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RESUMEN

De las enfermedades causadas por protozoos parasitos, la leishmaniasis, es la
que produce mas muertes tras la malaria. Es una enfermedad producida por el
tripanosomatido intracelular Leishmania frente a la que no existe un arsenal adecuado
de farmacos para tratarla. Una estrategia racional para la identificacion de nuevas
dianas farmacologicas consiste en estudiar las diferencias bioquimicas con las células
humanas que actuan como hospedadoras del parasito. Algunos de los sustratos
transportados por miembros de la subfamilia ABCG/White, “half-transporters” que
necesitan dimerizar para ser activos, sugieren que estas proteinas podrian ser
atractivas candidatas como blancos de accion de nuevos farmacos. El trabajo
realizado en la presente Tesis Doctoral ha permitido llevar a cabo la caracterizacion
funcional de las proteinas codificadas por dos nuevos genes de la subfamilia ABCG de
Leishmania (LABCG1 y LABCG5).

Como todos los tripanosomatidos, Leishmania requiere un aporte exégeno de
hemo para sobrevivir, dado que a diferencia del hombre, no es capaz de sintetizar este
metabolito esencial. Leishmania puede captar el hemo procedente de dos fuentes: la
hemoglobina, que es tomada por endocitosis mediada por receptor, y el hemo libre,
que no se internaliza por endocitosis. Las proteinas involucradas en el trafico de hemo,
podrian ser dianas para el desarrollo de nuevos farmacos. Hemos encontrado
numerosas evidencias que sugieren que LABCG5 estaria implicado en el trafico
intracelular de hemo en Leishmania:

La disminucién de la funcién de LABCG5 al sobreexpresar un mutante inactivo del

transportador causa un significativo descenso del crecimiento a menos que se
afnada un suplemento de hemo libre o se elimine el gen mutado.

Este fenotipo dominante negativo no puede ser rescatado por la hemoglobina, un
metabolito que normalmente es suficiente para proveer al parasito con la cantidad
de hemo que requiere.

LABCGS5 puede ser precipitado mediante cromatografia de afinidad con hemina-
agarosa, Y la interaccidn puede ser inhibida con hemina libre.

La proteina humana con mayor homologia con LABCG5 es ABCG2, un conocido
transportador de porfirinas.

Un analisis inmunocitoquimico mediante microscopia electronica de muestras
congeladas a alta presion y criosustituidas mostré que LABCG5 se localiza en
cuerpos multivesiculares y otras vesiculas asociadas. Este compartimento
probablemente se corresponde con los endosomas tardios/lisosomas hacia los que
se dirige la hemoglobina endocitada.

Todo esto sugiere que el transportador LABCG5 esta involucrado en el rescate del
hemo producido tras la digestién de la hemoglobina endocitada. Dado que LABCG5 y
sus homologos en Trypanosoma brucei y T. cruzi presentan un dominio
transmembrana N-terminal ausente en todas las proteinas ABCG de mamiferos, la
inhibicion especifica de esta ruta podria representar una nueva forma de controlar las
infecciones causadas por estos tripanosomatidos.

Por otra parte, diversos transportadores ABCG estan involucrados en la
translocacion de fosfolipidos incluyendo la fosfatidilserina (PS). De forma similar a lo
que ocurre con las celulas apoptoéticas, la externalizacion de PS es uno de los
procesos que requiere el parasito para infectar al macréfago y para inhibir su



respuesta microbicida. La PS normalmente se localiza en la cara citoplasmatica de la
membrana plasmatica, y no se conocen las bases moleculares que llevan a esta
exposicion de PS en la superficie del parasito. Hemos encontrado diversas evidencias
que sugieren que LABCG1 estaria implicada en esta translocacion de PS:

La disminucién de la funciéon de LABCG1 al sobreexpresar un mutante inactivo del

transportador, reduce la translocacion de analogos fluorescentes de PS.

LABCG1 reconoce especificamente la PS, dado que los parasitos “dominantes
negativos” para LABCG1 no tienen afectada la internalizacion de andalogos de
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y esfingomielina.

El uso de Anexina-V fluorescente ha demostrado que los parasitos dominantes
negativos para LABCG1 en fase estacionaria exponen menos PS enddgena en la
cara externa de la membrana comparado con la linea celular control.

La menor externalizacién de PS en los parasitos dominantes negativos para
LABCG1 se correlaciona con una menor capacidad para infectar macréfagos
peritoneales de raton.

Las diferencias de infectividad entre los parasitos control y los que tienen
disminuida la funcion de LABCG1 desaparecen al enmascarar la PS expuesta con
Anexina-V.

Todos estos resultados sugieren una implicacion de LABCG1 en la infectividad del
parasito al estar involucrada en la exposicion de PS en la cara externa de la
membrana plasmatica del parasito.

En conclusién, consideramos que LABCG1 y LABCG5 son dos proteinas
importantes en la fisiologia de Leishmania. LABCG5 podria jugar un papel relevante
en el trafico de hemo, un metabolito esencial para los tripanosomatidos, mientras que
LABCG1 podria ser importante en la externalizacién de PS en Leishmania, lo que
afectaria a la infectividad y virulencia del parasito en el hospedador mamifero.



OBJETIVOS

El protozoo parasito intracelular Leishmania es el agente etioldgico
responsable de la leishmaniasis, una enfermedad considerada por la OMS
como emergente y olvidada. Es urgente encontrar nuevas dianas terapéuticas
que permitan un disefio racional de farmacos, y los transportadores de la
superfamilia ABC son atractivos candidatos. Por un lado, se ha demostrado
experimentalmente que la actividad de estas proteinas puede contribuir al
fenotipo de resistencia a farmacos en Leishmania. Ademas, muchos
transportadores ABC en organismos eucariotas estan implicados en
importantes funciones bioldgicas por lo que podrian constituir nuevas dianas
terapéuticas. Concretamente, algunos miembros de la subfamilia de “half-
transporters” ABCG/White son capaces de transportar sustratos muy
interesantes para Leishmania, como son el hemo (el parasito es auxotrofo para
este metabolito esencial) y la fosfatidilserina (su exposicion en la membrana
del parasito se requiere para el proceso de infeccion del macréfago y el
silenciamiento de su actividad microbicida). En el genoma de Leishmania hay

cuatro genes ABCG, desconociendose la funcion de dos de ellos.

Por lo tanto, el objetivo fundamental de este trabajo es estudiar el
papel funcional de dos nuevas proteinas ABCG (LABCG1 y LABCG5) en el

protozoo parasito Leishmania.

Para ello, los objetivos especificos seran:

1. La caracterizacion de dos nuevos genes de la subfamilia de
transportadores ABCG de Leishmania : LABCG1 y LABCGS.
2. Estudio de la implicacién de las proteinas que codifican en:
a. el trafico intracelular de hemo;
b. la externalizaciéon de fosfatidilserina y Ila infectividad en
macrofagos peritoneales;

c. laresistencia a farmacos.



INTRODUCCION

Leishmaniasis

La Leishmaniasis es una enfermedad causada por protozoos parasitos
pertenecientes al género Leishmania (Croft and Coombs, 2003) . Fue descrita
por primera vez en 1903 en la India por Leishman, Donovan y Wright a partir de
muestras obtenidas de pacientes, que presentaban diversas ulceraciones. En
la actualidad, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), estima que existen
entre 12-14 millones de casos distribuidos en el mundo y cada afio se declaran
400.000 nuevos casos (Fig. 1) (Revisado por (Stuart et al., 2008);

(www.who.int/tdr).

Il Co-infeccion HIV/
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Figura 1: Mapa que muestra la distribucion de la leishmaniasis en el mundo. En azul
claro estan representadas las regiones con leishmaniasis, en azul oscuro las regiones
donde se ha observado co-infeccién con el virus HIV (OMS) .

Clasificacion

De acuerdo al desarrollo y distribucion en el tracto digestivo del vector,
los parasitos del género Leishmania, se subdividen en dos subgéneros: el
subgénero Viannia y el subgénero Leishmania. En el primero, los
promastigotes se desarrollan en el intestino medio-anterior (regién
Suprapylaria) y en el segundo, los parasitos se desarrollan en el intestino
posterior (region Peripylaria). La clasificacion taxondmica aceptada
actualmente incluye el complejo L. mexicana que comprende tres especies (L.
mexicana, L enrietti 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 morfologicamente,
aunque se diferencian por su composicion en isoenzimas, antigenos, patologia
y sensibilidad a farmacos (Grimaldi et al., 1989; Walton, 1989).

Manifestaciones clinicas de la enfermedad.

Existen mas de 21 especies de Leishmania que presentan distintas
manifestaciones clinicas que pueden ser agrupadas en: leishmaniasis visceral,
cutanea y mucocutanea (Herwaldt, 1999; Stuart et al., 2008).

Leishmaniasis visceral es también conocida como kala-azar (Fig.2A). Es
producida predominantemente por L. donovani en la India, este de Asia y
Africa, y por L. infantum y L. chagasi en la cuenca mediterranea, Asia central y
Ameérica del Sur. Es la forma mas severa de la enfermedad, que puede resultar
mortal si no se trata. 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. En la actualidad la leishmaniasis visceral esta
emergiendo como una infeccidén oportunista de gran relevancia entre enfermos
de SIDA (WHO, 2008). Por otra parte, tanto Leishmania como HIV pueden
infectar y multiplicarse en los macréfagos, 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
transcripcion de HIV en células CD4 (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, 2008).

Por otra parte, la leishmaniasis mucocutanea (Fig. 2B), esta producida por
L. braziliensis en América Central y del Sur, y transmitida por mosquitos del
género Lutzomyia. Las 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 cutanea, puede llegar a afectar a las

regiones mucocutaneas del cuerpo. Normalmente, se cura espontdneamente



€n unos pocos meses, pero si la infeccién tiene lugar en el oido, se desfigura el
pabelldn auditivo, llegando incluso a destruirse.

Por ultimo, la leishmaniasis cutanea (Fig. 2C) 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).
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.
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Figura 2: Manifestacuiones clinicas de la leishmaniasis. A: Leishmaniasis visceral, B:
Leishmaniasis mucocutanea y C. Leishmaniasis cutanea. (Imagenes obtenidas de
www.wehi.edu.au).

Tratamiento de la enfermedad

Desde hace mas de 40 afos en el tratamiento de esta enfermedad se han
utilizado las drogas antimoniales pentavalentes como el glucantime y el
pentostan (revisado por (Santos et al., 2008). Estas drogas son altamente
téxicas para el organismo generando deficiencias cardiacas y renales. Ademas,
existen pacientes que de manera natural no responden a estas drogas, como
por ejemplo, pacientes con leishmaniasis difusa. Sumado a esto, las distintas
especies de Leishmania presentan distintos grados de susceptibilidad frente a
estas drogas y se ha reportado el desarrollo de aislados resistentes, lo cual se
ha convertido en un factor limitante en el tratamiento y control efectivo de esta
enfermedad (Sundar, 2001; Sundar and Chatterjee, 2006). Algunas alternativas
para el tratamiento de esta enfermedad lo constituyen la anfotericina B
(AmBisome) (leishmaniasis cutdnea y mucocutanea), el isotionato de

pentamidina (leishmaniasis visceral) y algunos derivados de los imidazoles,



como alopurinol y ketoconazol (revisado por (Alvar et al., 2006a; Santos et al.,
2008). Actualmente, en la india para el tratamiento de leishmaniasis visceral se
esta utilizando una droga denominada miltefosina (hexadecilfosfocolina)
(Ganguly, 2002). Esta droga es utilizada para el tratamiento en pacientes con
cancer y es el primer tratamiento oral en los pacientes que no responden al
tratamiento con los antimoniales y los pacientes que presentan coinfeccién con
HIV (Croft et al., 2006; Sundar and Rai, 2002).

El modo de accion 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 observé que, en
el promastigote, la miltefosina induce un proceso de muerte celular que
recuerda a la apoptosis (Paris et al., 2004).

La paromomicina es un antibiético aminoglicésido que actua inhibiendo la
sintesis proteica. Se usa via parenteral en casos de leishmaniasis visceral y de
forma tépica para leishmaniasis cutanea (Alvar et al., 2006b; Singh and
Sivakumar, 2004). En cambio, el alopurinol es un analogo de purinas toxico
para el parasito puesto que interfiere con la sintesis del RNA. Se ha usado en
combinacioén con antimoniales o anfotericina B. (Singh and Sivakumar, 2004).

Los azoles (ketoconazol, itraconazol, fluconazol) no han sido efectivos para
el tratamiento de la leishmaniasis visceral usados individualmente; se suelen
usar en combinacioén con alopurinol o antimoniales. El fluconazol ha sido muy
eficaz frente a la leishmaniasis cutanea producida por L. major (Leandro and
Campino, 2003).

Por ultimo, la sitamaquina que es una una 8-aminoquinoleina, analogo de la
primaquina, usada desde hace 50 anos para tratar la malaria (Baird and
Rieckmann, 2003), y que presenta un amplio espectro de actividad
antiprotozoaria (Yeates, 2002). Su mayor atractivo radica en su eficacia por via
oral (Wasunna et al., 2005). En los estudios en fase clinica Il llevados a cabo
en India, la sitamaquina demostré6 una excelente actividad leishmanicida, si
bien todavia es necesario evaluar ciertos aspectos de seguridad clinica.
(Sundar and Chatterjee, 2006).

La toxicidad de las drogas indicadas al igual que el incremento de la

resistencia generada por estos parasitos constituye un problema importante en



el tratamiento de la enfermedad y un reto en la busqueda de nuevos blancos de
drogas. De igual importancia es conocer cual o cuales son los mecanismos y

genes involucrados en la resistencia que desarrollan estos parasitos.

Mecanismos de resistencia a farmacos en Leishmania.

En Leishmania sp. se conoce muy poco en relacion con los mecanismos
moleculares involucrados en la resistencia a farmacos, pero existen
mecanismos potenciales que estan presentes en bacterias y eucariotes
superiores, que pudieran estar implicados en la generacion de la resistencia en
estos parasitos. Son varias los mecanismos que podrian estar implicados en
este fenotipo como (Fig.3): sobreproduccién de la proteina blanco de accién
del farmaco (1) (Beverley et al., 1984); mutaciones puntuales en la proteina
blanco de accién del farmaco (Arrebola et al., 1994) (2); el farmaco es
eliminado del interior celular (Perez-Victoria et al., 2003a)(3); el farmaco no
entra al interior celular debido a modificaciones a nivel de la membrana
plasmatica (Ghannoum and Rice, 1999) (4) ; la célula posee una ruta
metabdlica alterna para compensar el efecto metabdlico del farmaco
(Papadopoulou et al., 1996) (5); Las enzimas que convierten el farmaco a su
forma activa son inhibidas (6) y la célula podria excretar alguna enzima al
medio extracelular y degradar el farmaco (7) (Ghannoum and Rice, 1999). Sin
embargo, no debemos descartar la posibilidad de que existan mecanismos de
resistencia aun por conocer que también podrian contribuir al proceso de

resistencia.
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Figura 3. Algunos de los mecanismos de resistencia a farmacos que podrian darse en

protozoos parasitos. Para alcanzar su blanco, el farmaco debe entrar en la célula, en
ocasiones ser activado, unirse a su blanco de accién y ejercer su efecto téxico. La
inhibicién de algunos de estos pasos, o el aumento de los mecanismos de reparacion
del daio producido, puede generar resistencia a farmacos (Tomado de Ghannoum and
Rice, 1999).

Resistencia a antimoniales

El antimonio organico pentavalente Sb" es el farmaco de primera linea
usado en el tratamiento de la enfermedad desde hace seis décadas. Se han
descrito diversos mecanismos que explican la aparcion de resistencia (revisado
por (Ashutosh et al., 2007; Singh, 2006): i) disminucién de la reduccién
biolégica de Sb' a Sb": ii) una disminucion en la expresién de la
aquagliceroporina 1, proteina responsable de la entrada de sp'" i) 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. Recientemente, se han
descrito aislados clinicos resistentes a antimoniales. Estos aislados clinicos

presentaron altos niveles de tioles y este incremento no fue mediado por
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amplificaciones de la enzima vy-glutamilcisteinsintetasa, pero si por la
amplificacion de la enzima tripanotion reductasa y el gen MRPA (Mittal et al.,
2007).

Resistencia a Anfotericina B.

Se sabe, que este farmaco interactua con los esteroles (ergosterol) de la
membrana plasmatica de los hongos. En estudios in vitro se seleccionaron
promastigotes de Leishmania donovani resistentes a este farmaco (revisado
por (Bray et al., 2003). En estas células resistentes no se observo eventos de
amplificacion de genes relacionados con PGP, pero la membrana plasmatica
presentaba un incremento significativo en la fluidez de la membrana debido a
cambios en su composicion lipidica (incluyendo el precursor del ergosterol)
(Mbongo et al., 1998).

Resistencia a Pentamidina

Las lineas resistentes a pentamidina se caracterizan por presentar una
menor acumulacion de farmaco (Mishra et al., 2007). Este farmaco entra en el
parasito a través de un transportador especifico, denominado LmexPT1,
localizado en la membrana plasmatica, no existiendo modificaciones en dicho
transportador como respuesta a la presion de farmaco (Bray et al., 2003). Por
el contrario, en las lineas resistentes, que presentan un potencial de membrana
mitocondrial disminuido, el farmaco no se acumula tan rapidamente en la
mitocondria, quedando libre en el citosol. Desde aqui, seria eliminado por
medio de bombas activas, probablemente miembros de la familia ABC como
PRP1 (Coelho et al., 2003), explicandose asi la menor acumulacion neta de
farmaco observada en estas lineas. Por lo tanto, farmacos que inhiban este
eflujo podrian revertir la resistencia al permitir la acumulacion citosdlica de
pentamidina a niveles tales que conducirian a su acumulacién mitocondrial
(Bray et al., 2003).

Resistencia a miltefosina
El primer caso de resistencia a miltefosina fue descrito por nuestro grupo en
el afno 2001 en una linea multirresistente (MDR) de L. tropica (Perez-Victoria et

al., 2001b). Esta linea resistente, que habia sido seleccionada mediante
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adaptacion a concentraciones crecientes de daunomicina, contiene una
amplificacion y sobreexpresion de un gen con alta similitud al de la
glicoproteina-P (Pgp) humana (mdr1) (Perez-Victoria et al., 2006c; Perez-
Victoria et al., 2001b).

Por otro lado, lineas de L. donovani experimentalmente resistentes a
miltefosina por adaptaciéon a concentraciones crecientes del farmaco, han
mostrado una acumulacion reducida del farmaco (Perez-Victoria et al., 2003a),
debido a un defecto en la translocacion del farmaco desde cara externa a la
cara interna de la membrana plasmatica. 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 expresién (Perez-Victoria et al., 2003b). Se ha
comprobado que mutaciones puntuales en distintas posiciones para cada uno
de los dos alelos de esta proteina estaban implicadas en el fenotipo de
resistencia del farmaco (Perez-Victoria et al., 2003b). Ademas, el transportador
de miltefosina (LdMT) requiere del concurso de la subunidad beta LdRos3 para
que se produzca la translocacion del farmaco. Por lo tanto, la disminucion en la
entrada de miltefosina se consigue tras la modificaciébn en la expresion o
inactivacion de cualquiera de las dos proteinas que forman parte de la

maquinaria de translocacion de miltefosina (Perez-Victoria et al., 2006a).
Biologia molecular y bioquimica de Leishmania.

Leishmania, al igual que otras especies del orden Kinetoplastida presenta
peculiaridades moleculares y bioquimicas que la diferencian del resto de

organismos eucariotas. Entre las caracteristicas moleculares se encuentran:

1.- Poseen 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. Estudios de microscopia electronica han revelado una red altamente
ordenada que se reparte en agrupaciones circulares y concatenadas,
denominadas maxicirculos (35 kb — 50 kb) y minicirculos (0.8 kb -1.6 kb), y
representan un 10-15% del DNA total del parasito (Feagin, 2000). En el

mantenimento de esta estructura participan cuatro histonas (KAP1-KAP4) (Xu
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et al., 1996). En el maxicirculo se condifican las subunidades de los complejos
respiratorios de la mitocondria y en los minicirculos se codifican los pequenos
RNAs indispensables para la correccion del RNA (RNA editing).

La replicacion del kinetoplasto se inicia por los minicirculos de una
manera muy organizada produciendo dos kinetoplastos hijos. Durante la fase
S, minicirculos individuales son liberados de una manera vectorial desde la red

por la accion de una topoisomerasa Il (Lukes et al., 2005).

2.- Presentan transcripcion policistrénica, (Fig. 4) generandose unos RNAs
inmaduros que contienen mas de un gen, al igual que ocurre en organismos

procariotas (Gonzalez et al. 1985; Muhich y Boothroyd, 1998).

3.- La maduracion del mRNA se realiza a través de un proceso de
transplicing, caracterizado por la adicidbn de secuencias caracteristicas en
ambos extremos de cada uno de los transcritos (Clayton and Shapira, 2007).
En el extremo 5 se adiciona un RNA de unos 39 a 41 nucledtidos,
denominados miniexon 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 inhibicién de la insercion del miniexén conlleva un
bloqueo de la poliadenilacion del transcrito situado corriente arriba (Haile and
Papadopoulou, 2007; LeBowitz et al., 1993).

