
nizing the HA-tagged N-terminus of Pmaip, we could
isolate about 20% of Pma1p-HA and LIABCG4 present in
the peak fractions (Fig. 5B). Pre-incubation of beads with

Journal compilation © 2007 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Microbiology
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Fig. 4. Expression and localization of LIABCG4 in S. cerevisiae.
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A. Immunoblots containing equal amounts of total-protein extracts prepared from S. cerevisiae strain sec6-4Adrs2Adnf3 transformed with a
control vector (pYEX; lane 1) or a vector containing the LIABCG4 gene (LIABCG4/pYEX; lanes 2 and 3). Cells were grown at 27°C in
selective SD medium containing 0 or 100 uM CuSOQ; (lane 2 and lane 3 respectively). Blots were stained with anti-His antibody. The positions

of the pre-stained markers are indicated on the left.

B. Sucrose gradient fractionation of membranes. A high-speed membrane pellet (100000 g) prepared from sec6-4Adrs2Adnf3 cells expressing
dual-tagged LIABCG4 was fractionated on a sucrose density gradient. Gradient fractions were assayed by immunoblotting using antibodies
against several organellar markers. An anti-His antibody was used to detect dual-tagged LIABCG4. PM, plasma membrane; VAC, vacuolar

membrane; LG, late Golgi; ER, endoplasmic reticulum.

a peptide corresponding to the HA epitope efficiently
blocked the binding of Pmaip and LIABCG4-containing
membranes to the beads, demonstrating the specificity of
the immunoisolation procedure. These results are/consis-
tent with incorporation of LIABCG4 into SVs.

To evaluate the ability of LIABCG4 to dimerize, we
performed chemical cross-linking experiments as an
indirect method for assessing dimerization. Treat-
ment of SV-enriched membranes from 38°C-shifted
sec6-4Adrs2Adnf3 with 1,6-bis-maleimidohexane (BMH)
produced a high-molecular-weight protein (~170 kDa)
detected with anti-FLAG antibodies;. suggesting that
LIABCG4 forms a dimer (Fig. 5C):

LIABCG4-mediated lipid transport in.SVs

Secretory vesicle-enriched membranes from 38°C-shifted
sec6-4Adrs2Adnf3 cells expressing LIABCG4 were next
analysed for ATP-dependent*NBD-lipid transport activity
using a bovine serum albumin (BSA) back-extraction
assay. To this end, membranes were labelled with NBD-
lipids and incubated:at 25°C in the presence or absence
of ATP. At regularly time points, two aliquots of each
sample were taken and mixed with buffer containing fatty
acid-free BSA to extract NBD-lipids from the cytosolic
leaflet or buffer without BSA. Extraction of NBD-lipids by
BSA causes a decrease in the total fluorescence of the

sample because NBD-lipid bound to BSA has a 1.8-fold
lower quantum yield than membrane-bound NBD-lipid.
Thus, the amount of BSA-extractable probe can be deter-
mined without physical separation of vesicles from BSA
by measuring the reduction in NBD fluorescence emission
(Alder-Baerens et al., 2006). The extent of fluorescence
reduction can then be used to calculate the percentage of
NBD-lipid in the cytosolic leaflet. NBD-PC incubated with
SV-enriched membranes in the absence of ATP slowly
moved from the cytosolic to the luminal leaflet reaching a
80:20 distribution in 2 h. In the presence of ATP, NBD-PC
disappeared more rapidly from the cytosolic leaflet
leading to a 70:30 distribution in 2 h whereas transbilayer
movement of NBD-PE, -PS and -SM was unaffected by
ATP (Fig. 6A). The PC-specific transport activity was
inhibited by vanadate (Fig. 6B) and was absent in mem-
branes isolated from 38°C-shifted sec6-4Adrs2Adnf3 cells
with the vector alone lacking LIABCG4. Taken together,
these results support a role of LIABCG4 in the outward
directed transport of PC from the cytosolic leaflet to the
exoplasmic membrane leaflet.

Discussion

Transporters of the human ABCG subfamily are important
contributors to cellular lipid homeostasis and have been
implicated in the development of drug resistance. In this
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Fig. 5. Expression of LIABCG4 in SVs of S. cerevisiae.

