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Resumen

RESUMEN

La leishmaniasis es la segunda enfermedad parasitaria en importancia por
detras de la malaria, tanto desde el punto de vista de la prevalencia anual de
casos como de la letalidad de alguna de sus variantes, en el caso de no ser
tratada. Segun los datos de la OMS, hay 350 millones de personas en el mundo
en riesgo de padecer la enfermedad, dandose de forma estimada de 0,2 a 0,4
millones de casos de leishmaniasis visceral y de 0,7 a 1,2 millones de casos de
leishmaniasis cutanea cada afio. Ante la ausencia de una vacuna eficaz, solo
queda llevar a cabo programas de control de las poblaciones del insecto vector y
tratamientos quimioterapéuticos de los afectados. Actualmente existe un muy
reducido arsenal de farmacos para el tratamiento de Ila leishmaniasis,
empleandose aun como primera linea, los antimoniales pentavalentes, cada vez
mas criticados desde el punto de vista del fallo terapéutico por aparicion de
resistencias en zonas endémicas. Se trata de un hecho preocupante y cada vez
mas frecuente, siendo necesario el desarrollo de nuevos farmacos eficaces o el
empleo de compuestos que reviertan las resistencias generadas a los farmacos

ya existentes.

Los transportadores ABC representan una de la familia de proteinas mas
amplia presente tanto en procariotas como en eucariotas, llevando a cabo
funciones muy diversas, y muchas de ellas de gran relevancia clinica. El genoma
de Leishmania contiene 42 genes codificantes para transportadores ABC
(Leprohon et al. 2006), clasificados a su vez en varias subfamilias desde la A
hasta la H, excepto 4 genes con muy baja homologia con el resto de los
transportadores ABC incluidos en un grupo denominado como “otros”, al cual
nuestro grupo ha denominado como ABCI, y que engloba a los genes ABCI1
(LmjF12.1190), ABCI2 (LmjF32.2060), ABCI3 (LmjF33.3040) y ABCI4
(LmjF33.3260), todos ellos codificantes para ABC “half-transporters”, con una
disposicion del NBD en el extremo carboxilo pero con el requerimiento comun de

formar homo-/heterodimeros para ser funcionalmente activos.



Resumen

A lo largo del presente trabajo de tesis doctoral, se ha estudiado la
implicacion del transportador ABCIl4 del parasito Leishmania en la resistencia a
farmacos e infectividad. El porcentaje de homologia tan bajo con otros
transportadores ABC de Leishmania, y con eucariotas en general, lo convierte en
un transportador interesante de estudio, ya que podria emplearse como diana

terapéutica en el tratamiento de la leishmaniasis.

El transportador ABCI4 pertenece a la familia ABC (ATP-binding cassette), y
presenta un grado de homologia muy bajo con otros transportadores ABC de
Leishmania, aunque mayor con transportadores mitocondriales de la familia
ABCB, que poseen una disposicion TMD-NBD. Se demuestra en este trabajo de
tesis la implicacion de ABCI4 en el eflujo de metales pesados, confiriendo asi
resistencia a Pentostam®, Sb", As" y Cd'". La resistencia observada se explica
gracias a la menor acumulacién de estos compuestos debido a un eflujo
significativamente mayor. Se ha demostrado mediante ensayos de co-
inmunoprecipitacion que el transportador ABCI4 forma homodimeros para realizar
su funcion de transporte. A su vez, se empled una combinacion de estudios de
localizacion subcelular empleando microscopia confocal y ensayos de
biotinilacion sirviendonos de parasitos que expresan ABCI4 fusionado a GFP-y a
FLAG-, observando que el transportador tenia una localizacibn dual en
mitocondria 'y membrana plasmatica. Ademas, los parasitos que
sobreexpresaban ABCI4 presentaron un incremento en la replicacion en el
interior de macrofagos peritoneales de raton. En este trabajo de tesis
determinamos también que algunas porfirinas son sustrato del transportador
ABCIl4. Consecuentemente, la sobreexpresion de ABCI4 conferia resistencia a
algunas porfirinas toxicas, tales como zinc-protoporfirina, debido a la menor
acumulaciéon resultante de un eflujo significativamente mayor. Ademas,
observamos que ABCI4 tiene una significativa capacidad de exportar tioles tras la
incubacion con Sb'", pudiendo considerar al transportador ABCI4 como una

potencial bomba tiol-X que es capaz de reconocer metales conjugados con tioles.