La secuencia aceptora del miniexon es normalmente el dinucleétido AG
corriente arriba del marco abierto de lectura, precedido frecuentemente por una
region rica en pirimidinas. Los tripanosomatidos carecen del sitio consenso
AAUAAA para la poliadenilacion y muestran heterogeneidad en el sitio de
poliadenilacién, con varios sitios posibles para ello, lo que sugiere que la
terminacion de la transcripcidon no esta acoplada a la poliadenilacion. Se
observé 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 transcripcion, 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
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en el extremo “izquierdo” del cromosoma. La transcripcion comienza de forma
bidireccional entre ese gen y el grupo de genes adyacente, asi como en un sito
cercano al telémero “derecho” (Martinez-Calvillo et al., 2004). Por otra parte,
hasta el momento no se han encontrado intrones en los genes de Leishmania
(Fig. 4).

4.- Poseen edicibn de RNA mitocondrial o RNA editing (Stuart and
Panigrahi, 2002). Se trata de un tipo de procesamiento post-transcripcional del
RNA que consiste en la insercion o eliminacién de uracilos en moléculas de
RNA para crear codones de inicio y terminacion, asi como la secuencia que
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
(RNAg). Los RNAg estan codificados principalmente por el DNA de los
minicirculos, y estos poseen la informacion para la insercion y deleccion de
uridinas para los sitios de edicion especificos (ES) y para RNAm editados,
mientras que los RNAs a corregir son codificados desde el DNA de los

maxicirculos (Shapiro and Englund, 1995).

5.- 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
cromosomica en la mitosis (Vickerman and 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 tamafio de los cromosomas (Bastien et al., 1992).
Se estima que el numero de cromosomas de Leishmania es de 36, con
tamanos 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 and Tosi, 1996). Hasta el momento no se ha descrito que

Leishmania posea reproduccion sexual.
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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 esta secuenciando el
genoma de L. infantum clon JPCM5 (MCAN/ES/98/LLM-877). Se calcula un

numero de genes en torno a 8.000, lo que equivaldria a un gen completo cada

3,5 Kb. Sin embargo, el numero 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 mas de la mitad de estos genes serian Unicos de Leishmania, y que una

proporcion bastante elevada no tienen funcién identificada.

Region del mini-exén Mini-exon (SL)

L x 111
|TSL I IT SL I |_T ED I m7Gexon 4 ;

D : m7G ) .m7G
Trans-splicing

Trans-splicing {}
(I — Imml I %I |

Poliadenilacion

Iﬁl 1 I

Traduccién de un
RNAmde un gen X

Cromosomall Policistrén

Figura 4. Acoplamiento del trans-splicing y la poliadenilacion. Modelo que plantea que la
adicion del miniexén (SL) a los extremos 5 de los mRNA recluta al complejo que
participa en la poliadenilaciéon, el cual a través de un mecanismo de rastreo 3’-5’
encuentra el sitio adecuado para que ocurra el corte y la adicion de la cola poliA. Se sabe
que ambos eventos ocurren en un orden temporal preciso: el trans-splicing del gen
ubicado corriente abajo precede a la poliadenilacién del gen ubicado corriente arriba
(Campbell et al., 2003).

6.- 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 tdndem que se transcribe

simultaneamente (Campbell et al., 2003).
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7.- 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
regulacion post-transcripcional en la expresion de genes de tripanosomatidos,
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 and daRocha, 2003).

8.- 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 azucares como principal fuente
de energia en condiciones aerdbicas, 25-27° C y pH 7. En cambio, los
amastigotes proliferan en el interior de los fagolisosomas de los macréfagos del
hospedador vertebrado a 37° C y pH 4-5, siendo la principal fuente de energia
los acidos grasos de cadena larga, que son metabolizados por p-oxidacion
hasta CO, y agua. A pesar de estas diferencias, ambas formas de vida
comparten una serie de caracteristicas metabodlicas muy diferentes de las del
hospedador veretebrado, lo que permite seleccionar dianas de interés para el

disefio racional de farmacos (McConville et al., 2007) .

9.- Poseen organulos caracteristicos como el glicosoma y los
acidocalcisomas. 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 electrodensos en los que se acumulan grandes
cantidades de fosforo (pirofosfatos y polifosfatos) acomplejados con calcio

(Docampo and Moreno, 2001; Docampo et al., 2005). En Leishmania la
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acumulacion de calcio se ha relacionado con la virulencia del parasito (Lu et al.,
1997).

10.- Entre los aspectos bioquimicos caracteristicos de los tripanosomatidos
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 quimico y oxidativo (Krauth-Siegel et al.,
2003).

11.- 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 (Carter et al., 2008). 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 (Beverley et al., 1986; Coderre et al., 1983).

12.- Otra diferencia importante entre Leishmania y su hospedador mamifero es
la auxotrofia por el hemo. Debido a esta caracteristica Leishmania debe tomar
este importante metabolito desde el exterior célular. Este punto se discutira

en el ultimo apartado de la introduccién.

Ciclo de vida de Leishmania

Este protozoo presenta un ciclo de vida digenético, realizando parte de
su ciclo en el tubo digestivo del hospedador invertebrado -Phlebotomus en el
Nuevo Mundo y Lutzomya en el Viejo Mundo- bajo una forma flagelar
denominada promastigote (Fig. 5). Cuando el fleb6tomo parasitado ingiere
sangre del hospedador mamifero, inocula con su saliva los promastigotes
metaciclicos presentes en la probdscide; muchos de estos parasitos son
eliminados por el hospedador y otros alcanzan las células fagociticas donde
son englobados en una vacuola parasitéfora (fagolisosoma) con la finalidad de

eliminarlo. Dentro del macréfago, el parasito sufre un proceso de
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transformacién biolégica que conlleva a la pérdida del flagelo y otros cambios
bioquimicos, y moleculares que conllevan a las llamadas amastigotes
intracelulares que le permitiran sobrevivir dentro de las células del mamifero
(Beverley, 1991; Handman, 2001).

Posteriormente, los macrofagos parasitados circulantes son ingeridos
por otro fleb6tomo en cuyo intestino se liberan los amastigotes, estas formas
del parasito se transforman en la zona posterior del tubo digestivo en
promastigotes prociclicos provistos de un flagelo corto, a los que se denominan
nectomonadas (24 a 48 horas). Estas formas promastigotas dentro del tracto
digestivo del vector sufren una serie de modificaciones morfologicas que
conllevan a las formas infectivas denominadas formas metaciclicas que seran
inoculadas posteriormente permitiendo al parasito cerrar el ciclo biolégico
(Kamhawi, 2006).

Figura 5: Ciclo de vida de Leishmania. Mediante la picadura del flebotomo, los
promastigotes metaciclicos son inoculados en el torrente sanguineo del hospedador
vertebrado (1), donde son fagocitados por los macrofagos (2). Tras la formacion del
fagosoma (fagolisosoma), los amastigotes se replican dentro del macréfago, lisando
finalmente la célula para ser liberados e infectar nuevos macroéfagos (3). El ciclo se cierra
cuando en una nueva picadura, el insecto vector ingiere macréfagos conteniendo
amastigotes (4). Las formas amastigotes intracelulares vuelven a diferenciarse en
promastigotes prociclicos, se reproducen dentro del tracto intestinal del insecto y
migran a la probodscide de éste (5), desde donde podran ser inoculados nuevamente en
el hospedador vertebrado tras una nueva picadura (1). VL: leishmaniasis visceral; CL:
leishmaniasis cutanea (Tomado de www.who.int/tdr).
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Establecimiento y mantenimiento 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 macrofagos. Los promastigotes metaciclicos poseen un glicocalix que le
permite resistir la lisis del complemento. La resistencia a la lisis es debida, en
parte, a las moléculas de lipofosfoglicano (LPG) y a la metaloproteasa
dependiente de zinc GP63, que se expresa en grandes cantidades en las
membranas de los promastigotes metaciclicos (Spath et al., 2000). LPG es
también importante para la supervivencia de Leishmania en el insecto vector y
recientemente se ha observado que una galectina, capaz de interactuar con
azucares como la galactosa, repetida en tdandem que se expresa en el intestino
de Phlebotomus papatasi es usada por L. major como receptor para la union al
intestino del insecto (Pelletier and Sato, 2002).

La via a través de la cual Leishmania entra en el macréfago se denominé
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 adhesion de éste a la membrana plasmatica del macréfago
(Henriques and de Souza, 2000). En el reconocimiento e internalizacién del
parasito también participan otros factores como: los receptores del macrofago,
los de fibronectina, de la manosa-fucosa o receptores de complemento CR1 y
CRa3 (revisado por (Alexander et al., 1999).

Recientemente, se ha demostrado que los promastigotes metaciclicos
cultivados in vitro y que alcanzan la fase estacionaria de crecimiento exponen
mas fosfatidilserina (PS) en la cara externa de la membrana y que la
infectividad de estos parasitos esta determinada por este hecho (Tripathi and
Gupta, 2003).

Papel de la fosafatidilserina en la infectividad de Leishmania sp.

La fosfatidilserina es un fosfolipido normalmente localizado en la cara
interna de la membrana plasmatica y es expuesta en exceso hacia la cara
externa sélo cuando las células entran en apotosis (Wu et al., 2006). El
reconocimiento de la fosfatidilserina en la cara externa de la membrana

conduciria a su internalizacion por los fagocitos. Moreira y col., 2001 (de Freitas
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Balanco et al., 2001) demostraron que la interaccion amastigote/macréfago
dependia de la exposicion en la cara externa de PS. Para ello, enmascarararon
los motivos de PS con anexina—V y observaron que el indice de infectividad en
los amastigotes de L.amazonensis incubados con anexina V fue menor que el
control. Luego quisieron ver si el reconocimento por parte de los macréfagos
peritoneales era mediante un receptor que reconoce ligandos de células
apoptaoticas. Para ello, utililizaron un anticuerpo monoclonal que reconoce un
receptor redundante en la eliminacién de células apoptéticas denominado
receptor de fosfatidilserina (PSR) expresado en células de mamiferos como
macrofagos (Fadok et al., 2000). Los resultados mostraron una disminucién
significativa del indice de infectividad entre amastigotes preincubados con
anexina V y este anticuerpo. Estos resultados indicaron que este receptor en
los macréfagos puede reconocer PS sobre los amastigotes y sobre las células
apoptéticas de mamiferos (de Freitas Balanco et al., 2001). Este autor plantea
que el proceso de apoptosis puede ser usado en Leishmania como una
estrategia para enganar al macrofago y asi facilitar su entrada a la célula
creando una condicién de “mimetizacion apoptética” y utilizarian el receptor
PSR para entrar en la célula hospedera (Wanderley et al., 2006). El
reconocimiento de PS conlleva a la secrecién de TGF-1 y la produccion de los
RNAm de interleuquina 10 (IL-10) e inhibe la produccion de 6xido nitrico con la
consecuente inhibicion de la activacion de los macréfagos (revisado por
(Wanderley et al., 2005).

Por otra parte, Tripathi y col., 2003 (Tripathi and Gupta, 2003) demostraron
que cultivos en fase estacionaria de crecimiento exponen mas PS que el
control y que el indice de infectividad se ve afectado en promastigotes
estacionarios que han sido pretratados con anexina-V y que este efecto no se
observé sobre los promastigotes en fase logaritmica preincubados con
anexina-V. Ademas, mostraron que una una actividad “out-to in” dependiente
de energia es la encargada de redistribuir los Cs-NBD en promastigotes. Y que
por ejemplo esta actividad fue reducida por la presencia de fosfolipidos de
cabeza larga. Estos resultados indicarian que este trasportador es mas afin por
los lipidos de cabeza larga. Por otro lado mostraron que la actividad de
redistribucidn “in to out” de estos analogos no es dependiente de energia y no

fue inhibible por vanadato. Al final los autores sugieren que ocurre una
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disminucién en la actividad “out to in” dependiente de energia es la responsable
de la exposicion de fosfatidilserina en la cara externa de la membrana de los
promastigotes en fase estacionaria (Tripathi and Gupta, 2003).

Un estudio reciente ha sugerido un segunda teoria, de forma que las
primeras células fagociticas que llegan al sitio de infeccién son los granulocitos
polimorfonucleares (PMN), seguidos de oleadas de macrofagos (Sunderkotter
et al., 1993). Los promastigotes de Leishmania serian internalizados por los
PMN, sobreviviendo dentro de ellos sin poder multiplicarse ni diferenciarse
como un “ caballo de Troya” para entrar finalmente a su hospedero sin ser
reconocido (van Zandbergen et al., 2004). Estos PMN infectados serian
fagocitados por los macréfagos, donde Leishmania se diferenciaria y
proliferaria (van Zandbergen et al., 2004). En afios posteriores estos autores,
estudiaron que los promastigotes que infectan Leishmania son anexina-V
positivos tanto en experimentos in vitro como in vivo. Demostraron que en los
promastigotes metaciclicos poseen una relacidon anexina V similar a los
promastigotes en fase estacionaria. De este cultivo en fase estacionaria
separaron los promastigotes positivos para anexina de los promastigotes
negativos para anexina V. Para ello, usaron experimentos TUNEL que mide la
fragmentacion del DNA nuclear como un parametro de apoptosis. Encontraron,
que en una poblacidn metaciclica positiva para anexina-V un 65% de la
poblacién fueron TUNEL positiva. Y un 35 % resultaron Anexina-V negativa y
TUNEL negativa. Demostraon, que en la poblacién anexina positiva aparecen
una forma redondeada de promastigotes que corresponderian a “fantasma’.
Este estadio “fantasma” corresponde a un estadio tardio de apoptosis que
incluso ha perdido su DNA. En cambio, en la poblacion anexina negativa habia
formas alargadas. Ademas, demostraron una correlacion proporcional entre
células apopdticas/anexina-V  positivas y virulencia de Leishmania.
Posteriormente, tomaron promastigotes metaciclicos (que previamente habian
demostrado que eran mas virulentos que los promastigotes en fase
estacionaria), y luego separaron dos poblaciones una anexina positiva (46.8
%) de forma redondeada y otra poblacion anexina negativa de forma alargada.
Purificaron los promastigotes anexina negativa con una contaminacion de
promastigotes anexina positiva de un 14.2 %. Los promastigotes metaciclicos

con una alta relacién de anexina-V produjeron un desarrollo mas severo de la
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enfermedad. En cambio la poblacién anexina negativa con parasitos viables
que contenian solo un 14.2% de promastigotes apoptoticos, no produjeron
lesiones graves. Ratones infectados con un 100% de promastigotes
apoptaticos no desarrollaron sintomas de la enfermedad. Todos estos resultado
indican que se requiere una poblacién de promastigotes apoptéticos junto con
una poblacion de promastigotes no apoptéticos para llevar a cabo el proceso
de infeccion. Estos autores también demuestran que estos promastigotes
apoptoticos inducen las sefiales TGF-B , pero observaron una disminucién de la
sefal TNF-a que conyevan al silenciamiento de los macréfagos (van
Zandbergen et al., 2006).

Una vez que Leishmania entra al macrofago usando como estrategia de
infeccion una de las dos teorias expuestas en los parrafos anteriores. Se inician
los procesos que conyevan al silenciamiento de los macrofagos. Una vez
dentro del macréfago, 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 de los macrofagos
tales como la sefalizacion celular y la produccién de enzimas hidroliticas,
citoquinas y metabolitos téxicos (Olivier et al., 2005). (Fig. 6).

En una etapa posterior se produce una activacion alterada de ciertas
funciones de los macrofagos, en particular la secrecion de quimioquinas
quimiotacticas (revisado por (Teixeira et al., 2006). Los promastigotes tienen la
capacidad de bloquear especificamente la expresion de IL-12 (citoquina
inflamatoria) que es esencial a la hora de desarrollar resistencia adquirida a
patdgenos intracelulares (Mosser and Karp, 1999). Asi como, diversas
proteinquinasa (PTK, MAPK), factores regulatorios de la sefializacién celular
que se encargan de fosforilar y activar otros factores de regulacién como
ERK1/2. La inacticacion de ERK1/2 a su vez inactiva los factores de
trascripcion NFkB, IRF-1 y AP-1 que a su vez son los encargados de la
activaciéon en la produccidon de oxido nitrico y superoxido. La desactivacion de
estas vias de senalizacion celular evita que el macréfago se active cuando
recibe el estimulo del INFy lo que conllevaria a un silenciamiento de las
funciones del macrofago. Por ejemplo, no se forma el complejo activo
STAT1/STAT2, y se estimula la formacién del inmunoproteosoma (Olivier et al.,
2005).
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Figura 6: Eventos de senalizacion que conducen a la inhibicidn o induccion de las
funciones del macréfago durante la infeccion en Leishmania. La internalizacion de
Leishmania dentro del macréfago es un evento mediado por receptor y esta interaccion
parasito-hospedero es responsable de la rapida activacion y desactivacion de las
sefnales que regulan las distintas funciones del macréfago (fagocitosis, secrecion de
quimoquinas y secrecion de prostaglandinas). SHP-1 afecta negativamente (JAK2, MAP
quinasas como ERK1/ERK2, NF-kB, IRF-1 y AP1, marcados en rojo en la figura)
inhibiendo asi las funciones del macréfago inducidas por IFN-y (6xido nitrico,
produccién de IL-12 y formacion del inmunoproteosoma, en color verde). La degradacion
de STAT1/STAT2 por el proteosoma es dependiente de la quinasa PKC. Otras fosfatasas
(IP3 y calcinerium) y moléculas de la superficie del parasito (LPG) alteran varios
segundos mensajeros (PKC, Ca%, lipidos de inositol (DAG) e inositol fosfatos, color azul)
que a su vez regulan funciones fagocitica simportantes del macroéfago (producciéon de
oxido nitrico y superoxido). DAG: diacilglicerol; PLC: fosfolipasa C; fMLPR: receptor
formil péptido; PIP,: fosfatidil inositol 4,5.bifosfato (Tomado de Oliver y col., 2005).

Una vez que los promastigotes endocitados por el macrofago 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
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al promastigote de estas condiciones extremas y GP63 tiene actividad proteasa
que protege al parasito de la degradacion lisosomal. La vacuola parasitofora
es una estructura dinamica que se forma a partir de la membrana plasmatica la
célula hospedadora, junto con otras tres estructuras citoplasmaticas como son
los filamentos de actina, el sistema endosomall/lisosomal y el reticulo
endoplasmatico (de Souza, 2005). Se sabe, ademas, que la formacién 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 (McConville et al., 2007). Igualmente, se
ha demostrado que la vacuola parasitéfora adquiere material citosélico
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).

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 microtubulos. La segunda
caracteristica especifica de la membrana de los tripanosomatidos es debida
probablemente a la anterior, ya que esa solidez impuesta por la red de
microtubulos restringe los procesos de endocitosis y exocitosis, que solo se
llevaran a cabo en una zona determinada de la membrana plasmatica del
parasito 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.7), la cual tiene una funcion 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
(llgoutz and McConville, 2001).
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Figura 7. 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), glicoproteinas (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 libres se mantienen mientras que la expresion de las
macromoléculas ancladas a GPIl disminuye notoriamente. Tomado de (ligoutz and
McConville, 2001; Mukhopadhyay and Mandal, 2006).

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 tamano 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 evasion 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 C3b. Igualmente, se sabe que actua como una “opsonina”,
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facilitando la fijacion del parasito a receptores del macréfago. Ademas, su
actividad enzimatica protege al amastigote de Ila degradacion en el

fagolisosoma (revisado por (Yao et al., 2003).

Los LPG son las macromoléculas mas abundantes de la superficie de los
promastigotes, ya que hay alrededor de 6 millones de unidades por célula, 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 funcion del estado de
desarrollo del parasito (McConville and Homans, 1992). Los LPG protegen al
parasito frente a la respuesta humoral del hospedador, participan en la unién al
macrofago, bloquean el proceso de maduracion del fagosoma y defienden al
parasito de la respuesta inmune inhibiendo la respuesta oxidativa o la
traduccién de senales del macrofago (revisado por (Lodge and 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 and 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 estan 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 infeccion en el hospedador por parte del parasito (Rogers
et al., 2004), no sélo a través de los fosfoglicanos, sino también a través de
unas estructuras con repeticiones de leucinas en el extremo N-terminal
(Handman and 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
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glicoesfingolipidos pertenecientes a los macrofagos que han infectado, lo que
puede considerarse como un mecanismo de evasion inmune.

Mediante la seleccién 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 evaluaciéon de las
capacidades proliferativa e invasiva del parasito, 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 parasito (Spath et al., 2000). Se
sabe que la eliminacién 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-33-ol) y no el colesterol como ocurre en las
células de mamiferos. Igualmente, 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 parasito. 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 estan esterificados por acidos grasos de cadena larga, aunque
el 50% de la fosfatidiletanolamina de la superficie celular tiene eterificado el
glicerol con formas alquil-eter. Del total de fosfolipidos celulares, mas del 50%
es fosfatidilcolina, mientras que sélo el 1% es fosfatidilserina (Wassef et al.,
1985).
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Trafico vesicular en Leishmania.

Como ya se ha mencionado, los procesos de endocitosis y exocitosis de
Leishmania se dan en una pequeia zona de la membrana plasmatica
localizada en la base del flagelo, denominada bolsillo flagelar. En él se
concentra la maquinaria especializada de los procesos de endocitosis vy
exocitosis que garantizan la supervivencia del parasito, ya que 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
endoplasmatico disperso en el citoplasma celular, un aparato de Golgi
compuesto de 4-6 cisternas, un gran conjunto de vesiculas ubicadas entre el
reticulo endoplasmatico y la cara cis del aparato de Golgi y un conjunto de
vesiculas y elementos tubulovesiculares 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 and Ignatushchenko, 2001) (Fig. 8).
Ademas, existe un grupo de vesiculas que forman una estructura denominada,
cuerpos multivesiculares (MVB) que se encuentra interconectada con los
distintos organulos. Las vias de trafico vesicular en tripanosomatidos se han
estudiado en relacion 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).