A. Gradient fractionation of SVs accumulated in S. cerevisiae strain sec6-4Adrs2Adnf3. Membranes enriched in SVs were prepared from
temperature-shifted (38°C) and non-shifted (27°C) cells expressing LIABCG4 by differential centrifugation, loaded on the bottoms of a linear
Nycodenz/sorbitol gradient and then floated to equilibrium by centrifugation. Fractions'were collected from the top and analysed by
immunoblotting. Immunoblots were stained with a monoclonal antibody against the HA epitope to detect HA-tagged Pmaip and with polyclonal
antibodies against the FLAG epitope to detect Flag/6xHis-tagged LIABCG4. The density profiles were similar for both gradients (not shown).
B. Aliquots from the Pma1p-containing peak fractions (11-13) of the temperature-shifted sec6-4Adrs2Adnf3 Nycodenz gradient were used to
immunoisolate Pmaip-containing vesicles with anti-HA monoclonal antibodies («HA) bound to Dynabeads protein G. In one reaction, the
beads were pre-incubated with a peptide corresponding to the HA epitope to control for the specificity of the immunoisolation procedure

(+HA peptide). Membranes bound to the beads (B) or collected from the supernatant (S) were analysed by immunoblotting using antibodies

against HA-tagged Pma1p and Flag/6xHis-tagged LIABCG4.

C. SV-enriched membranes from 38°C-shifted sec6-4Adrs2Adnf3 cells were or were not treated with BMH. The cross-linked products were
analysed by immunoblotting using polyclonal antibodies against the FLAG epitope. Dimerization of LIABCG4 is suggested by a
high-molecular-weight band detected following exposure to'BMH (arrowhead). The positions of the pre-stained markers are indicated on the
right. Experiments were performed several times with at least two independent membrane preparations, and representative blots are shown.

report we provide first evidence for the subcellular local-
ization and lipid transport properties of the ABCG-like
half-transporter LIABCG4 in the protozoan parasite
L. infantum.

Incubation of parasites with fluorescent phospholipid
analogues (PC, PE, PS and SM) served as a first
approach to explore the role of LIABCG4 in lipid transport.
We could demonstrate that LiABCG4-overexpressing
parasites accumulated significantly less NBD-PC com-
pared with control cells. The reduction in NBD-PC accu-
mulation observed for LIABCG4 was comparable to that
of other Leishmania ABC transporters, such as LirABCA2,
LtrABC1.1 and LirMDR1 (Perez-Victoria etal, 2001;
Parodi-Talice et al., 2003;:Araujo-Santos et al., 2005).
On the contrary, no. differences in accumulation were
observed for parasites labelled with the aminoglycero-
phospholipid analogues NBD-PE and -PS or the sphin-
golipid analogue NBD-SM. Given the localization of
LIABCG4 in PM and flagellar pocket of Leishmania, the
protein could regulate the accumulation of NBD-PC via

© 2007 The Authors

endo-/exocytosis. However, we did not observe differ-
ences in uptake of the endocytic marker FM4-64 between
mock- and LIABCG4-transfected parasite, indicating that
overexpression of LIABCG4 unlikely affects NBD-PC
accumulation by endo- or exocytosis. Therefore, the
simplest explanation for these results is an enhanced
outward transport of NBD-PC across the PM by LIABCG4.

Further evidence for a role of LIABCG4 in the outward
directed transport of PC was provided by heterologous
expression in a S. cerevisiae sec6-4 mutant strain deleted
in two P-type ATPases (Dnf3p and Drs2p). Because SVs
isolated from this yeast mutant lack an ATP-dependent
transport activity for NBD-PC, -PE and -PS, and from the
luminal to the cytosolic leaflet (Alder-Baerens etal.,
2006), they provide ideal material for analysing outward-
directed transport activities towards the lumenal leaflet.
We found that SVs isolated from the LIABCG4-
overexpressing yeast mutant contained substantial
amounts of the leishmanial ABC transporter and dis-
played an ATP-dependent, vanadate-sensitive transport
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Fig. 6. LIABCG4-mediated lipid transport in SVs.

A. SV-enriched membranes were prepared from 38°C-shifted sec6-4Adrs2Adnf3 cells transformed with a vector containing the LIABCG4 gene
or a control vector, labelled with NBD-lipids and incubated at 25°C with or without ATP. At times indicated, the fraction of fluorescent lipid
localized in the cytosolic leaflet was determined by back-extraction using defatted BSA as described in Experimental procedures. Data shown
are from a single experiment representative of two independent experiments.