Resumen

Por otro lado, se investigaron una serie de 15 compuestos, potenciales
inhibidores de la actividad de ABCI4, derivados o analogos de flavonoides vy
trolox, evaluando su actividad revertidora de la resistencia a antimonio en los
parasitos que sobreexpresaban ABCI4. Entre los compuestos evaluados, N-
etiltroloxcarboxamida (compuesto D2), produjo la mayor actividad. Con el fin de
optimizar la actividad del compuesto D2, sintetizamos una serie de 10 derivados
(compuestos D3 a D12) mediante la condensacion de varias aminas con trolox. El
analisis de la actividad revertidora de la resistencia a antimonio mostré6 que N-
propiltroloxcarboxamida (compuesto D4) era el inhibidor mas potente de ABCI4.
La actividad revertidora se mantuvo en amastigotes intracelulares obtenidos tras
la infeccion de células THP-1. Ademas, los derivados de trolox revertian
significativamente la resistencia a la porfirina toxica zinc-protoporfirina. El
mecanismo de accion de estos derivados activos se demostrd ligada a la
reversion significativa de la acumulacion de Sb" y zinc-protoporfirina, debido al
descenso en el eflujo del farmaco. Dado que el transportador ABCI4 puede ser
considerado como una bomba tiol-X, determinamos la capacidad de los derivados
de trolox de revertir el eflujo de tioles no proteicos en las lineas de L. major en
presencia de Sb"'. La relacién estructura-actividad estudiada en la presente tesis

remarca la importancia del tamario y longitud del sustituyente alquilo de trolox.

En resumen, hemos demostrado que ABCI4, un nuevo transportador ABC de
Leishmania, se encuentra implicado en la resistencia a antimonio, otros metales y
porfirinas mediante un incrementode su eflujo al exterior celular y que los
compuestos derivados de trolox D2 y D4 podrian ser considerados como agentes

revertidores especificos de la actividad de ABCI4.












Introduccioén

INTRODUCCION

Leishmaniasis: Generalidades

La leishmaniasis engloba un amplio espectro de enfermedades causadas por
parasitos protozoarios del genero Leishmania, con una amplia diversidad clinica y

epidemiologica.

Segun la ultima actualizacion de los datos de la Organizacién Mundial de la
Salud (Alvar et al. 2012), la leishmaniasis es una enfermedad distribuida a lo
largo de 98 paises, repartidos entre el Nuevo Mundo (continente americano) y el
Viejo Mundo (Europa, Asia y Africa), encontrandose la mayoria de estos en vias
de desarrollo. En la actualidad hay mas de 350 millones de personas que viven
en zonas en riesgo de contraer la enfermedad. Los datos oficiales de recuento
muestran un total de mas de 58.000 casos de leishmaniasis visceral (LV) y
220.000 casos de leishmaniasis cutanea (LC) al afio. Sin embargo, solo las dos
terceras partes de los paises registran datos de incidencia de la enfermedad, de
tal manera que se estima que se dan al afio aproximadamente entre 0,2 y 0,4
millones de casos de LV y entre 0,7 y 1,2 millones de casos de LC. Actualmente,
se estima que existe una incidencia total de aproximadamente 12 millones de

casos de leishmaniasis en todo el mundo.

Mas del 90% de los casos de LV se dan en 6 paises (Bangladesh, Brasil,
India, Sudan del Norte, Sudan del Sur y Etiopia), de los cuales el 10% acaban en
la defuncion del individuo, en la mayoria de los casos por fallo en el diagnéstico o
en el tratamiento de los pacientes. La LC esta distribuida de manera mas amplia,
sin embargo una tercera parte de los casos se dan en una de estas tres regiones:
América, region Mediterranea y desde el Este del Oriente Medio hasta el centro

de Asia. Los diez paises con mayor incidencia de LC y que acumulan el 70-75%
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de los casos registrados en el mundo son: Afganistan, Argelia, Colombia, Brasil,

Iran, Siria, Etiopia, Norte de Sudan, Costa Rica y Peru (Fig. I-1).