Como ejemplo de proteinas de tripanosomatidos que utilizan la via exocitica
para ser secretadas al medio extracelular se ha descrito la fosfatasa acida de L.
donovani (Bates et al., 1989; Doyle and 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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Figura 8. Representacion esquematica de los organulos que componen las vias de
trafico vesicular en promastigotes y en amastigotes. MVT, tubulo multivesicular; MVB,

cuerpos multivesiculares, tER, reticulo endoplasmatico. Tomada de (McConville et al.,

2002).

Traslocacién de lipidos
La translocacion de lipidos (Fig. 9) es un mecanismo esencial que

determina la asimetria de los fosfolipidos de las membranas plasmaticas de la
mayoria de las células eucariotas (revisado por (Pomorski and Menon, 2006).
En ellas, los aminofosfolipidos fostatidilserina (PS) y 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 establecio el
concepto de la asimetria lipidica como una propiedad general de las

membranas plasmaticas. Los primeros modelos proponian que esta asimetria
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era resultado de un equilibrio entre el movimiento espontaneo de lipidos a
través de la bicapa e interacciones especificas de los aminofosfolipidos con
proteinas internas del citoesqueleto. Mas tarde, estos modelos se
reemplazaron por otros que planteaban la existencia de proteinas integrales de
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 concluyd 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
sefalizacion y reconocimiento (revisado por (Zwaal and Schroit, 1997). La
primera observacion de este fendmeno se realizdé sobre plaquetas, donde la
exposicion 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 macréfagos
y fibroblastos (Fadok and Chimini, 2001). EI movimiento de lipidos a través de
la membrana que resulta en exposicién de PS, también se ha demostrado en
otros tipos celulares como linfocitos, células endoteliales, eritrocitos y células
tumorales (revisado por (Pomorski and Menon, 2006). También en Leishmania
se ha demostrado como la exposicion de PS en la cara externa de la
membrana esta involucrada en la infeccion por amastigotes y en la inhibicion
de la actividad leishmanicida del macrofago (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 and Gupta, 2003).

Se ha propuesto que la externalizacidon de PS es el resultado de un balance,

regulado por los niveles de Ca* intracelulares, entre la actividad
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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 inhibiciéon de la aminofosfolipido translocasa.
Se ha propuesto que los transportadores ABC pueden jugar un papel facilitador
de la fagocitosis durante este proceso mediante la distribucion transversal y
lateral de los lipidos de la membrana (Fadok and Chimini, 2001). Hasta el
momento en Leihshmania no se han caracterizado proteinas tipo escramblasas
y un rastreo en su genoma no ha aportado ninguna secuencia homologa con
las escramblasas humanas. Estos hechos indican que estas proteinas no se
encuentran conservadas en el genoma de este parasito.

En los ultimos afos, se han realizado diferentes estudios para tratar 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 and 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, Dnf1p, Dnf2p, Dnf3p, Neo1p (Hua et al., 2002).
Dnf1p 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).

Recientemente, nuestro grupo 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 internalizacion de los analogos de fosfolipidos,
confiriendo en los parasitos resistencia al alquil-fosfolipido miltefosina (Perez-
Victoria et al., 2003b; Perez-Victoria et al., 2006b).

Por otro lado, se conoce muy poco sobre como la PC se mantiene
preferentemente en la cara externa de la membrana. Es posible que este

fosfolipido permanezca fuera s6lo como consecuencia de requerimientos
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estructurales impuestos por el mantenimiento activo de los aminofosfolipidos
en la cara interna. Otra posibilidad es la existencia de actividades
transportadoras. Estudios con eritrocitos han demostrado la existencia de una
flopasa capaz de facilitar la migracion de lipidos a través de la bicapa en
direccién opuesta a la aminofosfolipido translocasa (Connor et al., 1992). Esta
actividad mostré ser mas inespecifica en cuanto al tipo de fosfolipido vy
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; van
Meer et al., 2008) .

ATPasa Transportador Escramblasa
tipoP ABC

ATP ADP ATP ADP T
Ca2t

_a:x:) Glicolipidos Fosfatidiletanolamina

s Colesterol =3 Fosfatidilserina

—_3 Fosfatidilcolina _—_3® Esfingomielina

Figura 9. 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 direccion 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 endoplasmatico 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

and Kent, 1983). EI mecanismo molecular por el que se lleva a cabo este
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rapido transporte intercompartimental de PE y otros fosfolipidos aun no esta
claro. Recientemente, se ha observado cémo, tras la internalizacion 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 endoplasmatico y otras organelas
intracelulares. Dado que este transporte ocurre a 2°C, temperatura a la que 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.
10) (Nichols, 2002).

V1
A2

Nucleo

’

Vacuola

Otros
compartimentos

Mitocondria

Membrana
Plasmatica

Figura 10. Esquema del trafico de analogos de fosfolipidos en levaduras. Via
translocacion (1-2), transporte intracelular (3-5). MP, membrana plasmatica; RE, reticulo
endoplasmatico (Tomado de (Nichols, 2002).

Esta implicacion de proteinas en la transferencia de fosfolipidos entre los
distintos organulos 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
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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 secrecion
requiere a la quinasa Stt4p, y un homdlogo de la proteina de transferencia de
fosfolipidos Sec14p (Wu and Voelker, 2002).

Por ultimo, la organizacién lateral de lipidos, especialmente colesterol y
esfingolipidos, en microdominios de membrana juega un importante papel tanto
sobre la distribucién de proteinas como sobre la regulacion de interacciones
proteina-proteina en las membranas y sobre funciones de sefalizacion celular.
El trafico intracelular de esteroles ha sido objeto de gran numero de estudios,
sobre todo en relacién a su internalizacién via endocitosis mediada por el
receptor para LDL. Un menor numero de estudios se han dirigido hacia el
analisis del trafico intracelular de colesterol desde el reticulo endoplasmatico
hasta la membrana plasmatica. La proximidad del reticulo endoplasmatico a la
membrana plasmatica 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 endoplasmatico y la membrana plasmatica determinan una

importante ruta de transporte de esteroles (Menon, 2002).

TRANSPORTADORES ABC.
Los transportadores ABC (ATP Binding Cassette) se encuentran

presentes tanto en procariotes como en eucariotes y constituyen una gran
familia de permeasas que transportan moléculas como: iones, aminoacidos,
péptidos, antibidticos, polisacaridos, proteinas, etc (Linton and Higgins, 1998).
Estas proteinas estan compuestas de dos dominios transmembranales
conformados por 6 a-hélices (TMDs) y dos dominios que enlazan ATP (NBDs)
y se ha reportado que su funcién es dependiente de la hidrdlisis de ATP
(revisado por (Higgins, 1992).

La mayoria de los transportadores ABC bacterianos son codificados por
genes organizados en operones, en cambio, en los eucariotes son codificados
por un unico gen. Dependiendo de la direccion de traslocacion estos
transportadores se clasifican en exportadores e importadores. Los tipo
importadores se encuentran presentes solo en los organismos procariotes y
estan involucrados en la captacion de nutrientes, como por ejemplo: la

permeasa de maltosa en E. coli o el sistema de transporte de oligopéptidos de
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Streptococcus pneumoiae. En general, los transportadores ABC en los
organismos procariotes se encuentran asociados a una proteina
extracitoplasmatica (SBP), localizada en el periplasma de las bacterias Gram (-
) 0 ancladas por una regién aminoterminal lipidica en la vecindad de la
membranas de las bacterias Gram (+). Los transportadores tipo exportadores
se encuentran presentes tanto en los organismos procariotes como en los
organismos eucariotes. En este grupo se encuentran por ejemplo, las P-
glicoproteinas que se encuentran asociadas al fenotipo de multiresistencia en
células tumorales o la proteina de la fibrosis cistica (CFTR) (Borges-Walmsley
and Walmsley, 2001).

Los transportadores ABC se componen de cuatro dominios estructurales:
dos dominios transmembrana hidrofébicos (TMD) y dos dominios
citosolicos hidrofilicos que contienen la region de unién al ATP (NBD)
(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 o como una sola proteina (Fig. 10)
(revisado por (Higgins, 1992). Generalmente, los importadores bacterianos
presentan cuatro polipéptidos independientes y necesitan de una proteina
periplasmica extracelular de unién al sustrato para funcionar de manera éptima.
Las proteinas ABC que no son transportadoras no tienen TMDs.

La caracteristica principal de todas las proteinas ABC son los NBDs, que
unen e hidrolizan el ATP, proporcionando la energia necesaria para la funcién
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 de la familia)) Los motivos Walker A
(GXXGXGKS/TS/T, donde X es cualquier aminoacido) y Walker B (hsDE/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 NBD son las
regiones mas 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 funcidén de los transportadores ya que se
han descrito mutaciones en los NBDs de varios transportadores que inhiben su

actividad. Se ha demostrado que la hidrdlisis del ATP es necesaria para que se
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produzca el transporte. Sin embargo, el ATP no es el unico sustrato de estos
transportadores, puesto que se ha visto que pueden utilizar otros nucledtidos.
Por ejemplo, la proteina CFTR (cystic fibrosis transmembrane regulator) utiliza
GTP (Randak et al., 1996), y el NBD1 de ABCR funciona como una

nucleotidasa general (Biswas, 2001).

Extracelular

SO R0

0N

TMD; ™D, COCH
NBD, NBD,

NH

Intracelular

Figura 10. Organizacion estructural de un transportador ABC tipico. Se observan los
segmentos hidrofébicos (café) insertados en la membrana y los dominios de unién a
nucleétidos NBD (verde) dispuestos hacia el interior celular.

Los dominios transmembrana estan constituidos por varios segmentos
hidrofébicos en a-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 insercidon en la membrana o regulacién. Los TMDs conforman la
via a través de la cual los sustratos atraviesan la membrana, y determinan la
especificidad del transportador mediante sitios de uniéon al sustrato, ya que
mutaciones en los TMDs pueden cambiar la selectividad del transportador por
el sustrato (Zhou et al., 1999).

El tamano 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 resolucion (4,5 A) de un transportador
ABC completo, la proteina transportadora del lipido A, MsbA de E. coli (Chang
and Roth, 2001), si bien la estructura propuesta ha sido posteriormente
considerada como un artefacto (Davidson and Chen, 2005), lo que ha llevado a

los autores a retractarse de su error (Chang et al., 2006).
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Recientemente, se han obtenido las estructuras cristalinas de cuatro
transportadores ABC. Tres de ellos son importadores: el transportador de la
vitamina B12 (BtuCD) de E. coli (Fig. 11C), el transportador de metales
HI1470/1 de H. influenzae (Fig. 11D) y el transportador de molibdato/ tugsteno
ModBC de A. fulgidus (Fig. 11B) y un exportador denominado Sav1866 de S.
aureus (Dawson and Locher, 2006; Hollenstein et al., 2007) (Fig. 11A). La
estructura (3 A) de Sav1866, presenta una secuencia y caracteristicas
bioquimicas que lo emparentan con la familia ABCB humana (en la que se
encuentran MDR1 y TAP1/TAP2). La estructura predicha corrobora la obtenida
para MDR1 humano mediante micrografia electrénica de baja resolucién
(Rosenberg et al., 2005). La estructura presentada por Dawson y Locher apoya
los datos genéticos, bioquimicos y estructurales de transportadores ABC
homologos, 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 translocacién 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 uniéon a nucleétidos
carboxi-terminal (NBD). Las dos subunidades presentan un giro considerable
una sobre otra, con lo que tanto los TMDs como los NBD se encuentran
interaccionando muy cercanos en el espacio. Los NBD del homodimero
presentan una estructura similar a la determinada por otros estudios. Exponen
los motivos conservados de unidon e hidrélisis del ATP en la superficie de
interaccion entre los dos NBD, 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 NBD 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 NBD a los TMDs a través de
interacciones no covalentes en la superficie de contacto entre los lazos
intracelulares y los NBD. 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 conformacién que permitiria el

acceso del sustrato desde el interior celular, y otra conformacién abierta hacia
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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 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 NBD de la
subunidad contraria. Esta hipotesis desafia los modelos mecanisticos que
sugieren que los NBD dimerizan al unirse el ATP y se disocian por completo al

finalizar el ciclo de transporte (ver siguiente apartado).

TMD -

NBD

\ e

S. Aureus Sav1866 A.Fulgidus E. Coli BtuCD H.Inluenzae
Exportador MoO4/W04 Vitamin B12 HI1470/1
Importador Importador Importador

Figura 11: Representacion de las estructuras cristalinas de cuatro trasportadores ABC.
Los TMD del exportador Sav1866 se encuentran fusionados con los NBD, sin embargo
los TMD y NBD en los transportadores tipo exportadores se encuentran separados
(Hollenstein et al., 2007).

Esta estructura esta 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 resolucién de la Pgp de mamiferos en presencia y
ausencia de nucledtidos mediante microscopia electronica (Fig. 1-14). En
ausencia de nucledtidos, los dos TMDs forman un “barril” de 5-6 nm de
diametro 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
nucledtido, 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

reorganizacion abre el poro central en toda su longitud, permitiendo el acceso
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de sustratos hidrofébicos desde la bicapa lipidica (Fig. 12) (Rosenberg et al.,
2003).

Figura 12. Representacion grafica 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,
I6bulos 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).

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 and Pastan, 1993), mientras que otro modelo plantea que la Pgp
actua 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 particion 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 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 movil del
transportador (Zhang, 2001). Los estudios de Rosenberg et al. (2001, 2003)
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mediante microscopia electronica 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 farmacdéforos, cuyo numero no se conoce, aunque
parecen ser dos. La union del sustrato origina un cambio conformacional en
los TMDs que se transmite a los NBDs para iniciar la hidrolisis del ATP. Para
ello, se requieren los dos NBDs activos, aunque existe un mecanismo catalitico
alternativo por el cual un solo NBD hidroliza el ATP (revisado por (Sarkadi et
al., 2006). Hasta hace poco se pensaba que la hidrélisis de ATP producia
cambios conformacionales en los NBDs que se transmiten a los TMDs,
llevandose asi a cabo el transporte. Todavia no se conoce cuantas moléculas
de ATP deben ser hidrolizadas por cada molécula de sustrato transportada,
probablemente 1 & 2 (reviado por (Sauna and Ambudkar, 2007).
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 NBDs (Higgins and
Linton, 2004; Rosenberg et al., 2003). Esto sugiere que es la union del ATP, y
no la hidrélisis, la que 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 and Clarke, 2005). El papel de la hidrdlisis
del ATP seria devolver a la proteina a su estado inicial, permitiendo que ésta
quede libre para unir otra molécula de sustrato (revisado por (Ambudkar et al.,
2006).

Clasificacion de la familia ABC.

En la actualidad, se han reportado que en humanos estan presentes 50
genes que codifican proteinas ABC. Analisis filogenéticos han clasificado estos
trasportadores en 7 subfamilias diferentes en base a la similitud de sus
estructuras génicas y la homologia de sus secuencias (Stefkova et al., 2004) ,

(http://nutrigene.4t.com/humanabc.htm) .
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En la subfamilia ABCA se encuentras presentes ABCA1, involucrado en el
transporte de colesterol, PS y PC; ABCA3 trasporta PC y colesterol; ABCA12
trasporta glucocilceramida y ABCA4 o ABCR que transporta derivados de la
vitamina A y se expresa solo en las células fotorreceptoras de la retina.

A la subfamilia ABCB pertenece la proteina MDR3 o ABCB4 se expresa en
el higado y participa en la secrecion de la fosfatidilcolina y el colesterol. La Pgp
MDR1 (ABCB1), que confiere el fenotipo de multirresistencia a farmacos (MDR)
en células de cancer. 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 NBD
que heterodimerizan para transportar péptidos al reticulo endoplasmatico, los
cuales son presentados como antigenos a las moléculas HLA de clase I.

Por su parte, los miembros de la subfamilia ABCC llevan a cabo funciones
en el transporte de iones, secrecion de toxinas y transduccidn de sefiales. En
esta familia se incluye la proteina ABCC7 (CFTR), un transportador particular
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 regulacién de
la secrecion de insulina. El resto de la familia estda compuesta por nueve
proteinas MRP relacionadas con la multirresistencia a farmacos. ABCC1,
ABCC2 y ABCC3 transportan compuestos toxicos conjugados con glutation y
otros aniones organicos. ABCC4, ABCC5, ABCC11 y ABCC12 son proteinas
mas pequenas que carecen de un dominio amino-terminal.

La subfamilia ABCD son “half trasporters” y presentando un unico TMD y un
NBD localizados en el extremo C-terminal. Pueden actuar como homodimeros
u heterodimeros. Se ha descrito que trasportan acidos grasos como la acetil-
CoA. Las subfamilias ABCE y ABCF contienen proteinas ABC que no son
transportadoras. Tienen dominios NBD, pero no TMD.

La subfamilia ABCG contiene 6 transportadores con un NBD en el extremo
amino y un TMD en el extremo carboxilo, una orientacién inversa a la del resto
de transportadores ABC. ABCG1, ABCG5 y ABCGS8 estan implicados en el
transporte de esteroles, como el colesterol. Mientras que ABCG2 (MXR, BCRP)
se ha relacionado con la multirresistencia a farmacos en las células tumorales
y el trasporte de PS (Tabla I).
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Trasportador Substrato Enfermedad

Colesteral, PC, PS Membrana plasmatica Enfermedad de Tangier,
hipoalfaproteinemia

ABCA3 PC, colesterol Cuerposlamelaresde los Insuficiencia pulmonar
pulmones

ABCAA N-retilidenofostatidil Discosfotorecpetores Sndrome de Sargardt

etanolamina y degeneracion macular
relacionada con edad
ABCA12 Glucosilceramida Cuerposlemelaresdela Ictiosisarlequiena
piel
ABCB4 PC, cholesterol Membrana de los canales Colestasishepatica
biliares
ABCD1 Acyl-Coa Peroxisomas Adrenoleucodistrofia
asociado al cromosma X
ABCG1 PC, SV y colesterol Membrana plasmatica Lipidosis pulmonar
ABCG2 PS Membrana plasmatica -
ABCG5/ G8 Stosterol, colesterol Membrana apical Stosterolemiay

hipercolesterolemia

Tabla I: Trasportadores ABC relacionados con el trasporte de lipidos ((van Meer et al.,
2008).

Subfamilia ABCG.

Esta subfamilia contiene cinco proteinas que se caracterizan por presentar
una organizacion de sus dominios inversa a la del resto de los transportadores
ABC, con un unico NBD en el extremo amino y un TMD en el extremo carboxilo
(Fig.13).

Existen, 5 genes en el genoma humano, mientras que existen 15 en el de
Drosophila. En A. thaliana se identificé 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 posicidn 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., 2001).

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,
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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.

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 and Loomis,
2002). La primera teoria postula que el ABCG original, en el que el NBD
precede al TMD, aparecié de la fusion de regiones independientes que
codificaban dichos dominios. Segun los nuevos datos protedmicos predichos a
partir de la secuencia gendmica de Dictyostelium discoideum, Anjard y
colaboradores formularon una segunda teoria en la que el gen ABCG podria
haberse originado a partir de la region central de un transportador ABC
completo de las subfamilias A, B o C (TMD-NBD-TMD-NBD) tras la pérdida del
primer TMD y del segundo NBD. 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 (Kusuhara and Sugiyama,
2006; Lorkowski et al., 2001).

TRENDES v Atarmacciogical Soiences

Figura 13. Organizacién estructural de un transportador ABCG. a) Se observa el dominio
de unién a nucleétidos (NBD) (rojo) en el extremo amino, y los segmentos
transmembrana (celeste) en el extremo carboxilo. b) representacién topolégica de un
trasportador ABCG que muestra su orientacion en la membrana plasmatica (Kusuhara
and Sugiyama, 2007) .
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ABCG1.

El gen ABCG1 fue clonado por primera vez apartir de una linea de
macréfagos de ratones (P388D1) y de retina humana y presenté un 34% de
identidad con la proteina white de Drosophila (Croop et al., 1997; Chen et al.,
1996; Savary et al., 1996). 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 transcripcion (Lorkowski et al., 2001).
Cserepes y colaboradores realizaron estudios en células de insecto
coexpresando ABCG1 con un mutante inactivo de ABCG4 y observaron una
disminucién en la actividad de ABCG1, lo que se deberia a una interaccién
especifica de ABCG4 con ABCG1 en un complejo heterodimérico (Cserepes et
al., 2004). Experimentos de entrecruzamiento parecen indicar que ABCGH1
forma homodimeros (Vaughan and Oram, 2005), si bien esto no esta
totalmente claro.

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 ABCG1 esta incrementada en macréfagos de
pacientes con la enfermedad de Tangier, comparados con macréfagos 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
macrofagos, 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 ABCG1 enddgena se localiza en la region perinuclear vy, en
algunos casos, esta distribuida en la membrana plasmatica de macréfagos
cargados con lipidos (Klucken et al., 2000; Lorkowski et al., 2001).

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 RXR (Fig.14). (Kennedy et al., 2001a; Klucken et al., 2000).
La activacion de estos receptores nucleares ocurre por la presencia de 9-cis
acido retinoico y el 22R-hidroxicolesterol-oxisterol. Se ha descrito, que ABCG1
se localiza en los compartimentos intracelulares especializados en la red trans-
golgi, que ocurre via AP3. La proteina ABCG1 posee sefiales de dileucina

ubicados en la regidn N-terminal y el reconocimiento de esta sefal dirigiria a
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ABCG1 via AP3. Dentro de estos compartimentos ABCG1 puede funcionar
como homodimero facilitando la traslocacion de fosfolipidos y colesterol hacia
la membrana plasmatica. Se plantea que la salida de estos lipidos depende de
las proteinas ABCA1 y ABCG1. ABCG1, mediaria 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 redistribuiria el colesterol
a los dominios de la superficie celular que son accesibles para su retirada por
HDL (Cavelier et al., 2006; Vaughan and Oram, 2005). La inhibicion de la
expresion de la proteina ABCG1 provoca una reduccion 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 periféricas, al igual que ABCA1.