B. The level of ATP-dependent lipid transport from the.cytosolic to lumenal leaflet was calculated by subtracting the accessible pool of
fluorescent lipid in membranes incubated for 20.min at 25°C without ATP from that in ATP-incubated membranes and expressed as the net
increase in the percentage of lumenal leaflet. When indicated, vanadate (100 uM) was supplemented to the ATP-containing samples. Data

shown are the means = SD of two independent experiments.

activity specific for NBD-PC from the cytosolic to the
lumenal leaflet of the vesicle membrane.

As overexpression of ABGCrtransporters has been
involved in the development of drug resistance in
Leishmania (Ouellette et al., 2004; Perez-Victoria et al.,
2006a), we determined whether LIABCG4 could confer
resistance to different compounds, especially antileish-
manial agents and the alkyl-phospholipids. Parasites
overexpressing LIABCG4 were resistant to the alkyl-
glycerophosphocholine edelfosine and to the alkyl-
phosphocholine derivatives miltefosine and perifosine.
Likewise, S. cerevisiae strains expressing LIABCG4 were
resistant to these compounds. These alkyl-phospholipids
are structurally similar to the ester lipid NBD-PC suggest-
ing that LIABCG4 confers resistance to these compounds

by ATP-dependent drug extrusion. In agreement with this,
parasites overexpressing LIABCG4 showed a significantly
reduced level of ['*C]-miltefosine accumulation due to an
increased outward transport.

Altogether, the data presented in this article suggest that
LIABCG4 functions as a lipid transporter specifically
recognizing PC and alkylphosphocholine derivatives.
As LIABCG4 is a ‘half-transporter’ with a single nucleotide-
binding domain localized at the N-terminus of the protein,
the above results suggest that the protein acts as a
homodimer. Consistent with this notion, chemical cross-
linking of SV-enriched membranes revealed a cross-linked
product that in size corresponds to a dimer. However,
additional experiments as co-immunoprecipitation using
two different epitope-tagged versions of LIABCG4 would
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be needed to provide further insights into protein dimeriza-
tion. Our results do not preclude that LIABCG4 might also
dimerize with other members of the ABCG subfamily in
Leishmania to form heterodimers with potentially distinct
substrate specificities.

Altogether, the data presented in this article suggest
that LIABCG4 functions as a lipid transporter specifically
recognizing PC and alkylphosphocholine derivatives.
Other members of the ABC transporter family have also
been identified in Leishmania as mediators of phospho-
lipid outward transport. Leishmania ABCB1-like trans-
porter conferred resistance to alkyl-phospholipids and
reduced the accumulation of a fluorescent lipid analogue
of PC (Perez-Victoria et al., 2001; 2006a). LtrABCA1.1
and LtrABCA2, two Leishmania ABC transporters related
to the human ABCA family, did not confer resistance to
alkyl-phospholipids, but are both involved in phospholipid
trafficking. LtrABCA1.1 has a role in lipid movements
across the PM of the protozoan parasite Leishmania
tropica (Parodi-Talice et al., 2003) whereas LirABCA2 is
involved in phospholipid trafficking, which could be modi-
fying the vesicular trafficking and the infectivity of the
parasite (Araujo-Santos etal., 2005). Thus, LIABCG4
seems to belong to a class of ABC lipid transporters of a
rather broad specificity, recognizing short-chain PC,
alkyl-glycerophosphocholine and derivatives. However,
whether LIABCG4 translocates natural long-chain PC
remains to be established. Clearly, functional reconstitu-
tion into proteoliposomes and transport measurements
with long-chain lipids might resemble the system of choice
to adequately address its lipid transport activity and
specificity. As the technology required for purifying /and
reconstituting polytopic integral membrane proteins.is well
established for yeast, the heterologous ~expression
system described here offers an attractive route for further
analysis of the transport function of LIABCG4 and other
closely related members of the ABCG subfamily in
Leishmania. Attempts to do this are underway.

A genetic screen for parasites resistant to. miltefosine
has previously identified the inward directed lipid translo-
case LAMT (Perez-Victoria et al., 2003a; 2006b). The
LdMT ATPase belongs to the~P4 subfamily of P-type
ATPases and is required for the rapid intracellular uptake
not only of alkylphosphocholine drugs but of PC, PE and
PS fluorescent analogues as well. Thus, LIABCG4 might
regulate LAMT ATPaseractivity or substrate specificity.
However, this possibility wis unlikely as LIABCG4-
overexpressing parasites ‘display only a decrease in
NBD-PC accumulation but not in PE and PS. Moreover,
an enhanced efflux of ‘miltefosine was observed for
LiIABCG4-overexpressing parasites.