Figura I-1. Distribucién mundial de leishmaniasis. (A) Leishmaniasis visceral, (B)
Leishmaniasis cutdnea y mucocutanea en el Nuevo Mundo, (C) Leishmaniasis cutanea
causada por Leishmania tropica y Leishmania aethiopica en el Viejo Mundo y (D)
Leishmaniasis cutdnea causada por Leishmania major en el Viejo Mundo. Las zonas en
marrén representan las zonas endémicas para leishmaniasis.
(www.who.int/leishmaniasis/leishmaniasis_maps/en/index.html).

La leishmaniasis es una enfermedad ligada principalmente a la pobreza,

dandose en paises en vias de desarrollo donde los medios econémicos para


http://www.who.int/topics/leishmaniasis/en/)(Figura
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combatir la enfermedad tanto a nivel de diagndstico como de tratamiento son muy

escasos (http://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/).

Desde 1993, las regiones endémicas a Leishmania se han expandido
considerablemente debido a factores derivados del desarrollo econémico de los
paises afectados y a cambios medioambientales, entre otros: nuevos
asentamientos, urbanizacién negligente, deforestacion, industria minera y

maderera, construccion de presas, expansion de areas de cultivo y guerras.

Es importante destacar la asociacion existente entre los casos de VIH y la
coinfeccion con Leishmania. En estos individuos, cuyo sistema inmune se
encuentra disminuido, la probabilidad de desarrollar LV aumenta entre 100 y 200
veces siendo ademas muy dificil aplicar un tratamiento efectivo, dandose a lo
largo del tiempo recaidas que en muchos casos terminan siendo fatales (Alvar et
al. 2008). En el Sur de Europa, el 25-70% de los casos de VL en adultos estan
relacionados con VIH (WHO, 1997). El tratamiento con HAART (High Active Anti-
Retroviral Therapy) ha reducido a la mitad la incidencia de coinfeccién de
Leishmania con VIH (Alvar, 2008). Sin embargo, los beneficios de esta terapia
solo estan disponibles para el 5% de los pacientes infectados con VIH en el

mundo.

A su vez, se pueden dar coinfecciones de Leishmania junto con
Mycobacterium tuberculosis (Delobel et al. 2003), Trypanosoma cruzi (Bastrenta

et al. 2003), Salmonella y Schistosoma (Djidingar et al. 1997).

Por otra parte, la leishmaniasis canina es muy importante en veterinaria por
tratarse de una zoonosis grave pudiendo llegar a ser mortal para el animal. De
esta manera, el perro se considera el principal reservorio de estos parasitos para
el humano, por lo cual, una alta prevalencia de infeccién canina se asocia a un
alto riesgo de la enfermedad en humanos. La leishmaniasis canina tiene una
amplia prevalencia y distribucion en Europa, Asia, Africa y América (Alvar et al.
2004). En el suroeste europeo se estima que hay unos 2,5 millones de perros

infectados (Baneth et al. 2008). Los gatos domésticos también podrian ser


http://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/
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hospedadores reservorios secundarios en el sur de Europa, y las infecciones
pueden estar asociadas con retrovirus felinos (Ready, 2010).

La prevalencia de leishmaniasis canina en Espafia es muy elevada,
concretamente en Andalucia el porcentaje de perros seropositivos oscila entre el
5y el 34%, en Catalufia entre el 9 y el 18%, mientras que en la Comunidad de

Madrid entre el 8 y el 11% (Fig. I-2) (www.virbac.es).

Figura I-2. Prevalencia de la leishmaniasis canina en Espafia por Comunidades Auténomas

en el afio 2011 (www.virbac.es).

Situacion actual de la leishmaniasis en Espafay en el

resto de Europa

En Espaia la leishmaniasis es una zoonosis endémica presente en la mayor
parte del territorio peninsular e Islas Baleares. El parasito que se detecta es L.
infantum y el principal reservorio es el perro. Los vectores competentes para
transmitir el parasito son los flebotomos, de dos especies diferentes
(Phlebotomus perniciosus y Phlebotomus ariasi) (Suarez Rodriguez et al. 2012).


http://www.virbac.es/
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Espafa forma parte de uno de los grandes focos donde se concentra gran
parte de la carga de la enfermedad, la cuenca Mediterranea. En estos focos se
han observado grandes fluctuaciones en la incidencia de la enfermedad
atribuibles a cambios medioambientales, desplazamientos de poblacion o

aspectos climaticos (Suarez Rodriguez et al. 2012).