Alternativamente, ABCG1 podria participar en el eflujo de lipidos sin la
participacion de la proteina ABCA1 via ApoE. Estudios recientes han
corroborado la presencia de ABCG1 en la membrana plasmatica de las células
y su implicacion en el eflujo de colesterol y fosfolipidos (esfingomielina,
preferentemente) (Kobayashi et al., 2006; Tall, 2008). Se ha especulado sobre
la posible implicacién de ABCG1 en el transporte de oxiesteroles, y su papel
protector frente a la muerte celular inducida por 7B-hidroxicolesterol (Engel et
al., 2007).
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Figura 14: Implicacién del ABCG1 humano en el trafico de lipidos en los macréfagos. La
captacion de esteroles via LXR/RXR causa la activaciéon transcripcional de los genes
ABCG1 y ABCGA1. ABCA1 se ubica en la membrana plasmatica y su ubicacion es
controlada por la via AP-2. ABCG1 es llevada hacia la membrana plasmatica via AP-3
mediante transporte vesicular. ABCA1 facilita el efluyjo de los lipidos desde
microdominios en la membrana (Raft). C: colesterol; COP: proteina coatomero; E:
Ecdisona: HRE: elemento de respuesta a la hormona; NCEH: ester colesteril neutral
hidrolasa; PC: fosfatidilcolina; R: acido retinoico; SPM: esfingomielina; TGN: transgolgi;
UC: colesterol no esterificado (Schmitz et al., 2001).
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En D. melanogaster se ha descrito tres proteinas tipo ABCG1 (White,
Scarlet and Brown) que son reponsables del transporte de un metabolito
intermediario denominado 3-hidroxiquinurenina. Este metabolito tiene quer ser
llevado a unos granulos que se encuentran en los ocelos de D. melanogaster y
son estas proteinas las encargadas de su transporte. Si alguna de estas
proteinas se encuentra mutada, el resultado sera que los ocelos de D.
melanogaster no tendran pigmentacion, resultando el fenotipo de ojos blancos
(Schmitz et al., 2001).

ABCG2.

El gen ABCG2 humano consta de 16 exones y 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). 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, se ha establecido un consenso sobre la denominacion de este
gen, siguiendo las recomendaciones del “Human Genome Nomenclature
Comittee”, por el cual se le denomina ABCG2.

La proteina ABCG2 humana estd sobreexpresada en lineas celulares
resistentes a farmacos y tumores lo que, junto con su actividad de transporte
de un gran numero de agentes antitumorales, sugiere un papel de esta proteina
en el trasporte de PS en células de carcinoma gastrico humano (Woehlecke et
al., 2003). Ademas, ABCG2 se encuentra en muchos tejidos normales como la
placenta, higado, intestino delgado, pulmén, rifidn, glandulas adrenales,
endotelio y células madre. Tanto en el intestino humano como de ratén, ABCG2
se expresa en la membrana apical de enterocitos y los globulos rojos
inmaduros y esta implicado en el eflujo de porfirinas como el hemo, desde el
interior celular (Fig. 15) (Jonker et al.,, 2002; Latunde-Dada et al., 2006;
Maliepaard et al., 2001). Esta localizacion es ideal para limitar la absorcién
intestinal de compuestos ingeridos y, de hecho, ABCG2 modularia la absorcion
de materiales toxicos de la comida, asi como de algunos agentes

farmacoldgicos de aplicacion oral (Jonker et al., 2002).
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Figura 15: Transporte de hemo en enterocitos y globulos rojos inmaduros. En los
enterocitos, HCP1 es una metaloproteina responsable de la absorcién del hemo desde la
dieta. Una vez en el citosol, el hemo es degradado por HO-1 liberando el hierro y
porfirinas. ABCG2 se expresa en la cara apical de los enterocitos y actua eliminado el
exceso de porfirinas desde el interior celular. La ferroportina 1 (FPN1) transporta el Fe
para su posterior absorcion. En los eritrocitos inmaduros, ABCG2 y FLVCR previenen la
acumulacion de hemo que es téxico para las células (Latunde-Dada et al., 2006).

Por su localizacién en la membrana plasmatica, 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 funciéon de ABCG2 de proteccion frente a xenobioéticos, 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 localizacion en la
membrana plasmatica y no en membranas intracelulares.

Los ensayos realizados con ABCG2 expresados en dos sistemas
heter6logos argumentaron la formacion 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 formacién
de oligbmeros de ABCG2, siendo el tetramero la forma funcional (Xu et al.,
2004). Recientemente, ABCG2 se purifico y expresé en células de insecto y el
estudio de su estructura proporciond evidencias de que existe en forma

octamérica, como un tetramero de dimeros (McDevitt et al., 2006). Aunque
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todavia se desconoce la relevancia fisiolégica de estos oligobmeros, si es cierto
que la formacion 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.

ABCG?2 interacciona con las porfirinas y compuestos derivados de éstas, y
estudios recientes sugieren que el hemo es un sustrato natural de ABCG2
(Jonker et al., 2002; Krishnamurthy et al., 2004; Krishnamurthy et al., 2007a). El
feoférbido A es un metabolito de la clorofila, usado como fotosensibilizador en
el tratamiento experimental de tumores, y se ha demostrado que es un sustrato
de ABCG2 (Robey et al., 2004). También se ha descrito, que ABCG2
transporta 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).

Cambios en un unico aminoacido en residuos clave de los transportadores
ABC pueden alterar su capacidad de hidrolidar ATP o cambiar su especificidad
por el sustrato. En el caso de ABCG2 el cambio de una lisina por una metionina
en la posicion 86 bloquea la hidrdlisis del ATP. Esta lisina es altamente
conservada y se encuentra en el Walker A del NBD. Se ha descrito que esta
mutacion puntual no impide las propiedades de oligomerizacion, permitiendo
asi la homodimerizacion u heterodimerizacién de los hemi-trasportadores como
ABCG2 (Morisaki et al., 2005; Ozvegy et al., 2002).

Otra importante mutacion en ABCG2 es el cambio de arginina a treonina o
glicina en la posicion 482 altera la especificidad por el sustrato (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 posicidon permitia el transporte de rodamina 123,
mientras que una arginina no (Honjo et al., 2001). Estos resultados indican que
una mutacion en un unico aminoacido (mutacion de ganancia de funcién)

puede incrementar la capacidad de transporte.

ABCG4.

La proteina ABCG4 humana esta constituida por 14 exones y basandose

en su homologia y similitud con ABCG1 se cloné a partir de librerias de
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testiculo (Annilo et al., 2001; Oldfield et al., 2002). ABCG4 comparte un 74% de
identidad con ABCG1, y un 81% de similitud a nivel de la secuencia
aminoacidica. ABCG1 y ABCG4 guardan mas identidad entre ellos que con
cualquiera de los otros miembros de la subfamilia ABCG.

Se observé que la expresion 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 localizacion de la proteina. Mediante
analisis de Northern blot empleando tejidos humanos y de rata, se determiné
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, ABCG1 y ABCG4 parecen ser

buenos candidatos para formar un heterodimero (Cserepes et al., 2004).

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-p16, y apenas 140 pares de bases separan sus respectivos sitios
de inicio de la transcripcion (Lu et al., 2001). Estos genes codifican sterolin-1y
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). La salida de esteroles
ocurre desde las células intestinales y del higado al conducto biliar. Una dieta
normal posee entre 250 mg - 500 mg de colesterol y entre 200 mg - 400 mg de
esteroles no colesterol como el sitosterol. 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).

50



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 ABCGS8 produzcan un fenotipo
clinico idéntico, asi como el que la expresion tanto de ABCG5 como ABCGS8
sea necesaria para que cada proteina sea transportada a la membrana
plasmatica de células en cultivo sugiere que estos dos “half-transporters”

funcionan como heterodimeros (Graf et al., 2003).

Transportadores ABC en Leishmania.

En la actualidad, hay cuatro subfamilias de transportadores ABC estudiadas
en Leismania sp.: las subfamilias ABCA, ABCB, ABCC y ABCG, las cuales
siguen la misma nomenclatura que los transportadores ABC humanos con los
que presentan mayor homologia (revisado por (Perez-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. 16).
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Figura 16. Localizacion cromosomica de los genes que codifican proteinas ABC en
Leishmania. Los cromosomas aparecen representados por lineas horizontales. Los
rectangulos indican el dominio TMD y los circulos el dominio NBD. Adaptado de

Lephrohon et al. (2006).




Subfamilia ABCA.

Con el clonaje y caracterizacion del gen LirABC1.1 de L. tropica nuestro
grupo identificé 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. 17). LirABC1.1 es un gen duplicado en tandem,
localizado en el cromosoma numero 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 presidn
por farmacos, aunque no se ha llegado a observar su amplificacion ni su
relacion 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 observd como la sobreexpresion de
LtrABC1.1 en parasitos transfectados con el gen, disminuye la infectividad de
éstos (Parodi-Talice et al., 2003).

El segundo gen de esta subfamilia, LirABCA2 de L. tropica, se localiza en el
cromosoma numero 11 y esta duplicado. La proteina LtrABCA2 se localiza
preferentemente en el bolsillo flagelar y en vesiculas internas del parasito.
LtrABCAZ2 esta 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 parasitos

transfectados (Araujo-Santos et al., 2005).

Subfamilia ABCB.

En 1992 se identific6 un segundo grupo de transportadores ABC en
Leishmania, la subfamilia ABCB (Tabla IlI). 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 amplificacion en forma de elemento extracromosdmico circular con

una copia de un gen de tipo mdrl (ldmdrl), que también estaba
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sobreexpresado (Hendrickson et al., 1993). La transfeccién de este gen en
parasitos salvajes reproducia el fenotipo MDR.

Posteriormente, se identificaron genes homologos en otras especies, entre
los que cabe citar al gen Iltrmdrl 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 que la proteina se localiza en compartimentos
endociticos, y que los sustratos de LeMDR1 son bombeados al interior del
aparato de Golgi y reticulo endoplasmatico y exportados del parasito mediante

exocitosis (Dodge et al., 2004).

Subfamilia ABCC.

En 1990 se identificd el primer gen codificante para una proteina ABC en
Leishmania, al cual se denomind pgpA (Ouellette et al., 1990). Inicialmente,
este gen se incluyé 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
contiene al menos 4 miembros mas cuyos genes se distribuyen en dos loci en
el genoma de Leishmania (Tabla Il). 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 miembros de la subfamilia ABCC

distribuidos en los cromosomas 23, 31 y 34 (Leprohon et al., 2006).
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Specie Genes Protein A Drug Reference
Leishmaniatarentolae | ItpgpA, LtpgpA, H Arsenite Deyy col., 1994. Légare y col., 1994;
Antimonio Ferreira-Pintoy col., 1996.
Leishmania enrietti lemdrl Lemdrl \Y Vinblastine Chowy col., 1993
Leishmania donovani | ldmdrl Ldmdrl \Y Vinblastine Chow y col., 1993
Leishmania lamdrl LaMDR1 DN | Daunomycine Katakura y col., 1999
amazonensis
Leishmania tropica Itrmdrl LtrMDR1 DN | Daunomycine Chiqueroy col., 1998
Miltefosine
Leishmania major dhfr-ts DHFR-TS R Methotrexate QOuellette, 2001; Gourley y col., 2001.
Leishmania major, ptrl PTR1 (HMTX) H Methotrexate Luba y col., 1997; Ouellette, 1993
Leishmania tarentolae PTR1 (LTDH) Primaquine
L. donovani IdMT LdMT - Miltefosine Pérez-Victoria, 2003
L.infantum abcg4 LABCG4 - Miltefosina Castanys-Mufioz y col., 2007
L.infantum abcg6 LABCG6 - Miltefosina Castanys-Mufioz y col., 2008 ( publicacién
Edelfosina enviada)
Perifosina
Aminoquinolinas
L.donovani abcg6 LABCG6 - Captotecina Dasguptay col., 2008

Tabla Il. Genes implicados en el fenotipo de multiresistencia a farmacos en Leishmania
sp.
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
transfeccion 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 presién 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 hipotesis de que este
transportador esta involucrado en la resistencia a oxianiones en Leishmania,
probablemente secuestrando los metales conjugados con tiol (tripanotion) 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 parasito (El Fadili et al., 2005).

Estudios realizados en aislados clinicos de L. donovani, han detectado la
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sobreexpresion de proteinas ABC, probablemente de la subfamilia ABCC, si

bien esta no parece ser la Unica causa de la resistencia (Singh, 2006).

Subfamilia ABCG

Se han caracterizado dos transportadores ABCG en Leishmania sp.
(Tabla Il), que han sido denominados LABCG4 y LABCG6. El transportador
LABCG4 confiere resistencia a miltefosina y esta implicado en el transporte del
analogo de fosfolipido fosfatidilcolina. Contrucciones moleculares utilizando la
proteina verde GFP, han indicado que su localizaciéon seria en la membrana
plasmatica y cerca del bolsillo flagelar del parasito (Castanys-Munoz et al.,
2007). Por otra parte, LABCG6 confiere resistencia a camptotecina y estudios
de RT-PCR indican la sobreexpresion del RNAm para este gen tanto en el
estadio promastigote como amastigote. También, en este trabajo se describe la
amplificacion de transcritos que codifican para LABCG4, en lineas de
Leishmania resistentes a miltefosina (Bosedasgupta et al., 2008).
Recientemente, se ha descrito que la sobreexpresion de LABCG4 confiere
resistencia a miltefosina, edelfosina y perifosina, asi como a las
aminoquinoleinas: sitamaquina, cloroquina y mefloquina.  Contrucciones
moleculares utilizando la proteina verde GFP, han indicado que su localizacion
seria en la membrana plasmatica del parasito (Castanys-Mufioz y col., 2008;

articulo enviado para su publicacion).

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 implicada en fendmenos de resistencia a farmacos
(Dallagiovanna et al., 1996). El segundo transportador ABC descrito en T. cruzi
también pertenece a la familia MRP y se denominé Tcpgpl. Este transportador
esta truncado en el extremo 3’ debido a la insercién de un retrotransposon de
tipo no-LTR L1TC. La proteina carece del segundo dominio de unidén a

nucleodtidos 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. TcCABC1 se localiza en bolsillo flagelar y estructuras
relacionadas con el trafico vesicular. La mayor acumulacién 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 determiné que los
parasitos transfectados con TCABC1 poseen una actividad exocitica superior a
la de los controles. También se ha sugerido su posible funcion 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 vy
usando la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa, se amplificaron tres
segmentos diferentes pertenecientes a tres genes distintos llamados Thabcl,
Tbhabc2 y Tbabc3. 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 Thabc1l si adquieren distintos niveles de resistencia (Shahi et al., 2002).

Trafico de hemo
Los trypanosomatidos como Leishmania son auxotrofos para el hemo y

necesitan tomarlo desde el exterior para suplir sus necesidades metabdlicas
(Pal and Joshi-Purandare, 2001; Srivastava et al., 1997). A diferencia de los
eucariotas superiores se ha reportado que Leishmania posee cinco de las
ocho enzimas necesarias para la biosintesis de hemo con excepcion de la
ferroquelatasa. (Fig. 12) (Dutta et al., 2008; Sah et al., 2002).
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Figura 12. Biosintesis de hemo en eucariotas superiores y Leishmania sp. Ala: acido 5-
amonovulinico; PBG: porfobilonogeno; HMB: hidroximetilbilano; UROIII:
uroporfirinégeno lll; COPRO lll: Coproporfirinogeno lll; PPG IX: protoporfirinogeno lll; PP
IX: Protoporfirina IX; CO: monéxido de carbono; ALAS: 5-aminovulinato sintetasa;
ALAD: 5-amilovulinato deshidratasa; HMBS: hidroximetilbilano sintetasa; UROS:
Uroporfirindgeno Illl sintetasa; UROD: Uroporfirinégeno descarboxilasa; CPOX:
Coproporfirinégeno oxidasa; FECH: ferroquelatasa; HO: hemoxigenasa; BR: biliverdina
reductasa, Tomado y adpatado de (Dutta et al., 2008).

Este defecto en la sintesis de tetrapirroles se manifiesta por un
requerimiento nutricional de hemo o hemoglobina (Hb) o su precursor
intemediario, la protoporfirina IX (Rao et al., 2005). EI hemo es requerido para
la sintesis de diversas hemoproteinas como son los citocromos. Por lo tanto,
Leishmania necesita tomar este metabolito cuando esta presente en el insecto-
vector o dentro del macréfago. Se ha demostrado que L. mexicana posee en su
membrana una moélecula que une hemo especificamente y que esta unién se
ve aumentada en la fase logaritmica de crecimiento y disminuye en la fase

estacionaria de crecimiento (Galbraith and McElrath, 1988).

Por otra parte, la obtencion de Hb por parte de Leishmania es un
proceso de endocitosis mediada por receptor. Se sabe, que la Hb se une a una
hexoquinasa de 46 kDa que se encuentra ubicada en el bolsillo flagelar
(Krishnamurthy et al., 2005; Sengupta et al., 1999). Posteriormente, la Hb es
endocitada en los endosomas tempranos en un proceso mediado por Rab5, y

en los endosomas tardios por Rab7, (Singh et al., 2003). Tambien, se ha
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descrito la que la presencia de Hb asociada a Rab7 no solo en los endosomas
tardios sino también en los endosomas tempranos. Posteriormente, la Hb
continua con esta ruta endocitica hasta alcanzar los lisosomas para su

degradacion (Patel et al., 2008) (Fig. 13).
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Figura 13: La obtencién de hemo en el estadio promastigote de Leishmania sp. depende
de dos vias. La primera es la degradaciéon de Hb via Rab5/Rab7 y la segunda por la
entrada de hemo libre. Los signos de interrogacion indican las vias del trafico de hemo
que se desconocen en la actualidad (Galbraith and McEIrath, 1988; Patel et al., 2008;
Sengupta et al., 1999; Singh et al., 2003).

Como se ha indicado anteriormente, la Hb (presente en el suero) puede
sustituirse por hemina cuando se cultivan promastigotes de Leishmania. No se
sabe a ciencia cierta cual es la fuente fisiolégica de hemo en los amastigotes
intracelulares de Leishmania, la Hb(Chang and Chang, 1985), o bien el hemo
liberado tras la digestion de Hb y de otras hemoproteinas del hospedador en la
vacuola parasitoéfora(Akilov et al., 2007; Kelly et al., 2003). En cualquier caso, el
hemo libre es capaz de entrar en el parasito por un mecanismo desconocido.
Compuestos que probablemente se acomplejan con el hemo en la vacuola
parasitofora, fuera por tanto del parasito, presentan una extraordinaria actividad

leishmanicida(Kelly et al., 2003). En mamiferos, recientemente se ha descrito la
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existencia de un transportador (HCP1) implicado en la entrada de hemo en el el
intestino(Shayeghi et al., 2005). Sin embargo, no existe ningun homologo en
tripanosomatidos por lo que el receptor de Leishmania debe ser diferente. Se
he descrito que Leishmania es capaz de unir hemo mediante un receptor
especifico no identificado, que es modulado por la fase de crecimiento del
parasito(Galbraith and McElrath, 1988). De acuerdo con este trabajo, existirian
400 sitios de uniébn a hemo por promastigotes estacionarios de Leishmania, y
unos 1700 en parasitos en division. Es interesante indicar que la afinidad de
estos transportadores por el hemo (Kd del orden de 0.03 nM) se aumenta 5
veces al bajar de pH 7,4 a 5,4(Galbraith and McElrath, 1988). Este aumento de
la afinidad por el hemo podria tener una importancia fisiolégica en el caso de
que los amastigotes intracelulares de Leishmania captasen el hemo liberado
tras la digestion de hemoproteinas en la vacuola parasitéfora, un
compartimento de pH acido. De hecho, recientemente se ha demostrado que
estos amastigotes intracelulares son capaces de acumular las porfirinas

sintetizadas en el macréfago (Akilov et al., 2007).