The physiological role of LIABCG4 remains to be
established. One possibility is that LIABCG4 is involved in
the regulation of the lipid distribution between the inner
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and outer PM leaflets. Eukaryotic PMs generally display
asymmetric lipid distributions with the aminophospholipids
PS and PE concentrated in the cytosolic leaflet, while PC,
SM and glycolipids are predominantly found in the outer
leaflet. This asymmetric lipid arrangement is thought to
come about as a result of the concerted action of various
ATP-driven transporters or translocases. Conceivably, a
selective P-type ATPase-dependent transport of PC, PE
and PS to the cytosolic leaflet by.LdMT, concurrent with a
specific outward movement of PC by LIABCG4, could
lead to a steady-state segregation of aminophospholipids
and PC across the PM. Such dynamic regulation of the
transbilayer lipid /distribution across the PM might be
important for the interaction with and/or invasion of para-
sites into host cells.

In summary, we have identified and characterized
LIABCG4 gene/in L. infantum, which encodes a new
ABCG-like transporter required for the active outward
transport of PC, alkyl-glycerophosphocholine and phos-
phocholine derivatives as potential substrates. These
findings could be of clinical relevance, considering that
miltefosine is the most promising antileishmanial drug and
the possibility that LIABCG4, together with other ABC
transporters and the P-type ATPase LdMT, contributes to
the miltefosine resistance phenotype in Leishmania.

Experimental procedures
Materials

Miltefosine and perifosine were from Zentaris (Frankfurt,
Germany). Edelfosine was purchased from Calbiochem
(Darmstadt, Germany). Hexadecylphospho[1,2-ethylene-
*C]choline (['*C]-miltefosine; 1.33 MBg mmol™') was synthe-
sized by Amersham Pharmacia Biotech (Buckinghamshire,
UK). The fluorescent lipids NBD-PC, NBD-PE, NBD-PS and
NBD-SM were from Avanti Polar Lipids (Birmingham, AL,
USA).

Cell cultures

Promastigotes of L. infantum (strain MHOM/ES/1993/BCN-
99) were grown in vitro at 28°C in modified RPMI-1640
medium (Invitrogen, Carlsbad, CA) supplemented with 20%
heat-inactivated fetal bovine serum (Invitrogen) as previously
described (Jackson etal.,, 1986). The yeast mutant sec6-
4Adrs2Adnf3 PMA1-HA (TPY143) was derived from the strain
EHY227 (MATa sec6-4 TPI1::SUC2::TRP1 ura3-52 his3-
A200 leu2-3-112 trp1-1) and has been described elsewhere
(Alder-Baerens et al., 2006). In this strain, endogenous
Pmailp is tagged at its N-terminus with one copy of the
haemagglutinin (HA) epitope. Unless indicated otherwise,
cells were grown at 27°C to mid-logarithmic phase (0.5-1.0
ODsg0) in synthetic dextrose (SD) medium.

DNA constructs and transformation procedures

ABCG4 from L. infantum (LIABCG4) (GenDB-L. infantum
Accession Code Lin J15.0940) was isolated from genomic
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DNA of L. infantum by PCR using sense (5-CAGGATCCA
GTGTCTGCACCATCG) and antisense (5-CAACTAGTCA
ATGGCAACACACGAC) primers. Nucleotide sequences
were determined automatically as described (Lario etal.,
1997). For homologous expression in parasites, LIABCG4
gene was cloned into the Leishmania expression vector (pX)
(LeBowitz etal, 1990), obtaining the construct named
LIABCG4-pX. To obtain parasites overexpressing non-
functional LIABCG4, a mutation was introduced in the Walker
A motif of the ATP-binding domain at the 293 nucleotide
(K98M) using QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis
(Stratagene, La Jolla, CA). The resulting plasmid was
sequenced and renamed LIABCG4/mut-pX. The vectors
pXG-GFP+2/and pXG-"GFP+ were used to create LIABCG4
versions with GFP fusions at N- and C-terminus respectively
(Ha etal, 1996). For the N-terminus tagged version,
LIABCG4 open reading fame (ORF) was amplified by PCR
using sense (5-CTGCGGCCGCAGGCACACGCGCACGA
TG bearing the Notl site) and antisense (5-CGGATCCT
TACGACCGGTACTTGCGC containing the BamHI site)
primers. For the C-terminus tagged version, LIABCG4 ORF
was amplified by PCR using sense (5-GTGGATCCAGG
CACACGCGCACGATG bearing the BamHI site) and anti-
sense (5-GAGATATCCGACCGGTACTTGCGCGG contain-
ing the EcoRV site) primers.