En nuestro pais la enfermedad sigue tres patrones de presentacion:
endémico, en el que los casos de enfermedad se presentan de forma esporadica
y el perro actua como principal reservorio; los casos asociados a la coinfeccion
con el VIH o a situaciones de inmunodepresion y los brotes epidémicos. El grupo
de edad de menos de cinco afos presenta la mayor incidencia junto con la

poblacién inmunodeprimida (Suarez Rodriguez et al. 2012).

Desde 1996 a 2011 la RENAVE (Red Nacional de Vigilancia Epidemiologica)
detectd 1.755 casos, con una incidencia media anual de 0,45 casos/100.000 hab.
Las mayores cifras de incidencia se registraron en Baleares, Valencia, Madrid,
Andalucia y Cataluna (Fig. [-3). Sin embargo, no todas las comunidades
auténomas notifican los datos acerca de la enfermedad, ya que no todas las
comunidades la consideran endémica. Desde 2.009 esta teniendo lugar un brote
en el suroeste de la Comunidad de Madrid, destacando el elevado nimero de
casos, cerca de 400 y la deteccion de un nuevo reservorio, la liebre (Jiménez et
al. 2013; Molina et al. 2012),. Dicho brote permanece activo actualmente, con
formas viscerales y cutaneas, afectando a todos los grupos de edad. Este brote
ha incrementado significativamente la frecuencia de la leishmaniasis en los afios
2.010-2.011, aumentando la tasa de incidencia a 21,54/100.000 hab. El 36,6 %
de los casos asociados a este brote presentaron LV y el 63,4 % restante LC

(Suarez Rodriguez et al. 2012).

La vulnerabilidad de la poblacion se ha visto afectada por cambios
demograficos, como son el nuevo modelo de desarrollo urbanistico que ha tenido
lugar en Espafa con la construccion de un gran numero de viviendas

unifamiliares en los alrededores de las grandes ciudades, dandose las
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condiciones propicias para la transmisiéon de la enfermedad. En otro sentido, el
cambio climatico, en la medida en que predice un aumento en la temperatura
global, puede favorecer la presencia de vectores en todo el territorio peninsular

(Suarez Rodriguez et al. 2012).

En Espafa, tras el éxito logrado en el control de enfermedades con una
incidencia importante en algunas zonas del pais, como el paludismo, no se han
implementado estas estrategias en el marco de un programa de control integrado
dirigido a otras enfermedades vectoriales como la leishmaniasis (Suarez
Rodriguez et al. 2012).
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Figura 1-3. Incidencia de hospitalizaciones relacionadas con leishmaniasis en Espafia
(1997-2008) (Gil-Prieto et al. 2011)

Los riesgos de emergencia o re-emergencia de la leishmaniasis en Europa se

encuentran asociados a tres escenarios principales:

1. Laintroduccion de cepas de Leishmania en Europa procedentes del Nuevo
Mundo debido al aumento de viajeros a/desde estas zonas, ademas de
perros domeésticos.

2. La distribucion natural de LV y LC causada por L. infantum y L. tropica
desde las regiones mediterraneas, donde estas especies son endémicas,

a areas vecinas donde existen vectores no portadores de la enfermedad.
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3. Lare-emergencia de la enfermedad en la region Mediterranea causada por

un incremento en el numero de personas inmunodeprimidas.

Unicamente existen dos ciclos de transmision de leishmaniasis en la Unién
Europea, y ambos se encuentran ampliamente extendidos en las proximidades
del Medio Este y Norte de Africa: la LV y LC causada por L. infantum a lo largo de
la regidn Mediterranea, y la LC antropondtica causada por L. tropica, que ocurre
esporadicamente en Grecia y paises vecinos y que genera un riesgo importante
de distribucion por toda la Unidon Europea debido al movimiento de emigrantes y
viajeros (Fig. 1-4). En segundo lugar, la leishmaniasis ha comenzado a ser mas
aparente en latitudes mas al norte, donde los insectos vectores estan ausentes o
presentes en muy baja densidad. La mayoria de las infecciones implican a la
leishmaniasis canina, y este hecho se explica debido a la importacion de perros,
0 que viajan, desde las zonas endémicas, seguidos de transmisién vertical
(perra/cachorros). La transmision vertical en humanos es muy poco frecuente
(Ready, 2010).