En el caso de Trypanosoma, recientemente se ha descrito que los
epimastigotes de T. cruzi internalizan el hemo libre de una manera mucho mas
rapida que la Hb, que entra por endocitosis (Lara et al., 2007) Ademas, usando
inhibidores de transportadores ABC como la ciclosporina A (CSA), los autores
llegan a la conclusién de que la proteina responsable de la entrada de hemo
libre pertenece a esta familia de proteinas (Lara et al., 2007) aunque no se
aporta ninguna prueba directa y no se conoce ningun transportador ABC en
eucariotas involucrado en el importe de sustratos, es decir, el transporte en
direccion TMD-NBD. No se sabe nada sobre el trafico de porfirinas en T.
brucei. Aunque podria pensarse que en el estadio sanguineo este parasito no
necesita el grupo hemo al no expresar citocromos mitocondriales, el papel
fisiologico del hemo es mucho mas amplio(Lopez-Barneo and Castellano, 2005;
Tsiftsoglou et al., 2006), por lo que las proteinas implicadas en el transporte
también podrian ser esenciales. Un ejemplo es el citocromo CYP51 (esterol
14a-demetilasa), una enzima esencial para la sintesis de esteroles en los tres

tripanosomatidos y en hongos.
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Cualquiera que sea la forma en la que el hemo entra al interior del
parasito, una vez en el citoplasma este metabolito (que probablemente se una
a proteinas citosolicas para evitar su toxicidad) debe llegar a los distintos
organulos donde se necesita. Aunque no es el unico, un destino principal es la
mitocondria, donde el grupo hemo se incorpora a proteinas de la cadena
respiratoria. La entrada del hemo a la mitocondria de los parasitos podria ser
por tanto una atractiva diana farmacologica, aunque como en el caso anterior,
no se sabe nada sobre los transportadores que la llevan a cabo en los
tripanosomatidos. En los ultimos afios se han descubierto algunas de las
proteinas responsables de este transporte mitocondrial en células humanas. A
finales de 2006 se describié que el hemi-transportador ABC humano ABCB6 se
localiza en la membrana externa mitocondrial y es responsable del transporte
de porfirinas precursoras del hemo al interior de la mitocondria (Krishnamurthy
and Schuetz, 2006). A su vez, otro “half trasporter” de la misma subfamilia,
llamado ABCB10, se localizaria en la membrana mitocondrial interna, y podria
estar involucrado en la salida de hemo al espacio intramembranal (Dunn et al.,
2007). Por otra parte, la relacion de ABCB7 (ortélogo de ABCB6) y ABCBS8
(ortdlogo de ABCB10) con el trafico de porfirinas también se ha sugerido,
aunque su papel exacto no se conoce (Krishnamurthy et al., 2007b). Estos
ultimos transportadores podrian estar relacionados con la homeostasis del
hierro, a nivel de transporte de “clusters hierro-azufre”, también esenciales para
la célula(Lill and Kispal, 2000). En tripanosomatidos existen dos proteinas de
esta subfamilia ABCB: una podria ser homéloga de ABCB6-ABCB7 (alrededor
de 35 % identidad y 56 % similitud) y la otra de ABCB8-ABCB10 (alrededor de
31 % identidad y 51 % similitud). Otra proteina involucrada en transporte de
hemo en la mitocondria es OGC (2-oxoglutarate carrier), localizada en la
membrana interna mitocondrial. Se ha sugerido que seria responsable de la
entrada de porfirinas precursoras del hemo desde el espacio intermembranal
hacia la matriz mitocondrial (Kabe et al., 2006). Por ultimo, ABCG2 y FLVCR
también se han relacionado con trafico de porfirinas (Krishnamurthy et al.,
2007b). Se localizan en la membrana plasmatica y expulsan el exceso de
porfirinas fuera de la célula, para evitar su toxicidad. ABCG2 es de la misma

subfamilia que el transportador de Leishmania LABCG5, que como hemos
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descrito recientemente (Campos J), es requerido para el rescate del hemo

proveniente de la Hb. FLVCR no tiene homologo en tripanosomatidos.
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Abstract

Leishmaniasis, sleeping sickness and Chagas’ disease threaten the life of
millions of people worldwide. They are caused by protozoan parasites from the
Trypanosomatidae family. These parasites are auxotrophs for heme, an essential
molecule in aerobic organisms, due to the absence of this biosynthetic pathway.
Therefore, trypanosomatids must acquire heme from the host, and proteins involved in
intracellular trafficking of porphyrins are attractive candidates to become drug targets.
We describe here that Leishmania LABCGS5, a new ABC half-transporter with
significant homology with the human porphyrin transporter ABCG2, is involved in
intracellular heme trafficking in this parasite: 1) down-regulation of LABCGS function
by overexpressing an inactive version of the transporter caused a dramatic growth arrest
unless a free hemin supplement was added or the mutated gene was eliminated; ii)
supplementation with hemoglobin, an upstream metabolite normally sufficient to meet
parasite heme requirements, was unable to rescue the growth defect phenotype; iii)
LABCGS5 was precipitated by hemin-agarose, the interaction being dose-dependently
inhibited by free hemin. Immunocytochemistry analysis by electron microscopy of
sections from high-pressure frozen and freeze-substituted parasites showed that
LABCGS localizes to multivesicular bodies and associated vesicular network. This
compartment probably corresponds to late-endosomes/lysosomes where endocytosed
hemoglobin is routed. Altogether, these data strongly suggest that LABCGS is involved
in the salvage of the heme released after the breakdown of internalized hemoglobin. As
LABCGS presents an extra transmembrane domain absent in human ABCG proteins,
the pharmacological targeting of this route by specific inhibitors could represent a novel

approach to control infections.
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Introduction

Protozoan parasites from the Trypanosomatidae family are responsible for
devastating (but neglected) diseases that affect millions of people in developing
countries (Ouellette, 2001). These diseases include leishmaniasis, sleeping sickness and
Chagas’ disease, produced by Leishmania spp., Trypanosoma brucei and T. cruzi,
respectively. Their control is based in the use of old chemotherapeutic agents that are
poorly effective and hampered by drug resistances, so there is an urgent need to develop
new antiprotozoal treatments. Exploiting the biochemical differences between these
pathogens and their human host is a rational strategy to identify novel pharmacological
targets. One of these particularities is their auxotrophy for heme, an essential molecule
in all aerobic organisms, due to the absence of its biosynthetic pathway (Opperdoes and
Coombs, 2007; Trager, 1974). Therefore, trypanosomatids must acquire heme from the
host, and proteins involved in porphyrin trafficking represent attractive candidates to
become targets for the design of new drugs.

In the case of Leishmania spp., it is known that heme can be obtained, at least in
vitro, from an external supplement of free hemin (Chang and Chang, 1985). However, it
has been suggested that the physiological heme source is hemoglobin (Hb) (Chang and
Chang, 1985), which is taken up through receptor mediated endocytosis (Krishnamurthy
et al., 2005; Sengupta et al., 1999), and routed via early Rab5-containing and late Rab7-
containing endosomes (Singh et al., 2003). In contrast, nothing is known about how the
heme released after Hb breakdown in late-endosomal/lysosomal compartment is then
trafficked to the different cellular organelles where it is required. Although it was
thought that hydrophobic heme molecules could passively diffuse through the biological
membranes, today it is well established that its biophysical properties require the
involvement of active transporters (Krishnamurthy et al., 2007b). Some of them have
already been characterised in prokaryotic and eukaryotic cells, and in many cases
involve transporters from the ATP-binding cassette (ABC) superfamily (Koster, 2001;
Krishnamurthy et al., 2007b) such as mammalian ABCG2 (Jonker et al., 2002), a
member of the ABCG subfamily. Functional ABC transporters consist of two
homologous halves, each one composed of a transmembrane domain (TMD) involved
in substrate binding, and a cytosolic nucleotide binding domain (NBD), which
hydrolyse ATP providing the energy required for the transport (Higgins, 1992). ABCG
proteins are half-transporters with a NBD-TMD topology that requires homo/hetero-
dimerisation to become functional. Mammal ABCG2 (BCRP/MXR/ABCP) was first
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studied because of its ability to confer multidrug resistance in cancer cells (Doyle and
Ross, 2003) but, during the last few years, its relationship with porphyrin transport has
stimulated great interest (Krishnamurthy et al., 2007b). ABCG2 protects against high
toxic intracellular levels of exogenous (Jonker et al., 2002) or endogenous
(Krishnamurthy et al., 2004) porphyrins, by pumping these compounds out of the cell.
Indeed, a direct interaction between porphyrins and ABCG2 enriched membranes
(Krishnamurthy et al., 2004) or purified ABCG2 (Pozza et al., 2006) has been recently
described. In trypanosomatids, only two ABCG proteins from Leishmania have
previously been described: LABCG4 is involved in the transport of phosphatidylcholine
and confers resistance to alkyl-phospholipids (Castanys-Munoz et al., 2007), whereas
LABCG6 confers camptothecin resistance (Bosedasgupta et al., 2008). In this paper, we
describe a novel ABCG transporter from Leishmania that is involved in heme
trafficking in this parasite by allowing the salvage of Hb-derived heme. This new
transporter presents an additional TMD absent in mammalian ABCG proteins, which

could be an interesting target for its specific inhibition.
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Results
Molecular characterization of LABCG5 and generation of a dominant negative
line overexpressing an inactive version of this transporter.

We have used human ABCG2, a known porphyrin transporter that confers
multidrug resistance, as a template to identify putative analogues in the L. major
genome database. Hydrophobicity plots analysis indicated that the product of one of the
5 ABCG genes found, named LABCG5 (GeneDB-L. major, Accession Code
LmJF23.0380) according to the recent classification of Leprohon et al. (Leprohon et al.,
20006), presented an unusual topology. It has an extra N-terminal transmembrane
domain (TMDO) (Fig. 1) not found in any other ABCG proteins outside
trypanosomatids, with the exception of ADP1 from Saccharomyces cerevisiae (Purnelle
et al., 1991) (Supporting information (SI) Appendix, Fig. 1), and it was therefore
selected for functional studies. LABCG5 codes for a 1241-amino-acid protein with a
predicted molecular weight of approximately 135 kDa. There is one homologue in the
T. brucei genome and 2 in T. cruzi (Leprohon et al., 2006). A comparative analysis
between the overlapping NBD-TMD fragment of LABCGS and human ABCG proteins
(ST Appendix Table 1) showed a higher aminoacid similarity with ABCG2 (49.7%), and
a lower one with ABCG1 (36.7%). In addition to the close similarity in the primary
sequence, LABCGS shared two other features with human ABCG2: 1) both proteins are
half-transporters that require dimerisation to complete the functional NBDs (Bates et
al., 2001; Smith et al., 2002) and ii) they have a putative dileucine motif (ExxxLL at
positions 959-964 in LABCGS5) (Schmitz et al., 2001) (Fig. 1 and SI Appendix, Fig.
2).(Schmitz et al., 2001)

We generated reagents destined to study LABCGS function. Immunoblotting of
total L. donovani lysates with newly generated polyclonal antibodies to LABCGS5
revealed by Western blot a single band with an apparent molecular weight of around
135 kDa (Fig. 2A). This size suggests that, in contrast to mammalian ABCG2 (Diop and
Hrycyna, 2005; Ozvegy et al., 2002), LABCGS is not glycosylated. It is interesting to
note that this high constitutive LABCGS expression has not been described for any
other ABC transporter in Leishmania spp. This fact, together with the dimerisation
requirement for this kind of proteins to become functional, allowed us to test a dominant
negative approach to down-regulate LABCGS5 function. To do this, we first cloned
LABCGS with its natural 5" and 3’ untranslated regions and then introduced a mutation

at position 625, a conserved lysine inside the Walker A motif, known to be critical for
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ATP hydrolysis in ABC transporters (Ozvegy et al., 2002). The resulting construction
was transfected into L. donovani and the overexpression of LABCG5*M was verified by

Western blot analysis, as shown in Fig 2B.

Dominant negative parasites for LABCG5 have a growth defect in the absence of
free hemin.

During the generation of the transfected lines, we observed that parasites
overexpressing mutated LABCG5"™ had an important in vitro growth defect. To
evaluate whether this phenotype was due to the involvement of LABCGS in porphyrin

trafficking, as we expected, we cultured control and LABCG5*™

overexpressing
parasites in medium supplemented with either 10 uM hemin, 10 uM Hb or without any
supplement. The results confirmed that LABCG5*M overexpressing parasites grew at a
much lower rate than the control line (Fig. 3A), therefore showing a real dominant
negative effect. Importantly, this growth defect was rescued by the presence of free
hemin, but not for heme bound to Hb (Fig. 3B and 3C). In order to verify that the
growth defect observed in the dominant negative line was due to the down-regulation of
LABCGS function, we cured this line for the plasmid by continuous culture passage in
the absence of plasmid drug selection pressure. The loss of LABCG5*™ overexpression
in this “reverted” line was confirmed by Western blot (inset in Fig 3D), and was
correlated with a normal growth in the absence of any hemin supplementation (Fig. 3D).

In contrast to free hemine, Hb is taken up by endocytosis. We therefore set out to
verify that the growth defect observed in the dominant negative line was not due to an
endocytosis defect. Flow cytometry analysis using the endocytic markers FM 4-64 and
sphingomyelin (Vida and Emr, 1995) showed that dominant negative parasites
accumulate the same amount of dye as control cells (Fig. 4A and SI Appendix, Fig. 3).
We have also tested exocytosis by measuring in real time the recycling of previously
internalized FM 4-64, adapting a method developed in yeast (Perez-Victoria et al.,
2003a). No differences between control and dominant negative parasites were observed
(Fig. 4B). These results ruled out a membrane trafficking delay as being responsible for

the growth arrest in dominant negative parasites.

LABCGS interacts Specifically with Heme
We further examined the relationship of LABCGS5 with heme by exploring the

interaction between the transporter and this putative substrate. Pull-down experiments
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shown in Fig. 5A indicated that LABCGS could be efficiently precipitated by hemin-
agarose. The physical interaction between hemin-agarose and LABCGS5 was dose-
dependently inhibited by free hemin (Fig 5B), but not by elacridar (SI Appendix, Fig. 4),
a well characterised inhibitor of human ABCG2 (Wiederkehr et al., 2000).

Subcellular localisation of LABCG5

Indirect immunofluorescence (IFI) using specific polyclonal antibodies against
LABCGS showed that the protein was constitutively localized in vesicles between the
kinetoplast and the nucleus of the parasite (Fig 6A), sometimes being closer to the
flagellar pocket (SI Appendix, Fig. 5). The use of mitotracker showed that LABCGS5 did
not colocalize with mitochondria, a main heme target. The localization of the transporter
did not seem to change when wild-type or mutated LABCGS5 was overexpressed (Fig.
6B and 6C).

To more precisely determine the subcellular localization of LABCGS, we
performed an immunocytochemistry analysis using transmission electron microscopy
after sample preparation with two different methods known to maintain the
ultrastructure of cells: 1) cryoimmobilization at high pressure and freeze-substitution
and ii) Tokuyasu cryosection (de Bruin et al., 1999). LABCGS was consistently
associated with membranes of a vesicular network including membrane-enclosed
structures rich in internal vesicles and/or tubules, likely of a late-endosomal/lysosomal
nature (Weise et al., 2000), localized between the flagellar pocket and the nucleus (Fig.
7 and SI Appendix, Fig. 6). In a minor percentage of cells (< 10%), overexpressed
LABCGS5 was detected in endoplasmatic reticulum (SI Appendix, Fig. 6E and 6H)
probably due to higher overexpression levels, as this localization was not detected in

control parasites.

Other putative physiological roles of LABCG5: drug resistance and phospholipid
translocation.

Overexpression of mammalian ABCG2 (Weise et al., 2000) or Leishmania
LABCG4 (Doyle and Ross, 2003) and LABCG6 ((Castanys-Munoz et al., 2007) and
Castanys et al., manuscript in preparation) confers significant drug resistance. In
addition, all these ABCG proteins are involved in phospholipid translocation
((Bosedasgupta et al., 2008; Woehlecke et al., 2003) and Castanys et al., manuscript in
preparation). We therefore investigated whether, in addition to porphyrin trafficking,
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LABCGS could also play a physiological role in the above processes. Overexpression of
wild-type LABCGS5 did not confer resistance to different unrelated drugs (data nor
shown), including some leishmanicidal agents (sitamaquine, ketoconazole miltefosine
and Sb"™") and other known substrates of human ABCG2 (mitoxantrone). As shown by
flow cytometry analysis, LABCGS was not involved in the translocation of fluorescent

phospholipids analogues (NBD-PC, NBD-PS and NBD-PE) (SI Appendix, Fig. 7)
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Discussion

The recent finalization of the genome project of trypanosomatid parasites
(Berriman et al., 2005; Castanys-Munoz et al., 2007; Ivens et al., 2005) have shown
that, as expected from their heme auxotrophy, they lack most of the enzymes involved
in the heme biosynthetic pathway. The requirement for an external source of heme, a
main biochemical difference with their human host, was marked as an “Achilles heel”
for these parasites more than 70 years ago (El-Sayed et al., 2005; Woff, 1933). Indeed,
heme dependency has already been recently exploited by the development of heme-
complexing xanthones, which specifically kill intracellular Leishmania amastigotes in
the nanomolar range (Kelly et al., 2003). There is supporting evidence that the novel
protein LABCGS is involved in heme trafficking in Leishmania: i) LABCGS5
“functional knock-down” parasites showed a high growth defect unless a free hemin
supplement was added or the mutated gene was eliminated; ii) supplementation with
Hb, an upstream metabolite normally sufficient to meet the parasite heme requirements,
was unable to rescue the growth defect phenotype; iii) hemin-agarose pull-down assays
precipitated LABCGS, the interaction being dose-dependently inhibited by free hemin;
iv) the closest homologue of LABCGS in human cells, ABCG2, is a well characterised
porphyrin transporter (Jonker et al., 2002; Kelly et al., 2003).

It is known at least in cultured Leishmania promastigotes, that heme
requirements can be covered by free heme or by heme bound to Hb (Krishnamurthy et
al., 2004). The dominant negative phenotype was rescued by the presence of free heme,
but not by Hb, suggesting that LABCGS is required for the intracellular bioavailability
of heme released after Hb breakdown, but not of heme directly taken in a free form.
Indeed, Hb and heme follow a different uptake route, at least in the related parasite T.
cruzi (Chang and Chang, 1985), only the former being taken up by endocytosis.
Interestingly, down-regulation of LABCGS5 function did not alter this process. In
Leishmania, it has been suggested that Hb is the physiological source of heme (Lara et
al., 2007). Hb is taken up through receptor mediated endocytosis (Chang and Chang,
1985; Sengupta et al., 1999), and routed via early Rab5-containing and late Rab7-
containing endosomes (Krishnamurthy et al., 2005). LABCGS is localized in a vesicular
network that includes multivesicular structures, placed between the nucleus and the
flagellar pocket. This vesicular network probably corresponds to the late-
endosomes/lysosomes (Singh et al., 2003) where Hb is routed. It is tempting to suggest

that, at this location, LABCGS could promote the release of newly generated heme to
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the parasite cytoplasm. Interestingly, LABCGS5 harbours a putative dileucine signal
motif similar to the ones described in all human ABCG proteins and in the White,
Brown, and Scarlet ABCG proteins from Drosophila (Weise et al., 2000). This signal
could promote the proper sorting of the protein from the Golgi apparatus to lysosomes
and endosomes (Schmitz et al., 2001), via its recognition by adaptor protein complexes
(AP), key components of the mechanism involved in cargo selection and vesicular
transport of membrane proteins (Bonifacino and Traub, 2003).

As down-regulation of LABCGS5 function caused a dramatic growth defect,
pharmacological targeting of this protein could represent a novel approach to control
infections caused by Leishmania and maybe other trypanosomatids. Unlike mammalian
members of the ABCG subfamily, LABCGS5 and its homologues in T. brucei and T.
cruzi have an extra N-terminal TMD that could help to specifically inhibit these
proteins. There is a number of inhibitors of human ABCG2, including some flavonoids
(Robinson and Bonifacino, 2001) and elacridar (Ahmed-Belkacem et al., 2005), known
to kill Leishmania and other trypanosomatids (de Bruin et al., 1999; Tasdemir et al.,
2006), and a leishmanicidal effect due to LABCGS inhibition could be a possibility. The
absence of competition between elacridar and hemin for binding to LABCGS cannot be
an argument against, as elacridar also does not compete with substrates for binding to
human ABCG2 (Perez-Victoria et al., 2006d).

During the preparation of this manuscript, a study describing that Leishmania
requires Rab7-mediated degradation of endocytosed Hb for their growth has been
published (Pozza et al., 2006). This work supports that this pathway represents an
attractive potential pharmacological target that could be exploited at different levels: Hb
uptake and digestion (Krishnamurthy et al., 2005; Patel et al., 2008), heme release to
the cytoplasm after Hb degradation (this work) and, probably, heme trafficking to its
target organelles.

In conclusion, the results presented here strongly suggest that the novel
transporter LABCGS is involved in the salvage of heme liberated after Hb breakdown in
the endocytic pathway of Leishmania. Further investigation of the mechanism of
LABCGS5-mediated heme release from this endosomal/lysosomal network should
provide important new insights on this issue. It will be also important to determine how
released heme is then trafficked to the mitochondria, a process that we are currently

studying and that could involve the function of ABCB transporters.
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Experimental procedures

Materials
Hemin, hemin-agarose, Hb, adenosine, Nonidet P-40 and MTT were obtained from

Sigma. The fluorescent phospholipid analogues 1-palmitoyl-2-[6-(7-nitrobenz-2-oxa-
1,3-diazol-4-yl)aminoJhexanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (NBD-PC), -
phosphoethanolamine (NBD-PE), -phosphoserine (NBD-PS) and 6-(7-nitrobenz-2-oxa-
1,3-diazol-4-yl)amino-hexanoyl-sphingosine-1-phosphocholine (NBD-sphingomyelin;
NBD-SM) were from Avanti Polar Lipids (Birmingham, AL, USA). FMN4-64 was
from Molecular Probes. Sodium stibogluconate (Pentostam®), elacridar and
sitamaquine were a kind gift from GlaxoSmith-Kline. Amphotericin B deoxycholate
(Fungizone®) was obtained from E.R. Squibb and Sons (Hounslow, UK) and

Miltefosine were from Zentaris (Frankfurt, Germany).

Strains, Culture Conditions, Cell transfection and MTT analysis

Promastigote forms of wild-type L. donovani (MHOM/ET/67/HU3), were maintained at
28 °C in the M-199 medium (Invitrogen) supplemented with 40 mM HEPES, 100 uM
adenosine, and 10% heat-inactivated foetal bovine serum (FBS) (Invitrogen).
Promastigotes of L. donovani were transfected as previously described (Patel et al.,
2008). Drug sensitivities of parasites were determined as described (Parodi-Talice et al.,

2003).