For heterologous expression in yeast, LIABCG4 gene was
cloned into a multicopy plasmid, pYEXTF-HC (provided by K.
Holz) behind the regulated CUP1 promoter and tagged with
FLAG at the N-terminus and 6xHis at the C-terminus.
LIABCG4 was amplified without the initial and STOP
codons using sense (5-CACAGGATCCGGGGGGCAAGTT
GATCAAAC bearing the BamHI site) and antisense
(5"-CACAGCGGCCGCCGACCGGTACTTGCGCG  bearing
the Notl site) primers. The resulting plasmid was named as
LIABCG4/pYEX and used to transform yeast cells.

Cell transformation and analysis

Promastigotes of L. infantum were transfected / with, the
different constructs, and selected for G-418. resistance
as previously described (Perez-Victoria™ et al., :2003a).
Drug sensitivities of parasites were determined using a 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrasodium bromide
(MTT)-based assay as previously described (Kennedy et al.,
2001). IC50 was defined as the drug concentration required
for half-maximal inhibition of the cellular growth rate.

Yeast cells were transformed with by.the lithium acetate
method and selected by uracil prototrophy. Single colonies
were propagated in selective medium (SD medium lacking
uracil) containing 100 uM CuSOQ; (te-induce CUP1 promoter)
at 27°C to midlog phase, screened by Western blot for
LIABCG4 expression, subjected to subcellular fractionation
(Pomorski et al.,, 2003). and used to prepare SVs (Alder-
Baerens et al., 2006). Immunoblots were probed with differ-
ent antibodies: a smonoclonal antibody against Dpm1ip
(Molecular Probes, Eugene, OR), polyclonal antibodies
against the Sso2p (S. Kerdnen, Biotechnology and Food
Research, Espoo, Finland), Tlg2p (J. Holthuis, Utrecht Uni-
versity, the Netherlands), Vac8p (M. Veit, Free University
Berlin, Germany), HA epitope (Santa Cruz Biotechnology,
CA), and a monoclonal antibody against FLAG epitope

(Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Horseradish peroxidase
(HRP)-conjugated secondary antibodies were from Bio-Rad
(Hercules, CA). Blots were developed using ECL (Amer-
sham, Little Chalfont, UK).

Nucleic acids blotting

Total RNA was extracted from promastigotes of L. infantum
with Trizol reagent according to the manufacturer’s instruc-
tions (Invitrogen) and electrophoresis was performed on
denaturing gels containing formaldehyde and transferred to
Hybond-N nylon membranes ' (Amersham) by standard
methods (Sambrook et al., 1989). Filters were hybridized with
[0-*2P]-dCTP random=primed labelled probes prepared from
gel-isolated DNA/ fragments using the Perfectprep Gel
Cleanup kit (Eppendorf). A specific probe was obtained after
HindlIl digestion-of the LIABCG4-pX construct.

Analysis of fluorescent phospholipid uptake and
endocytosis

Parasites (10" ml™') were incubated in HPMI buffer (20 mM
HEPES, 132 mM NaCl, 3.5 mM KCI, 0.5 mM MgCl,, 5 mM
glucose, 1 mM CaCl,, pH 7.25) supplemented with 0.3%
(w/v) BSA for 30 min at 28°C, and labelled with 2 uM NBD-
PC, 2 uM NBD-PE, 2 uM NBD-SM or 5uM NBD-PS for
30 min.at28°C. HPMI was supplemented with either 500 uM
PMSF or 5 mM DFP to block the catabolism of NBD-lipids
(Araujo-Santos et al., 2003). Parasites were washed twice in
ice=cold phosphate-buffered saline (PBS) before analysis by
flow cytometry using a Beckton Dickinson FACScan (San
José, CA) equipped with an argon laser operating at 488 nm.
To compare the uptake of NBD-lipids with that of the
endocytic marker FM4-64 (Molecular Probes), parasites
(5 x 10" mI") were incubated for 30 min at 28°C with 5 uM
FM4-64 as previously described (Perez-Victoria etal.,
2003b).

Determination of miltefosine accumulation and efflux

The internalization and efflux of ['“C]-miltefosine were mea-
sured as previously described (Perez-Victoria et al., 2003b).
For internalization, L. infantum promastigotes (2 x 107) were
incubated in culture medium with 0.09 uCi mlI=* ["“C]-
miltefosine (2.5 uM) at 28°C. At various time intervals, 1 ml
aliquots were removed and placed on ice. After washing with
PBS containing 10 mg ml~' BSA to allow the removal of the
drug fraction bound to the outer leaflet of the PM, followed by
a second PBS wash, the cell pellet was re-suspended in
Triton X-100 and both protein concentration and cell-
associated radioactivity were determined.