DNA constructs and site-directed mutagenesis.

ABCGS from L. major (GeneDB-L. major, Accession Code LmJF23.0380) was isolated
from genomic DNA of L. major by PCR wusing sense (5'-
AACTACATCCACGCATACTCQG) and antisense (5'-
CACAAACGCACAGGACAGAC) primers. LABCG5 gene was cloned into the
Leishmania expression vector (pUCNeoPlus) and sequenced. Site-directed mutagenesis
to replace lysine 625 for methionine (K/M) was carried out with QuikChange XL Site-
Directed Mutagenesis (Stratagene, La Jolla, CA).

Generation of antibodies against LmABCG5 and western-blot analysis
Rabbit anti-LABCGS5 polyclonal antibodies were produced against a recombinant
peptide corresponding to positions 469-948 of LABCGS, fused to a six histidines tag.

This recombinant protein was expressed in Escherichia coli and purified using a Ni*'-
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NTA column. The polyclonal antiserum was obtained as previously described (Kennedy
et al., 2001b). Antibodies were purified by using Protein A affinity chromatography.
Western-blot analysis was performed as described with a dilution of 1:1000 (to detect
constitutive LABCG5) or 1:10000 (to detect overexpressed LABCG5*™) of the primary
antibody.

Analysis of endocytosis/exocytosis of FM 4-64 and NBD-SM.

The uptake of the endocytosis markers FM 4-64 and NBD-SM was measured by flow
cytometry as previously described (Parodi-Talice et al., 2003). Time dependent
exocytosis was monitored in real time adapting the method developed in yeast to
measure the recycling of previously internalized FM 4-64 (Chiquero et al., 1998). This
styryl dye is only weakly fluorescent in an aqueous solution, but its quantum yield
increases several hundred-fold when bound to lipids. It is therefore possible to measure
its cell release as a decrease in fluorescence of cells that have previously internalized the
dye, monitoring the process continuously in a spectrofluorimeter. Thus, a total of 20 x
10° parasites/ml were allowed to internalize FM 4-64 (2 uM) at 28°C for 30 min.
Afterwards, parasites were washed three times with cold PBS for 5 min to remove
surface-bound dye and then resuspended in ice-cold HPMI buffer (20 mM HEPES, 132
mM NacCl, 3.5 mM KCI, 0.5 mM MgCl,, 5SmM glucose, | mM CaCl,, pH 7.25) at 200 x
10° parasites/ml. Exocytosis was initiated after adding 200 pl of these parasites to a
cuvette with 1.8 ml of HPMI at 28 °C previously placed in a termostatized (at 28 °C)
and stirred turret of a SLM-Aminco 8000C spectrofluorimeter. The time dependent
fluorescence decrease at 680 nm (after excitation at 515 nm), due to exocytosis of the

probe, was recorded until it reached steady state.

Hemin-Agarose Pull-down Assays
Hemin-agarose pull down experiments were performed as described in Krishnamurthy
et al. (Chiquero et al., 1998). When indicated, different concentrations of free hemin or

elacridar were included during the incubation of the lysed cells with the hemin-agarose.
Indirect immunofluorescence microscopy

Indirect immunofluorescence analysis was carried out as previously described (Perez-

Victoria et al., 2003a) with a 1:500 dilution of the anti-LABCGS antibody. Images were

73



acquired with an Olympus IX81 microscopy and deconvolved using Huygens

Professional from Scientific Volume Imaging (http:// www.svi.nl).

Immunolabeling and Transmission Electron Microscopy analysis

2 x 10® log-phase wild-type or transfected promastigotes were harvested by centrifuging
at 2,000 x g for 15 min at 4°C. Two different methods were used to prepare samples,
cryoimmobilization at high pressure and Tokuyasu cryosection, as previously described
(Krishnamurthy et al., 2004; Wiederkehr et al., 2000). Immunolabeling was done as
previously described (Perez-Victoria et al., 2001b) by using a 1:500 dilution of the anti-
LABCGS antibody and 1:65 dilution of 12 nm gold-coupled IgG or protein A coupled
to 10 nm diameter colloidal gold particles. Sections were observed in a JEM-1010
electron microscope (Jeol, Japan) and photographic negatives were scanned in an

Artixcan 2500f (Microtek) scanner.

Analysis of fluorescent phospholipid uptake
Analysis of the translocation of fluorescent phospholipid analogues by flow cytometry

were carried out as previously described (Galy et al., 2006) using a Beckton Dickinson

FACScan (San Jos¢, CA).

Statistical analysis
Experiments were performed three times in duplicate. Statistical significance was

determined by Student’s t-test. Significance was considered as P < 0.05.
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Figure Legends

Fig. 1: Membrane topology for the half-transporter LABCG5. The N-terminal extra
transmembrane domain is marked as TMDO. The conserved Walker A and Walker B
motifs and the signature sequence localized in the nucleotide binding domain (NBD) are
marked as A, B and C, respectively. Arrows indicate the position of aminoacids
discussed in the text: the K(625)/M mutation that inactivates the protein and the putative
dileucine motif (LL(963-1.964)).

Fig. 2: Immnunodetection of LABCG5 in L. donovani promastigotes. A:
Constitutive expression of LABCGS. Western blot analysis of total proteins from wild-
type parasites incubated with preimmune serum (line 1) or antiserum against LABCGS
(line 2), at a 1:1000 dilution in both cases. B: Overexpression of mutant LABCG*™.
Western blot analysis of total proteins from parasites transfected with empty vector (line
1) and LABCG™™ (line 2), incubated with a further ten-fold diluted (1:10000)
antiserum against LABCGS. The molecular mass standards (KDa) from Bio-Rad are
indicated on the left.

Fig. 3: Down-regulation of LABCGS5 function produces a growth defect in the
absence of free hemin. Growth curves of control (transfected with empty vector),
dominant negative (overexpressing LABCG5*™) and reverted (dominant negative
parasites incubated in the absence of plasmid drug selection pressure until LABCG5™
overexpression was lost) parasites are shown. Parasites were incubated in M199
medium plus 10 % BSF with no additional supplement (A and D) or in the presence of
10 uM hemin (B) or 10 uM Hb (C). Inset in D: Western blot analysis of total proteins
from dominant negative (line 1) and reverted (line 2) parasites.

Fig. 4. Down-regulation of LABCGS5 function does not alter endocytosis and
exocytosis. A. Endocytosis of FM 4-64 in control (filled circle) or dominant negative
(empty circle) promastigotes of L. donovani parasites were measured by flow cytometry
at the indicated times. This result is representative of two similar independent
experiments performed in duplicate. B: Exocytosis of FM 4-64 in control (continuous
line) and dominat negative (dotted line) parasites were analyzed by fluorescent
spectrofluorimetry as described in Materials and Methods. This result is representative
of two similar independent experiments.

Fig. 5: Hemin-agarose precipitates LABCGS5. A: In vitro binding of LABCGS5 to
hemin. Whole cell lysates of wild-type L. donovani parasites were subjected to a “pull-
down” assay with hemin-agarose, and bound LABCGS5 was detected by immunoblotting
with the LABCGS5-specific antibody (1:1000). Line 1 corresponds to total lysate and
line 2 to the hemin pull-down. B: LABCGS precipitation after association with hemin-
agarose was reduced by the addition of the indicated increasing concentration of free
hemin. The molecular mass standards (KDa) from Bio-Rad are indicated on the left.
These results are representative of three similar independent experiments.

Fig. 6: Fluorescence microscopy analysis of LABCG5 localization in L. donovani
promastigotes. Localization of LABCGS5 in control parasites (A) and in parasites
overexpressing mutated (B) or wild-type (C) LABCGS5 was studied by IFI. Cells were
stained with anti-LABCGS polyclonal rabbit antiserum (1:500) followed by FITC-
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conjugated secondary antibody (green). Nucleus (N) and kinetoplast (K) are stained
with DAPI (blue) and mitochondria (M) are stained with mytotracker (red).

Fig. 7: Subcellular localization of Leishmania LABCG5 analyzed by
immunocytochemistry and electron microscopy. Immunogold labeling of LABCGS5
in Lowicryl HM20 sections of high-pressure frozen and freeze-substituted L. donovani
promastigotes, labeled with anti-LABCGS (1:500) and 12 nm gold-coupled IgG (A-D
and F) and in ultra thin Tokuyasu cryosections of chemically fixed L. donovani
promastigotes, labeled with protein A coupled to 10 nm diameter colloidal gold
particles (E and G-I). Sections from control parasites (A) and parasites transfected with
wild-type (B-E) and mutated (F-I) LABCGS are shown. In B, C and F, the area marked
in the inset is amplified. In I, arrows mark vesicles labeled with gold. f, flagellum; fp,
flagellar pocket; m, mitochondria; k, kinetoplast; n, nucleus;. Bars: 500 nm (A, F-I) and
200 nm (B-E).
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SUPPORTING INFORMATION APPENDIX

Table and Figure Legends

Table 1: Homology between different ABCG proteins. The analysis was made with
Clustal W (http://npsa-pbil.ibep.fr/cgi-bin/npsa automat.pl?page= npsa clustalw.html).
GeneDB number of analysed proteins are: LABCGI1 (LmjF06.0080), LABCG2
(LmjF06.0090), LABCG4 (LmjF06.0890), LABCG5 (LmjF23.0380), LABCG6
(LmjF36.2890), Th)ABCGO8 (Tb927.8.2380), SCADP1 (P25371), HSABCG1 (P45844),
HsABCG2 (AAH9408), HsSABCG4 (NP_071452), HSABCGS5 (AA640003), HsABCGS
(AA640004), DmWhite (P1009-1), TcABCG1 (Tc00.1047053504425.70), TcABCG2
(Tc00.1047053509331.200). Data inside the bracket represent the aminoacids
similarity, defined as the sum of identity and strongly similar.

Figure 1: Membrane topology for S. cerevisiae ADP1. The N-terminal extra
transmembrane domain is marked as TMDO, and, in contrast to TMDO from LABCG?2,
it presents only two transmembrane segments according to TMHMM
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM-2.0/) and TMRPres2D
(http://biophysics.biol.uoa.gr/TMRPres2D/). The conserved motifs Walker A, Walker B
and the signature sequence localized in the nucleotide binding domain (NBD) are
marked as A, B and C, respectively.

Figure 2: Alignment of putative dileucine signal in LaBCG5 amd human and
Drosophila ABCG proteins. Dm, D.melanogaster; Hs, H.sapiens; L: L.major. Adapted
from [21].

Figure 3: Effect of the dominant negative phenotype on endocytosis of fluorescent
sphingomyelin. Control (filled bar) or dominant negative (empty bar) promastigotes of
L. donovani parasites were incubated with NBD-SM for 30 min at 28°C. After washing
and back-exchange with BSA, cell-associated fluorescence was measured by flow
cytometry. Results represent means £ SEM of at least six independent experiments.

Figure 4. LABCGS5 precipitation by hemin-agarose is not affected by elacriar.
Whole cell lysates of wild-type L. donovani parasites were subjected to a “pull-down”
assay with hemin-agarose in the absence (left) or the presence of the indicated
concentrations of the ABCG2 inhibitor elacridar. Bound LABCGS5 was detected by
immunoblotting with the LABCGS5-specific antibody (dilution 1:1000). The molecular
mass standards (KDa) from Bio-Rad are indicated on the left. These results are
representative of three similar independent experiments.

Figure 5: Fluorescence microscopy analyse of LABCGS localization. Localization of
LABCGS in control L. donovani promastigotes forms were studied by IFI. Cells were
stained with anti-LABCGS polyclonal rabbit antiserum (1:500) followed by FITC-
conjugated secondary antibody (green). Pictures are a Z-projection of Z-stack. Nucleus
(N) and kinetoplast (K) are stained with DAPI (blue) and mitochondria (M) are stained
with mitotracker (red).

Figure 6: Subcellular localization of Leishmania LABCG5 analyzed by

immunocytochemistry and electron microscopy. Immunogold labeling of LABCGS5
in Lowicryl HM20 sections of high-pressure frozen and freeze-substituted L. donovani
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promastigotes, labeled with anti-LABCGS5 (1:500) and 12 nm gold-coupled IgG (A-C
and F-G) and in ultrathin Tokuyasu cryosections of chemically fixed L. donovani
promastigotes, labeled with protein A coupled to 10 nm diameter colloidal gold
particles (D, E and H). Sections from control parasites (A) and parasites transfected
with wild-type (B-E) and mutated (F-H) LABCGS are shown. In D, the area marked in
the inset is amplified. f, flagellum; fp, flagellar pocket; m, mitochondria; k, kinetoplast;
n, nucleus; er, endoplasmic reticulum. Bars: 500 nm (A, F-I) and 200 nm (B-E).

Figure 7: Fluorescent phospholipid accumulation in Leishmania parasites.
Promastigotes of L. donovani were incubated with NBD-PC (A), NBD-PE (B) or NBD-
PS (C) for 30 min at 28°C. After washing and back-exchange to BSA cell-associated
fluorescence was measured by Flow Cytometry. Results represent means = SEM of at
least six independent experiments. There were not significant differences between the
different lines.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Figure 1
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HsABCG1 NH,---LTQFC IL FK---3aa-TM P45844
HsABCG2 NH,---RSFKN LL GN---4aa-TM Q9UNQO
HsABCG4 NH,---ILRDT VL TH---3aa-TM NP_071452
HsABCG5 NH,---SKLGV LL RR--15aa-TM AAG53099
HsABCG8 NH,---QQFTT LI RR--13aa-TM AAG40004
DmwWhite NH,---VLKEP LL VK---3aa-TM P10090
DmBrown NH,---1YQVY LL MV--17aa-TM P12428
DmScarlet NH,---RASLT LL RD---8aa-TM P45843
LABCG5 NH,---YEQLQ LL 1S--29aa-TM LmjF23.0380
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Abstract

Leishmaniasis is a neglected disease produced by the intracellular protozoan parasite
Leishmania. Transient exposition of phosphatidilserine (PS) on the outer leaflet of the
plasma membrane is one of the known mechanisms used by Leishmania amastigotes
and metaclyclic promastigotes to infect macrophages and to silencing its respond.
However, the molecular bases of this outward PS translocation are unknown. We
described supporting evidence that a new ABCG half-transporter (LABCG1) from
Leishmania could be a first protein involved in such role. Downregulation of LABCG1
function by overexpressing an inactive version of the transporter reduced the
translocation of fluorescent short-chain analogues of PS. This dominant negative
phenotype is specific for the headgroup of this phospholipid, as the movement of
fluorescent  analogues of phosphatidilcholine,  phosphatidiletanolamine  or
phosphatidilsphingomyelin were not affected. In addition, Annexin-V—Alexa488
binding assays showed that LABCGI1 “functional knock-down” promastigotes exposed
less endogenous PS in the stationary phase than control parasites. The LABCGI-
mediated defect in the externalization of PS correlated with significantly reduced
infection of macrophages. These differences disappeared when most external PS was
masked by preincubating the parasites with Annexin-V. Altogether, our results strongly
suggest that LABCG]1 function is required for the externalisation of PS in metacyclic

Leishmania promastigotes, a process involved in macrophage infection.
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Introduccion

Leishmaniasis is a fatal neglected disease caused by different species of the
protozoan parasite Leishmania (Weise et al., 2000). This parasite has a digenetic
lifecycle alternating between promastigote and amastigote stages. Inside the insect
vector, non infective promastigotes are transformed during metacyclogenesis to
infective parasites. After the bite of the sandfly, Leishmania metacyclic promastigotes
attach to mononuclear phagocytes (usually macrophages (MF)) and are taken up by
phagocytosis. In the phagolysosomal compartment, promastigotes differentiate into
replicative amastigote forms, responsible for the maintenance and propagation of the
infection in the human host (Galy et al., 2006). In Leishmania promastigote in vitro
cultures, metacyclogenesis is produced when parasites pass from logarithmic to stationary
growth phase (Parodi-Talice et al., 2003).

Phosphatidylserine (PS), a structural phospholipid (PL) normally localized on
the inner leaflet of the plasma membrane of eukaryotic cells (Santos et al., 2008), plays
a critical role in MF infection by Leishmania. Indeed, PS exposition on the outer leaflet
of the plasma membrane of apoptotic cells (Melby, 2002) constitute the most central
“eat-me” signal known so far for the MF that also “silent” its respond to avoid an
inflammatory reaction (da Silva and Sacks, 1987). Exposure of PS on the surface of
Leishmania amastigotes, in a process quoted as apoptotic mimicry, is required for the
infection of new MF and for the downregulation of MF microbicidal activity (Pomorski
and Menon, 2006; Schlegel and Williamson, 2001) by inhibiting MF nitric oxide
production and increasing IL-10 synthesis and TGFp1 secretion (van Zandbergen et al.,
2007). In addition, the well characterised higher infectivity of the stationary phase
promastigotes, as compared to the log phase promastigotes, is also due to the specific

exposure of PS on their surface (de Freitas Balanco et al., 2001). Interestingly, it has
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been recently suggested that this PS exposing promastigotes could be real apoptotic
cells destined to death (Wanderley et al., 2005) instead of apoptotic mimicking
parasites. Their presence in the virulent inoculum, in an altruistic behavior, provides
survival advantages for the viable parasites and is necessary for the development of the
disease (de Freitas Balanco et al., 2001).

In eukaryotic cells, lipid assimetry is maintained due to the bi-directional
transport of lipids (flip-flop) involving three protein-mediated activities (Tripathi and
Gupta, 2003): 1) flippase, which promotes active inward-directed lipid migration,
mediated by aminophospholipid transocases (APT); ii) floppase, responsible for an
active outward transport of lipids from the cytoplasmic to the exoplasmic leaflet of the
plasma membrane, mediated by some ATP-binding cassette (ABC) transporters; and iii)
scramblase, which equilibrate the lipids between the two layers. In apoctotic cells, PS
externalitation has been suggested to be due to a down-regulation of APT activity
(Bratton JBC 1997), allowing scramblases to equilibrate this PL, and to a higher activity
of ABC transporters such as ABCA1 (Marguet D et al, Nat Cell Biol 1999). Functional
ABC transporters consists in two homologous halves, each one composed of a
transmembrane domain (TMD) involved in substrate binding, and a cytosolic nucleotide
binding domain (NBD), which hydrolyses ATP providing the energy required for the
transport (van Zandbergen et al., 2006). Members of the ABCA, ABCB, ABCD and
ABCG human subfamilies have been implicated in PL translocation (rev G van Meer
Nature Rev 2008). For example, human ABCG2 (BCRP/MXR/ABCP), a protein first
studied because its ability to confer multidrug resistance in cancer cells, is responsible
of an enhanced exposure of PS at the plasma membrane of ABCG2 overexpressing
cells, due to a increased PS outward transport (van Zandbergen et al., 2006). ABCG

proteins are half-transporters with a NBD-TMD topology that required homo/hetero-
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dimerization to become functional (van Meer et al., 2008). In the case of Leishmania, a
relation with PL translocation has also been described for LABCB4 (van Meer et al.,
2008) , LABCA1 (Woehlecke et al., 2003), LABCA2 (Davidson and Maloney, 2007),
LABCG4 (Perez-Victoria et al., 2001b) and LABCG6 (submitted). Although, at least
some of them are able to transport PS, none of them is specific for this PL. Additionally,
in Leishmania the maintenance of plasma membrane lipid asymmetry have been
associated with a P-type APT (LMT) (Parodi-Talice et al., 2003). However, experiments
using a knock-out Leishmania line for this transporter indicated that the infectivity of
these parasites did not change with respect to the control parasites (Araujo-Santos et al.,
2005).

The aim of our work was to study the involvement of a new ABCG transporter
from Leishmania in PS translocation and MF infection. The results show that down-
regulation of LABCG1 function produces a defect in the exposition of endogenous PS
in the surface of the parasite, correlating with a significant decrease in the capacity of

Leishmania to infect MF.
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Results
Molecular characterization of LABCG1 and generation of a dominant negative
line overexpressing an inactive version of the protein.

Putative members of the ABCG gene subfamily of transporters were initially
identified in the L. major genome database using the GeneDB omniBLAST server
against the human ABCG2 gene. We have previously analyzed the function of three of
the four genes (Castanys-Munoz et al., 2007) (Campos-Salinas J., et al 2008, submitted
and Castanys-Muioz et al., 2008 submitted). The forth one, named LABCG1 according
to the recent classification of Leprohon et al. (2006) (Perez-Victoria et al., 2003b), was
triplicated in tandem in chromosome 6 of Leishmania, whereas it was a single copy
gene in Trypanosoma brucei and a duplicated gene in T. cruzi (Seifert et al., 2007)). We
have called these LABCG1 copies LABCGla, b or ¢ respectively (GeneDB-L. major,
Accession Code LmjF06.0080; LmjF06.0090; LmjF06.0100). However, a topological
analysis of the proteins coded showed that the Leishmania LABCGIlc gene was
truncated, as Walker A and several transmebrane segments were absent (Fig 1).
LABCGI is a ‘half-transporter’ with a single nucleotide binding domain (NBD) and a
single transmembrane domain localized at C-terminus (TMD). LABCG1 codes for a
633-758 amino-acid (a and b, respectively) protein with a predicted molecular weight of
approximately 74-84 kDa. Indeed, although LABCGla and b are almost identical,
LABCG2 has an N-terminal extension (Fig 2). LABCGI shares 19.5 % amino acid
identity with human ABCGI, 24.6 % with human ABCG2 and 27.3 % with the White
protein from Drosophyla.

The presence of several copies of LABCG1 difficult the analysis of its function
by the generation of KO parasites. However, as LABCG] is constitutively expressed

(Castanys-Munoz et al., 2007) and it is a half transporter that needs to dimerise to
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become functional, we test a dominant negative approach to down-regulate LABCG1
function. To asses that, we first cloned LABCG1 with its natural 5’ and 3’ untranslated
regions (UTRs) into the vector pUCNeoplus, obtaining pUCNeoplusLABCG1. Then,
we mutated a lysine residue in the Walker A motif, known to be critical for ATP
binding and/or hydrolysis in ABC transporters, to methionine (K108M) (Leprohon et

K/M

al., 2006). The resulting construction was renamed pUCNeoplusLABCG1™™ and was

transfected into L. infantum. The overexpression of LABCG1*™

was verified by
Northern blot (data not hown).

LABCG1 is implicated in endogenous PS translocation.

To study the possible role of LABCGI in lipid transport, firstly we investigated the
internalization of fluorescent short chain phospholipids analogs. Stationary L. infantum
parasites transfected with empty vector or overexpressing LABCG1*™ were incubated
with NBD-PE, -PC, -PS and —SM and the cell-associated fluorescence was analyzed by
flow cytometry analysis after back-exchange with BSA (Fig.3). Under these conditions,
the accumulation of NBD-PS was significantly reduced in parasites overexpressing
LABCGI®™™ (Fig.3C). In contrast, no significant differences were observed for NBD-
PC, NBD-PE and NBD-SM accumulation between control and LABCG1¥M
overexpressing cells (Fig. 3A, B and C). Afterwards, we tested if this dominant
negative phenotype was observed in other Leishmania species (L. donovani) after
downregulaton of LABCG1 function with the same strategy. The results clearly showed
a similar phenotype than the observed in L. infantum lines (data not showed), suggesting
that LABCG] function is implicated in the outward translocation of NBD-PS. Then, we
study the translocation of endogenous, long chain, PS. To asses that, control and

LABCG1*™ overexpressing promastigotes in the stationary growth phase were stained

with Annexin V-Alexa Fluor 488, known to bind mainly PS. Quantitative analysis by
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flow cytometry (Fig. 4A and B) determined that dominant negative parasites present a
significantly reduced expression of PS (20.11% of ANNEXIN V (AN)P®ve
(Propidium Todide (PI)"*™®) in the outer leaflet of the parasites plasma membrane

compared with control cells (52.68% of ANPOsitive/ pyregative y

Dominant negative parasites for LABCG1 are less infective than the control cells.

As PS externalisation by the parasite is a key mediator for the infection of the MF, we
evaluate whether down regulation of LABCG1 function correlated with a decreased
infectivity of the dominant negative parasites. To asses that, we measured the ability of
control and LABCG1*™ overexpressing L. infantum parasites to infect mouse peritoneal
MF (Fig. 5). The results showed that the infectivity index of dominant negative
parasites were around half of the found with control cells (Fig. 5B). This difference
were due to a reduced percentage of MF infection with respect to control cells (36.04 +
4.3 % vs 64.7 +0.97 % respectively; P < 0.05) (Fig. 5B), and not to a difference in the
mean number of intracellular amastigotes per infected MF (Fig. 5D). To verify that the
differences in infectivity were due to the measured decrease in the PS exposure after
downregulation of LABCG1 function, we repeated the infection experiments masking
most of the PS in the promastigote by incubating stationary wild-type and dominant
negative parasites with Annexin V (Fig. 7). As expected, PS masking reduced the
infectivity index of control parasites in a 75 %. Interestingly, Annexin-mediated
masking of PS in dominant negative parasites only slightly reduced 25 % its (lower)
ability to infect peritoneal MF, reaching the same values obtained with Annexin-V
treated control parasites. These results confirmed that the presence of PS in the outer
leaflet of the plasma membrane of the promastigote is a key factor for their infectivity,

and strongly suggest that LABCG]1 function is involved in such PS externalisation.
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Discussion

PS is a PL asymmetrically placed in the cytoplasmic side of the plasma
membrane of eukaryotic cells (Leprohon et al., 2006). One of the known mechanisms
used by Leishmania amastigotes and metaclyclic promastigotes to infect MF and inhibit
its microbicidal activity is the exposition of PS on the outer leaflet of the plasma
membrane (Bosedasgupta et al., 2008; Ozvegy et al., 2002; van Meer et al., 2008; van
Zandbergen et al., 2006; van Zandbergen et al., 2007). Although the molecular bases of
this outward PS translocation in Leishmania are unknown, it has been suggested to be
mediated by a decrease of ATP-dependent out-to-in PS movement (Wanderley et al.,
2006), probably by downregulation of APT function. However, there is no difference
(paper Pepe 2003) or just very slightly (Tripathi 2003) in internalisation of PS
analogues between log-phase promastigotes and those being in the stationary phase. In
addition, KO Leishmania parasites for the APT LdMT shows similar infectivity and
ability to develop the disease than control cells (Wanderley et al., 2005). Finally,
although the involvement of in-to-out movements of PL was discarded to explain PS
externalisation (Tripathi 2003), the authors measured this activity at 0 °C, a temperature
where the function of an ABC transporter will be silent.

In contrast, in this article we provide evidence supporting the involvement of a
new ABCG half-transporter (LABCG1) from Leishmania in the PS exposure in the
outer leaflet of the parasite plasma membrane: i) downregulation of LABCG1 function
by overexpressing an inactive version of the transporter diminish the translocation of
fluorescent short-chain analogues of PS (NBD-PS). This dominant negative phenotype
seems to be specific for the head of the PL, as the movement of fluorescent analogues of
PC, PE or SM were not affected; ii) Annexin V—Alexa 488 binding assays showed that

LABCGI1 “functional knock-down” promastigotes expose less endogenous PS in the
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stationary phase than control parasites; iii) this LABCG1¥™-mediated defect in the
externalization of PS correlated with significantly reduced infection of mouse peritoneal
MF; iv) the differences in the ability to infect MF between control and LABCG1*™
overexpressing parasites disappeared when most external PS was masked by
preincubating the parasites in the presence of Annexin-V; v) finally, LABCG1 belongs
to the same subfamily than mammalian ABCG2, a well characterized PS transporter (de
Freitas Balanco et al., 2001). These results strongly suggest that downregulation of
LABCGI function reduces the externalization of PS required for the infection of mouse
peritoneal MF. Recently, Real Time RT-PCR experiments showed that LABCG]1 have a
constitutive expression on both life cycle stage in Leishmania donovani (Tripathi and
Gupta, 2003). Although not discussed in detail in this article, LABCG1 expression
seems to be higher in the amastigotes form than in the log-phase promastigote forms, as
expected for a protein involved in PS externalisation.

A number of lipid translocases has already been described in Leishmania. They
include a member of the APT (ref javi) and different ABC transporters such as
LABCB4/LMDRI1 (Seifert et al., 2007), LABCA1 (Woehlecke et al., 2003), LABCA2
(Bosedasgupta et al., 2008), LABCG4 (Perez-Victoria et al., 2001b), LABCG6
(Castanys-Mufioz et al., 2008. submitted) and LABCG1 (this work). Between them,
LABCGI] seems to be the only one specific for the headgroup of the PS. Although the
results here presented strongly suggest that LABCGI is involved in PS exposition at the
surface of the parasite, probably a diminished activity of one or more APT, and maybe
the stimulation of putative scramblase, will be also important.

The role of the apoptotic-like PS exposition in the establishment of the infection
by Leishmania is a topic of discussion. One possibility is that PS positive cells will not

necessarily die, and use PS exposition, in an apoptotic mimicry fashion, for the MF

99



infection and inhibition of its microbicidal activity (Araujo-Santos et al., 2005;
Barcinski et al., 2003; Castanys-Munoz et al., 2007; Parodi-Talice et al., 2003). The
second possibility argues that PS positive forms are indeed apoptotic “altruist” parasites
convicted to death, but required for the PS negative infective parasites to invade the host
cell, in a truly cooperative system (van Zandbergen et al., 2006). Although we have
observed that AN+/PI- parasites in the stationary phase present the same size that the
AN- ones, in contrast to the observed for L. major (ref PNAS), we have not determined
the viability of these PS positive parasites. Anyway, in both situations, PS exposure,
probably involving LABCGI1 function, is the relevant phenotype for MF infection and
inactivation, allowing parasite persistence in the host.

LABCGla, 1b and lc are organized in tandem. LABCGIc is a truncated gene,
coding for a protein that only has the Walker B the signature conserved motifs, and two
transmembrane segments. The dimerisation requirement for ABCG proteins to become
functional, allowed us to test a dominant negative approach to down-regulate LABCGI
function. Dominant-negative inhibition of mammal ABCG2 (van Zandbergen et al.,
2007) and Leishmania LABCGS (Campos-Salinas J. et al., 2008, submitted) has also
been described by the overexpression of different mutated forms of the transporters.
Although the inhibition of LABCGI function is the most probable effect of the
overexpression of the inactive version of LABCG1, we cannot rule out the dominant-
negative inhibition of other putative partners. Indeed, some ABCG proteins such as
human ABCG5/8 (de Freitas Balanco et al., 2001) and Drosophila White, Brown and
Scarlet function as heterodimers (Laskay et al., 2003). The later can even change the
substrate transported as a function of the partner of the White protein (Kage et al.,
2002). However, as overexpression of inactive versions of LABCG3 and LABCGS does

not affect the translocation of PS (Campos-Salinas J., et al 2008, submitted and
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Castanys-Muioz et al., 2008 submitted) or the infectivity of the parasites (Campos-
Salinas J., et al 2008, unpublished results), and overexpression of mutated LABCG1*™
does not alter the phenotype produced by LABCG4 (Wang et al., 2008), LABCGS
(Campos-Salinas J., et al 2008, submitted) and LABCG6 (Castanys-Muiioz et al., 2008
submitted), it is more probable that LABCG1 does not heterodimerize with these other
ABCG proteins. However, an interesting possibility could be that truncated LABCGl.c,
known to be expressed at least at mRNA levels (Schmitz et al., 2001), could have a
dominant negative effect on LABCGI function, which could be a novel way to regulate
protein function in this parasite. Further experiments will be needed to prove this
hypothesis.

In conclusion, we provide evidence about the involvement of Leishmania
LABCGI, a novel ABCG transporter, in the PS exposure in the outer leaflet of the

plasma membrane of stationary parasites and about how down-regulation of LABCG1

function reduce significantly the infectivity of mouse peritoneal MF.
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Experimental procedures

Materials

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5diphenyltetrazolium bromide (MTT) were obtained
from Sigma. The fluorescent analogues 1-palmitoyl-2-[6-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-
4-yl)amino]hexanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (NBD-PC), -phosphoethanolamine
(NBD-PE), -phosphoserine (NBD-PS) and 6-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino-
hexanoyl-sphingosine-1 phosphocholine (NBD-sphingomyelin, NBD-SM) were from
Avanti Polar Lipids (Birmingham, AL, USA). Annexin V, was purchased from Sigma
Chemical Company (St. Louis, USA) and annexin V—Alexa 488 was purchased from

Molecular Probes.

Strains, cell culture, cell transfection and analysis

Promastigote forms of wild-type L. infantum (strain 21578, LEM 2592, Montpellier,
France) and L. donovani (MHOM/ET/67/HU3) were maintained as described (Castanys-
Munoz et al., 2007; Leprohon et al., 2006). Parasites were transfected as previously
described (Bosedasgupta et al., 2008). 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 (Araujo-Santos et al., 2005). IC50 was defined as the drug
concentration required for half-maximal inhibition of the cellular growth rate.
DNA constructs and transformation procedures
ABCGL1 from L. major (GeneDB-L. major, Accession Code LmjF06.0080) was isolated
from genomic DNA of L. major by PCR wusing sense (5'-
ATATCGCTGTCTCTGCGTCG) and antisense (5'-
GGCAAACACACAGAGCGATG) primers. Nucleotide sequences were determined

automatically as described (Parodi-Talice et al., 2003). LABCG1 gene was cloned into
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the Leishmania expression vector (pUCNeoPlus) (Perez-Victoria et al., 2003b). To
obtain parasites overexpressing non-functional LABCG1, a mutation was introduced in
the Walker A motif of the ATP binding domain to replace the lysine 108 for a
methionine (K108M) using the QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis kit

(Stratagene, La Jolla, CA).

Analysis of fluorescent phospholipid uptake
Analysis of the translocation of fluorescent phospholipid analogues by flow cytometry
were done as described (Kennedy et al., 2001b) using a Beckton Dickinson FACScan

(San José, CA), equipped with an argon laser operating at 488 nm.

Promastigote binding with Annexin-V- Alexa 488 conjugate

Leishmania promastigote forms from stationary phase were harvested in RPMI-
1640 and were centrifuged at 2500 x g for 10 min at 4 -C. The cells were washed with
annexin V-binding buffer (100mM HEPES, 150mM NaCl, 5mM KCI, 5mM CaCl, and
1mM MgCl,; pH 7.4). The washed cells were resuspended in the same buffer and
incubated with annexin V—Alexa-488 (1 ug annexin V-alexa 488/ 10 x 10° cells) at 4°C
for 15 min. Afterwards, the parasites were labelled with propidium iodide (1ug/ul
distilled water) and the mixture incubated for 5 min at 4 -C. The cells were washed at
2500xg for 1 min at 4 <C and resuspended to a cell density of 4x10° cells/ml. Cellular
fluorescence was quantified by scanning the emission in a Beckton Dickinson FACS
scalibur and analysed by the Cell Quest Pro software application. A total of 10,000
events were harvested from each sample. The control cells were incubated in Annexin

V-binding buffer alone without Annexin V—Alexa-488, under identical conditions.
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In vitro infection of MF

Peritoneal MF from BALB/c mice (Charles River Ltd.) were harvested by lavage with
ice-cold RPMI 1640 medium, plated at a density of 10 x 10* MF/well in RPMI-1640
medium plus 10% hiFBS in 8-well IBIDI (15u-Slide) and allowed to adhere for 2 hours
at 37 °C in a 5% CO,. These MF were infected at 35 °C with stationary-phase
promastigotes (metacyclic) forms of control and LABCG1®™ L. infantum parasites
with or without Annexin V (2,5 pg/10 x 10° promastigotes), previously washed with the
RPMI-1640 free serum medium, at a ratio of 1:20 (MF: parasites) in RPMI-1640
medium supplemented with 5% hiFBS. After 4 h of infection, excess parasites were
removed by washing with serum-free medium. The infected MF were further incubated
in RPMI 1640 medium supplemented with 10% of hiFBS for 24h at 37 °C in a 5% CO,
atmosphere to allow intracellular parasite proliferation. After the incubation period, the
cultures were stained with DAPI and the infections were analyzed with images acquired
with an Olympus IX81 microscopy as described (Lario et al., 1997). Parasites were

quantified using a cell counter of the Image J software (http://rsb.info.nih.gov/ij/). The

photos were deconvolved using Huygens Professional from Scientific Volume Imaging

(http://www.svi.nl). The infectivity index was calculated by multiplying the percentage

of infected macrophages by the average number of amastigotes/ infected cells. The
percentage of the infection was calculated by multiply the percentage of infected MF by
not infected MF. The mean of amastigotes by MF was calculated by dividing the total
number of amastigotes by the number of infected MF. Three independent experiments

were performed with duplicates.
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Statistical analysis
The statistical significance was determined by Student’s t-test. Significance was

considered as P < 0.05.
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Figure legends

Figure 1: Membrane topology for the Leishmania half-transporter LABCGla, 1b and
lc. The nucleotide binding domain (NBD) is located in the N-terminal and the
transmembrane domain (TMD) is proximal to the COOH end. The membrane-spanning
helices of the TMD are shown as helices passing through the lipid bilayer. The ATPase
catalytic Walker A, Walker B, and the signature motifs (C) localized in the nucleotide
binding domain (NBD), are showed respectively (boxes A, B and C, respectively). The
KM box marks the catalytic site mutation (K(108)M) engineered into the Walker A
motif. The topology model was predicted with TMHMM
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM-2.0/) and TMRPres2D
((http://biophysics.biol.uoa.gr/TMRPres2D/).

Figure 2: Amino acid sequences of LABCGla and LABCG1b of Leishmania. Putative
transmembrane segments (TMD), predicted with TMHMM
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM-2.0/) and TMRPres2D
(http://biophysics.biol.uoa.gr/TMRPres2D/), are underlined. Walker A and Walker B
motifs are boxed and ABC family signature motifs are double-underlined.

Figure 3: C4-NBD-PL accumulation in Leishmania parasites overexpressing LABCG1.
Parasites were incubated with the phospholipid analogs NBD-PC (A), NBD-PE (B),
NBD-PS (C) or NBD-SM (D) for 30 min at 28°C. After washing and back-exchange
with BSA, cell-associated fluorescence was measured by Flow cytometry analysis. The
grey histogram represents control-transfected cells, the uncoloured histogram
represents those of dominant negative parasites and the dotted line represents
non-labelled cells. Results are representative of three independent experiments.

Figure 4: Flow cytometry analysis of annexin V—-Alexa 488 % bound to stationary phase
of Leishmania promastigotes. A: Density plot represent the percentage of annexin V-
Alexa 488 in control parasites. B: Density plot represent the % of annexin V-Alexa 488
in dominant negative parasites. Right upper quadrant represents of percentage of
apoptotic cells and right down quadrant represents PS positive and not apoptotic cells
Cell-associated fluorescence was measured by Flow Cytometry analysis. Results
represent two independent experiments.

Figure 5: Infectivity of mouse peritoneal MF with stationary phase Leishmania infantum
dominant negative for LABCGI1 and control parasites. A: The determination of the
intracellular amastigote forms was done by counting the kinetoplastides (K) of the
parasites stained with DAPI as well as the nucleus of the peritoneal MF (N). The
calculation was done by using the cells counter of Image J software. B: The percentage
infectivity index = infectivity index of dominant negative cells)/(infectivity index of
control cells) x 100. C: The percentage of the infection was determined by multiply the
percentage of infected MF by 100 divided by non-infected MF. D: The mean number of
amastigotes by MF was determined dividing the total number of amastigotes by total
infected MF. Results represent the means + SD of two independent experiments.

Figure 6: Infectivity Index of mouse peritonecal MF with stationary phase Leishmania
infantum dominant negative for LABCG1 and control parasites with or without Annexin
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V. The percentage infectivity index = infectivity index of treated cells)/(infectivity
index untreated cells) x 100. The quantification was done by using a cell counter of
Image J software. The mean number of amastigotes by MF was determined dividing the
total number of amastigotes by total infected MF. Results represent the means = SD of
two independent experiments.
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 6
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DISCUSION

Los protozoos parasitos son responsables de algunas de las
enfermedades mas comunes y devastadoras que afectan el hombre y a los
animales domésticos, amenazando la vida de una tercera parte de la poblacién
mundial (Parodi-Talice et al., 2003). A pesar de su grave impacto, al afectar a
los habitantes de las regiones mas pobres del planeta, estas enfermedades
estan marginadas del interés de la industria farmacéutica (Araujo-Santos et al.,
2003). Todavia no se dispone de una vacuna efectiva para prevenirlas y, por lo
tanto, la quimioterapia sigue siendo la principal forma de lucha contra los
parasitos. Aunque estos organismos poseen atractivas dianas terapeéuticas
gracias a sus rutas bioquimicas especificas, desafortunadamente la mayoria de
los farmacos antiparasitarios llevan usandose desde hace mas de cinco
décadas. De hecho, segun un analisis de Pecoul y col. (Cavazzuti et al., 2008),
de los 1233 farmacos nuevos comercializados entre 1975 y 1997, sdélo 13
fueron aprobados para enfermedades tropicales. Ademas, muchos de estos
farmacos antiparasitarios clasicos son altamente téxicos y han dejado de ser
efectivos debido al incremento en la aparicion de fallo terapéutico y resistencias
en los parasitos, lo que se ha convertido en un importante problema de salud
publica. Entre estas enfermedades, la leishmaniasis es la que mas muertes
provoca tras la malaria, por lo que es una de las enfermedades “olvidadas” que
se han convertido en una prioridad para la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) ( http://www.who.int/en/).

Afortunadamente, la situacion actual de la quimioterapia para el
tratamiento de la leishmaniasis es mas prometedora de lo que lo ha sido desde
hace décadas, gracias a la reciente aparicion de nuevos farmacos y de nuevas
formulaciones de farmacos antiguos, ya aprobados o en fase clinica de estudio.
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. En este sentido, 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 (Ouellette, 2001). Ademas, de factores como la variacion en la
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sensibilidad de cada especie de Leishmania, variaciones en su
farmacocinética, y de variaciones en la interaccién farmaco-respuesta inmune
del paciente (Alvar et al., 2006b), otros factores como la seleccion, por de
mecanismos de resistencia que disminuyen la eficacia del tratamiento
terapéutico juegan un papel importante en el fallo terapéutico frente a la
leishmaniasis. Estas resistencias se han observado experimentalmente incluso
para la miltefosina, primer farmaco activo por via oral frente a la leishmaniasis
visceral (con una eficacia terapeutica del 96%) y recientemente comercializada
en India bajo el nombre de Impavido®, asi como frente a la leishmaniasis

cutanea(Pecoul et al., 1999).

Se ha demostrado experimentalmente que los transportadores
pertenecientes a la familia ABC, ademas de otras funciones bioldgicas, estan
implicados en fendémenos de resistencia a farmacos empleados en la
quimioterapia contra la leishmaniasis (revisado por (Singh et al., 2006; Sundar,
2001). Asi, recientemente se ha relacionado al transportador ABC MRPA con la
resistencia a antimoniales pentavalentes en aislados clinicos de pacientes de
India con leishmaniasis visceral (Ouellette et al., 2004; Soto et al., 2008).