For efflux determination, L. infantum promastigotes
(2 x 107) were labelled in culture medium with 0.36 uCi mI'
[“C]-miltefosine (10 uM) for 30 min at 28°C. After incubating
for 30 min, parasites were washed and re-suspended in fresh
medium containing 10 mg mi~' BSA. After 60 min at 28°C, the
amount of radioactivity retained in parasites was measured.

Fluorescence microscopy

For localization of the LIABCG4-GFP chimeras, live para-
sites were pelleted, washed three times in PBS, attached to
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poly L-lysine-coated coverslips, and images were acquired
with a Zeiss Axiophot microscope (Oberkochen, Germany)
equipped with a SPOT camera (Diagnostic Instruments). In
order to differentiate the PM from intracellular organelles,
parasites were incubated in hypotonic buffer (5 mM Tris-HCI,
100 uM PMSF, pH 7.4) for 30 min on ice and gently homog-
enized resulting in the formation of deflagellated ghosts that
preserve the microtubular structure associated with the para-
site PM (Mandal et al., 1997). Expression of tagged LIABCG4
was verified by Western blot analysis using polyclonal anti-
GFP antibodies (1:7500) (Molecular Probes), and a HRP-
conjugated secondary goat anti-rabbit (1:5000).

Preparation of SVs from yeast and analysis of
fluorescent lipid transport

Preparation of SVs from yeast, immunoisolations of Pmaip-
HA-containing SVs and lipid translocation experiments were
performed as described previously (Alder-Baerens et al.,
2006). For fractionation studies, cleared lysates adjusted to
30% (w/w) Nycodenz were loaded at the bottom of an 11 ml
linear 12-22% (w/w) Nycodenz/0.8 M sorbitol gradient and
centrifuged at 100 000 gfor 16 h in a Beckman SW41Ti rotor.
Then, 0.6 ml fractions were collected from the top and equal
volumes per fraction were subjected to immunoblotting. For
chemical cross-linking, SV-enriched membranes were incu-
bated for 2h on ice with BMH (Pierce, Rockford, IL) at
0.2mM final concentration. Cross-linked products were
analysed by SDS-PAGE (with 4-12% polyacrylamide) and
immunoblotting.
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Supplementary material

The following supplementary material is available for this
article online:

Fig. S1. Characterization of LIABCG4 mRNA expression
in Leishmania parasites. Northern blot analysis of total
RNA from mock-, LIABCG4-Px-, LIABCG4/mut- and GFP-
LIABCG4-transfected parasites hybridized with the specific
probe for LIABCG4. Numbers at the left indicate the position
of molecular mass markers in kilo base pairs. The lower panel
shows the ethidium bromide (EtBr) staining for monitoring the
quantities of RNA. Different transcript lengths may be due to
the existence of different sites for mini-exon or poly A
addition. Length differences between LIABCG4-pX and
GFP-LIABCG4 transcripts are due to the absence of
LIABCG4 UTRs in the latter construction and the presence of
trans-splicing sites located in the pXG-GFP+2 vector, 5" and
3’ sequences flanking the gene. In trypanosomatids, the mini-
exon addition determines the polyadenilation site of the 3’
UTR in the upstream gene.

Fig. S2. Alkyl-phospholipid sensitivity of S. cerevisiae
cells expressing LIABCG4. S. cerevisiae strains sec6-
4Adrs2Adnf3, US50-18C and AD18 transformed with a
control vector or a vector containing the LIABCG4 gene
(LIABCG4) were spotted onto selective SD medium contain-
ing 50 uM CuSO, and a gradient of miltefosine or perifosine,
increasing from left to right. Plates were scanned after 3 days
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of incubation at 30°C. A representative result of several inde-
pendent experiments is shown. The yeast strains US50-18C
(MATo PDR1-3, ura3, his1) overexpressing numerous yeast
ABC transporters, and AD18 (Ayor1::hisG, Asng2::hisG,
Apdr5::hisG,  Apdr10::hisG,  Aycfi:hisG,  Apdr3::hisG,

© 2007 The Authors
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Apdr15::hisG) lacking seven major ABC transporters, have
been described elsewhere (Decottignies et al., 1998).

This material is available as part of the online article from
http://www.blackwell-synergy.com
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