Los transportadores ABC descritos hasta el momento en Leishmania forman
parte de las subfamilias ABCA, ABCB, ABCC vy, recientemente, ABCG
(revisado por (Mittal et al., 2007; Mukherjee et al., 2007; Ouellette et al., 1998b;
Perez-Victoria et al.,, 2001a). De estas subfamilias de transportadores, la
subfamilia ABCA (LtrABCA1.1 y LtrABCAZ2), se ha caracterizado y determinado
su implicacion en el trafico de fosfolipidos (Leprohon et al.,, 2006),
observandose como la sobreexpresion de LtrABCA2 modifica el trafico
vesicular y la infectividad del parasito (Castanys-Munoz et al., 2007). En 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 caracterizados en diferentes especies de Leishmania y que han recibido
diferentes nombres segun la especie en la que se ha caracterizado
(Bosedasgupta et al., 2008), (Parodi-Talice et al., 2003), (Araujo-Santos et al.,
2005), (Henderson et al., 1992). Estas proteinas Pgp-MDR1 confieren un
fenotipo MDR similar al observado en células tumorales de mamiferos,

expulsando una gran variedad de farmacos diferentes estructural vy
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funcionalmente al exterior celular, aunque sin embargo se desconoce su
funcidn fisioldgica. En el caso de la proteina LirMDR1 de L. tropica resistente a
daunomicina, la proteina confiere resistencia a los alquil-lisofosfolipidos
miltefosina y edelfosina, actualmente considerados como los farmacos mas
prometedores en el tratamiento de la leishmaniasis, debido a un significativo
eflujo de farmacos (Chow et al., 1993). El tercer grupo de transportadores ABC
caracterizados en Leishmania es la subfamilia ABCC. Los estudios funcionales
realizados con diferentes transportadores de esta subfamilia han determinado
su implicacioén en la resistencia a farmacos, siendo la proteina PGPA (MRPA),
una de las mas estudiadas por su relacion con la resistencia a arsenito y
antimoniales, debido a la translocacion de estos compuestos conjugados a
tripanotion al interior de una vacuola (Gueiros-Filho et al., 1995).

Dentro de la subfamilia ABCG, existen diferentes transportadores de los que
sb6lo se ha realizado la caracterizacion de los transportadores LABCG4 y
LABCGG6, cuya funcion esta relacionada con la resistencia a farmacos y el
transporte de fosfolipidos. El transportador LABCG4 se localiza en la
membrana plasmatica de Leishmania y confiere una significativa resistencia a
miltefosina asi como esta implicado en el transporte del analogo fluorescente
de fosfatidilcolina (Chiquero et al., 1998). Igualmente, el transportador LABCG6
se localiza en la membrana plasmatica del parasito (Castanys-Mufioz y col.,
2008, articulo enviado para su publicacion) y confiere resistencia a diferentes
farmacos tales como camptotecina (Perez-Victoria et al., 2006d), a los alquil-
lisofosfolipidos miltefosina, edelfosina y perifosina, asi como a Ilas
aminoquinoleinas: sitamaquina, cloroquina y mefloquina (Castanys-Mufioz vy

col., 2008, articulo_enviado para su publicacién). A pesar de los estudios

realizados en algunos transportadores de la subfamilia ABCG, su funcién
fisiolégica en Leishmania esta aun por determinar.

Una de las posibles funciones que estos transportadores pueden llevar a
cabo seria su implicacion en la regulacion de la distribucidn lipidica entre la
cara citosolica y la cara externa de la membrana plasmatica.

Las membranas plasmaticas de las células eucariotas presentan una
distribucion asimétrica, con los aminofosfolipidos PE y PS en la cara citosdlica,
mientras que PC, SM y los glicolipidos se encuentran predominantemente en la

cara externa (Ouellette et al., 1998a). Esta asimetria se mantiene como
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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 acompafnado por un transporte hacia fuera de esos
fosfolipidos, llevado a a cabo por los transportadores LABCG4, LABCG6 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 e invasién del parasito en la

célula hospedadora.

Una forma racional de buscar nuevos farmacos antiparasitarios consiste en
conocer las diferencias bioquimicas entre el parasito y el hospedador humano.
Un ejemplo en los parasitos tripanosomatidos seria la incapacidad de sintetizar
hemo, una molécula esencial en todos los organismos aerdbicos que juega un
papel primordial en gran cantidad de procesos fisiolégicos como la respiracion,
la transcripcion y traduccion de genes, la diferenciacion celular y la
transduccion de sefiales. La absoluta necesidad de tomar hemo de una fuente
exdgena ya se consideré hace mas de 70 afios como el “Talon de Aquiles” de
los parasitos tripanosomatidos. La reciente finalizacion del proyecto genoma de
estos parasitos (Castanys-Munoz et al., 2007) ha puesto de manifiesto que esta
auxotrofia para hemo se debe a que no presentan la mayoria de las enzimas
necesarios para su sintesis. En T. brucei y T. cruzi esta ausente toda la ruta
biosintética, mientras que en Leishmania soélo se encuentran los 3 ultimos

enzimas de la ruta, de los 8 existentes en humanos .

Es interesante sefalar que estos tres enzimas presentan mayor homologia
con los equivalentes de bacterias que con los de eucariotas (Bosedasgupta et
al., 2008). La presencia de ferroquelatasa en la membrana interna mitocondrial,
la ultima enzima de la ruta que anade el Fe a la protoporfirina IX (PPIX) para
formar el hemo, explica que el hemo pueda ser sustituido por PPIX cuando se
cultivan Leishmanias (van Meer et al., 2006). Las propiedades quimicas del
grupo hemo hacen que su entrada a las células y su tréafico intracelular no
pueda ser debida a procesos de difusion, como se ha pensado clasicamente,

requiriendo un aporte de energia para su translocacion (lvens et al., 2005). No
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se conoce como se produce el trafico de hemo en los parasitos, y las proteinas

implicadas podrian ser atractivas dianas terapéuticas.

Implicacion del transportador LABCG5 en el trafico de hemo en

Leishmania.

Una primera parte de nuestro trabajo consisti6 en el estudio de la
implicacién del transportador LABCGS en el trafico de hemo en Leishmania

donovani.

Para la busqueda de proteinas ABCG que pudieran estar implicadas en el
trafico de hemo, usamos como modelo el ABCG2 humano, un conocido
transportador de porfirinas. Los analogos putativos se buscaron en la base de
datos del genoma de L. major. El analisis de hidrofobicidad permitié
seleccionar uno de los cinco genes ABCG, al que se denominé LABCG5 de
acuerdo con la reciente clasificacion de Lephron y col., 2006 (Opperdoes and
Coombs, 2007). Este transportador ABCG presentaba una inusual topologia al
poseer un dominio N-terminal extra (TMDO), que no esta presente en ningun
otro tripanosomatido. En eucariotes superiores soélo se ha descrito un dominio
similar en un transportador de Saccharomyces cerevisiae, al que se ha
denominado ADP1(Chang and Chang, 1985).

LABCG5 codifica para una proteina de 1241 aminoacidos con un peso
molecular estimado de 135 KDa. Se ha descrito que hay un homodlogo en T.
cruzi y 2 en T. brucei (Krishnamurthy et al.,, 2007a). El estudio comparativo
entre las zonas NBD-TMD solapantes de LABCG5 y las proteinas ABCG
humanas mostraron una alta similitud con la proteina ABCG2 humana (49.7%),
y una baja similitud con la proteina ABCG1 humana (36.7%). Ademas de la
similitud de secuencias entre la proteina ABCG2 humana y LABCGS5, también
hay que mencionar que ambas proteinas son “half transporters” que requieren
dimerizar para ser funcionales (Leprohon et al., 2006; Purnelle et al., 1991), y

que poseen un motivo de dileucina (ExxxLL) (Leprohon et al., 2006).

Para facilitar el estudio funcional de esta proteina se obtuvo un anticuerpo
policlonal a partir de una proteina recombinante correspondiente a la region

NBD de la proteina. Estudios de western blot utilizando lisados totales de L.
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donovani mostraron que esta proteina se expresa constitutivamente, con un
peso molecular de 135 KDa. Este tamano, a diferencia del ABCG2 humano,
sugiere que LABCGS no se encuentra glicosilada (Smith et al., 2002). Ademas,
es la primera vez que en Leishmania spp. se describe una expresion
constitutiva tan alta de un transportador ABC. Este hecho junto con el
requerimiento de dimerizacion para ser funcional, permiti6 el uso de la
estrategia de un dominante negativo para disminuir la funcién de LABCGS.
Para ello primero clonamos el gen LABCG5 con sus regiones UTR 5 y 3.
Posteriormente, se introdujo una mutacién en la posicién 625 del marco abierto
de lectura y se cambid una lisina por una metionina. Se sabe, que la lisina es
critica para que ocurra la hidrdlisis del ATP en los transportadores ABC sin

afectar sus propiedades de oligomerizacion (Bates et al., 2001).

Se sabe, que los promastigotes de Leishmania cultivados in vitro, poseen
un requerimento de hemo que puede ser cubierta por hemo libre o unida a
hemoglobina. El fenotipo del dominate negativo fue rescatado por la presencia
de hemo libre y no hemo unido a la hemoglobina. Estos resultados sugieren
que la proteina LABCG5 es requerida para la obtencion intracelular de hemo
liberado de la degradacién de la hemoglobina. En efecto, la hemoglobina y el
hemo siguen diferentes rutas, como se ha descrito en T. cruzi (Schmitz et al.,
2001). En promastigotes de Leishmania se ha sugerido que la hemoglobina es
la fuente fisiolégica de hemo. En estos parasitos la hemoglobina entra al
interior celular por un proceso de endocitosis mediada por un receptor (Diop
and Hrycyna, 2005; Ozvegy et al., 2002), via endosomas tempranos asociados
a Rabb y posteriormente, endosomas tardios asociados a Rab7 (Lara et al.,
2007). Recientemente, se ha descrito que la degradacion de hemoglobina es

un proceso mediado por Rab7 (Fig.14) (Sengupta et al., 1999).
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Figura 14 : La obtencion de hemo en el estadio promastigote de Leishmania sp. depende
de dos vias. La primera es la degradacion de Hb via Rab5/Rab7 y la segunda por la
entrada de hemo libre. Los signos de interrogacion indican las vias del trafico de hemo
que se desconocen en la actualidad (Krishnamurthy et al.,, 2005; Patel et al., 2008;
Sengupta et al., 1999; Singh et al., 2003).

Al mismo tiempo se verificd que este defecto en el crecimiento de la linea
dominante negativa no fuese debido a un defecto en la endocitosis. Los
resultados obtenidos usando dos marcadores de endocitosis (FM4-64 vy
esfingomielina) (Patel et al., 2008; Singh et al.,, 2003) mostraron que los
parasitos dominantes negativos acumularon la misma cantidad de estos
marcadores con respecto al control. Al mismo tiempo se evaluo si la exocitosis
de esta linea celular se encontraba alterada y los resultados indicaron que
tampoco es este proceso el responsable del retraso en el crecimiento de los

parasitos dominantes negativos.

Son numerosas las evidencias que implican la participacion de LABCG5 en

el trafico del hemo en Leishmania:

124



i) parasitos dominantes negativos mostraron una significativa inhibicion
del crecimiento en medio suplementado con hemina libre 6 cuando la

sobreexpresion del gen fue eliminado.

i) al suplementar el medio con hemoglobina (metabolito suficiente para
el normal crecimiento del parasito), no se obtuvo un rescate del

fenotipo.

iii) experimentos de pull down con hemina-agarosa precipitaron la
proteina LABCGS5; este resultado indicd que la interaccion entre la
hemina y este transportador estd inhibida de una manera
dependiente de concentraciones crecientes de hemina libre. Por
ultimo, se ha descrito que la proteina ABCG2 humana transporta
porfirinas (Galbraith and McElrath, 1988; Vida and Emr, 1995) y

presenta una significativa homologia con la proteina LABCGS.

La proteina LABCG5 se encuentra localizada en una red vesicular que
incluye estructuras multivesiculares, ubicadas entre el nucleo y el bolsillo
flagelar. Esta red vesicular corresponde a la estructura endomas
tardios/lisosomas (Perez-Victoria et al., 2003a) que es la ruta por donde es
llevada la hemoglobina para su degradacion. Estos resultados sugieren, que la
localizacion de LABCG5 podria promover la liberacién al citoplasma del hemo
generado a partir de la degradacion de la hemoglobina. Interesantemente,
LABCGS posee una senal de dimeros de dileucina similar al descrito en todas
las proteinas ABCG humanas y las proteinas White, Brown and Scarlet de D.
melanogaster (Jonker et al.,, 2002). Esta sefial podria promover el sorting
adecuado desde el aparato de Golgi via lisosomas y endosomas
(Krishnamurthy et al., 2004) a través del reconocimiento del complejo
adaptador denominado AP. Este complejo adaptador AP es un componente
clave de los mecanismos involucrados en el transporte de las proteinas de

membranas (Weise et al., 2000).
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Implicacion del transportador LABCG1 en el proceso de infeccion de

macrofagos peritoneales por Leishmania.

El siguiente objetivo de este trabajo fue el estudio de un segundo gen
ABCG de Leishmania denominado LABCG1. Los resultados indicaron que esta
proteina esta involucrada en la exposicién de la PS enddgena hacia la cara
externa de la membrana plasmatica del parasito. La inactivacién de LABCG1
disminuye significativamente la capacidad infectiva en la linea dominante
negativa. Los factores que afectan la virulencia en Leishmania representan un
atractivo blanco para el disefio de nuevos farmacos. Se ha demostrado que los
amastigotes intracelulares de Leishmania invaden macréfagos no infectados al
exponer PS en su superficie celular (Bonifacino and Traub, 2003; Robinson and
Bonifacino, 2001; Schmitz et al.,, 2001) y los promastigotes en la fase
estacionaria de crecimiento contienen cantidades significativamente altas de

PS en la cara externa de la membrana (Wanderley et al., 2005).

Para la busqueda de proteinas ABCG que pudieran estar implicadas en los
procesos de infectividad en Leishmania, usamos también como modelo el
ABCG2 humano, un transportador de PS (de Freitas Balanco et al., 2001). Los
analogos putativos se buscaron en la base de datos del genoma de L. major. El
analisis de hidrofobicidad permitié seleccionar tres de los cinco genes ABCG,
que se encuentra triplicados en el genoma de Leishmania spp y que se han
denominado, LABCG1, LABCG2 y LABCG3 de acuerdo a la reciente
clasificacion de Lephron y col., 2006 (Wanderley et al., 2006). Cabe destacar
que en la base de datos de Leishmania LABCG3 esta descrito como un
pseudogen. Recientes estudios utilizando RT-PCR en tiempo real mostraron
que los genes LABCG1, LABCG2 y LABCG3 se expresan constitutivamente
tanto en promastigotes como en amastigotes axénicos (Tripathi and Gupta,
2003). Este hecho junto con el requerimiento de dimerizacion para ser
funcional, permiti6 el uso de la estrategia de un dominante negativo para
disminuir la funcion de LABCG1. Para ello primero clonamos el gen LABCG1
con sus regiones 5’ y 3° UTR. Posteriormente, se introdujo una mutacion en la
posicion 108 del marco abierto de lectura y se cambidé una lisina por una

metionina. Como se menciond anteriormente, esta mutacién inhibe la hidrélisis
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de ATP, pero mantiene las propiedades de heterodimerizacion (Woehlecke et
al., 2003).

LABCG1 codifica para una proteina de 633 aminoacidos con un peso
molecular estimado de 72 KDa. Se ha descrito que hay un homoélogo en T.
cruziy 2 en T. brucei (Leprohon et al., 2006). El estudio comparativo entre las
zonas NBD-TMD de LABCGH1 vy las proteinas ABCG humanas mostraron una
alta similitud con la proteina ABCG2 humana (49.3%), y la mas baja fue con la
proteina ABCG1 humana (38.9%). Sumado ha esta similaridad de secuencias
entre la proteina ABCG2 humana y LABCG1, también hay que mencionar que
ambas proteinas son “hemi-transportadores” que requieren dimerizar para ser

funcionales (Bosedasgupta et al., 2008; Ozvegy et al., 2002).

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que LABCG1 esta
involucrado en la translocacién de PS y que la inactivacion de esta proteina
reduce significativamente en el proceso de infeccién en Leishmania:

i) LABCG1 pertenece a la misma subfamilia que la proteina humana

ABCG2, la cual transporta PS (Leprohon et al., 2006).

ii) LABCG1 transporta el analogo de fosfolipido NBD-PS y la PS
enddégena.

iii)) El porcentaje de células apoptdticas en la linea dominante negativa y
control fueron muy bajas, lo que indico que los parasitos que
exponen PS son viables.

iv) La linea dominante negativa para LABCG1 mostré una significativa
inhibicion en el indice de infectividad con respecto a células
controles.

V) Cuando los experimentos de infecciones fueron realizados usando
anexina V, el indice de infectividad en parasitos dominates negativos
no cambid. Este resultado es consistente con el hecho de que los
parasitos dominantes negativos tienen afectados el proceso de
externalizacion de PS y este es uno de los factores requeridos para
que ocurra el proceso de infeccidn en macrofagos peritoneales. Por
el contrario, cuando se evalud el indice de infectividad en parasitos

que presentaban la proteina ABCG5 inactivada no se obtuvieron
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diferencias en este parametro entre la linea celular dominante

negativo y el control.

La influencia de la modificacion en la asimetria de la membrana sobre el
parametro de infectividad ha sido estudiada en nuestro laboratorio a través de
la sobreexpresion de transportadores ABC. Hemos demostrado que lineas de
Leishmania que sobreexpresan LABC1.1 y LABCA2 presentaban una
significativa disminucion en el indice de infectividad que se relacion6 con la
modificacion del trafico vesicular (Bates et al., 2001; Smith et al., 2002). En
cambio, experimentos usando un “mutante nulo” para la aminofosfolipido
translocasa de Leishmania (LdMT) (Woehlecke et al., 2003) mostré que la falta
de este transportador no cambié el indice de infectividad con respecto a los
parasitos controles (Parodi-Talice et al., 2003).

Esta caracteristica, de exponer PS y recrear una condiciéon de falsa
apoptoésis, parece ser muy importante en el establecimiento de Leishmania
dentro de su hospedador (Araujo-Santos et al., 2005). En este contexto, se han
planteado dos explicaciones para la capacidad de Leishmania de exponer PS.
La primera teoria plantea que la exposicion de PS es parte de una muerte
programada y los parasitos positivos para PS son los mas infectivos, y una vez
dentro del macrofago, estos deberian sobrevivir a la muerte dentro del
ambiente acido del fagolisosoma. Si por el contrario, las formas infectivas son
las que no exponen PS en la cara externa de la membrana, serian las formas
positivas para PS las que facilitarian la infectividad, de una manera altruista
(Perez-Victoria et al., 2003b). En ambas situaciones, la exposicion de PS, con
la consecuente inactivacién del macrofago, es relevante para el fenotipo de

persistencia en el hospedador por parte de Leishmania (Seifert et al., 2007).
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CONCLUSIONES

1. Se han aislado los genes LABCG1 y LABCG5 de Leishmania major, que
codifican dos proteinas pertenecientes a la subfamilia de “half-
transporters” ABCG/WHITE. El gen LABCGL1 se encuentra duplicado en el
cromosoma 6 mientras que el gen LABCGS5 es de copia unica y se localiza

en el cromosoma 23.

2. El gen LABCGS5 se expresa constitutivamente y la proteina que codifica
presenta una significativa homologia con el transportador de porfirinas
humano ABCG2. Ademas, LABCG5 contiene un dominio transmembrana

N-terminal ausente en todas las proteinas ABCG de mamiferos.

3. La sobreexpresidon de un mutante inactivo de LABCGS produce un
fenotipo dominante negativo caracterizado por una significativa
disminucién del crecimiento de los parasitos. Este fenotipo puede ser
rescatado al eliminar la sobreexpresion de la proteina mutada o al
suplementar con hemina libre, pero no al afadir hemo en forma de

hemoglobina.

4. La proteina LABCG5 puede ser precipitada por cromatografia de afinidad
con hemina-agarosa. Esta interaccion se puede interferir mediante la

adicion de dosis crecientes de hemina libre.

5. LABCGS5 se localiza en cuerpos multivesiculares y en otras vesiculas
asociadas, probablemente de naturaleza endolisosomal, entre el bolsillo

flagelar y el nucleo.

6. La sobreexpresion de un mutante inactivo de LABCG1 produce un
fenotipo dominante negativo caracterizado por una disminucién en la
translocaciéon de analogos fluorescentes de fosfatidilserina. LABCG1
reconoce especificamente el grupo polar de este fosfolipido dado que los

parasitos dominantes negativos para este transportador no muestran
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ninguna disminucion en la internalizacion de analogos de fosfatidilcolina,

fosfatidiletanolamina o esfingomielina.

Los parasitos dominantes negativos para LABCG1 en fase estacionaria
exponen menos fosfatidilserina enddégena en la cara externa de la

membrana con respecto a los controles.

La menor externalizacion de fosfatidilserina en los parasitos dominantes
negativos para LABCG1 se correlaciona con una menor capacidad para
infectar macrofagos peritoneales de raton. Estas diferencias con los
parasitos controles desaparecen al enmascarar con Anexina-V la

fosfatidilserina expuesta en la superficie del parasito.

La sobreexpresion de LABCG1 y LABCG5 no confiere resistencia a

diferentes farmacos leishmanicidas.
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