Existen regiones de la Union Europea donde se encuentra el vector aunque
sin enfermedad. Este es un factor de riesgo de emergencia de la enfermedad que

habria que tener en cuenta (Ready, 2010).

La globalizacion ha incrementado exponencialmente los casos de
leishmaniasis que requieren tratamiento en paises como Francia, Alemania, Italia
y Reino Unido. La importacién intercontinental no es un factor significativo por
varios motivos: la fisonomia del vector no es lo suficiente robusta para ser
dispersado por el viento, ademas las especies de Leishmania transmitidas en el
Nuevo Mundo son transmitidas muy poco por los insectos del Viejo Mundo. El
cambio climatico y los cambios medioambientales podrian modificar el mapa de
distribucion de los insectos vectores y con ellos aumentar el riesgo de

emergencia de leishmaniasis en toda Europa (Ready, 2010).
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-

Figura I-4. Distribucion de las diferentes especies de Leishmania en el continente europeo.
Panel Izquierdo: L. infantum; Panel derecho: L. tropica.

Gris: Ausencia; Gris oscuro: Presencia; Blanco: Presencia esporadica; Negro: infecciones
no tipificadas. (Ready, 2010).

Leishmania: Agente etioldqico.

Leishmania es un protozoo parasito intracelular monoflagelado. Fue
descubierto simultdneamente por Cunningham, Borovsky, Leishman, Donovan,
Wright, Lindenberg y Vianna. Pertenece a la familia Trypanosomatidae, orden

Kinetoplastida, clase Zoomastigophorea, filum Sarcomastogophora.
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Figura I-5. Taxonomia de Leishmania (Bafuls et al. 2007).
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Su clasificacidon taxondmica aceptada actualmente en base a la unificacion de
hallazgos clinicos, serologicos,inmunopatoldgicos, epidemioldgicos y geograficos,
incluye el complejo L. mexicana que comprende tres especies (L. mexicana, L.
enriettii y L. amazonensis), un complejo Leishmania donovani con tres especies
(Leishmania donovani, L. infantum, Leishmania chagasi), las especies L. tropica,
L. major, L. aethiopica, y un grupo del subgénero Viannia con otras cuatro
especies (Leishmania (V) braziliensis, Leishmania (V) guayanensis, Leishmania
(V) panamensis y Leishmania (V) peruviana) (Fig. I-5). Las diferentes especies
son muy similares morfolégicamente, aunque se diferencian por su composicion
en isoenzimas, antigenos, patologia y sensibilidad a farmacos (Mimori et al. 1989;
Walton, 1989).

Leishmania: Ciclo de vida

Leishmania tiene un ciclo de vida digenético, incluyendo dos formas
claramente diferenciadas: una forma promastigote flagelada, extracelular y
proliferativa que reside en el tracto digestivo del hospedador invertebrado en un
ambiente hidrolitico, con pH neutro y una media de temperatura de 26° C, y una
forma amastigote no flagelada intracelular que se replica en el interior de los
macrofagos del hospedador vertebrado donde hay un ambiente hidrolitico, con
pH acido (pH 4,5-5,5) y una temperatura 10° C superior a la que se encontraba

en el insecto vector (Fig. I-6) (Chang et al. 1985; Chang y Dwyer 1976).
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Figura I-6. (A) Formas promastigotas y (B) formas amastigotas intracelulares de
Leishmania.
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La forma promastigota prociclica no infectiva y que reside en el tracto
digestivo del insecto vector experimenta un proceso denominado
metaciclogénesis en el que pierde su capacidad proliferativa adquiriendo
capacidad infectiva. Los promastigotes metaciclicos migran desde su localizacién
intestinal hacia la probodscide del insecto. Tras la inoculacion al hospedador
vertebrado, durante la alimentacion del insecto vector hembra, los promastigotes
son fagocitados por células dendriticas y macrofagos donde se diferencian a
formas amastigotas en el interior de los fagolisosomas o vacuolas parasitoforas.
Las formas amastigotas se multiplican por fisidbn binaria en el interior de los
macréfagos hasta dar lugar a la rotura celular, diseminando los parasitos al
torrente sanguineo, a través del cual invaden otros tejidos donde seran
fagocitados nuevamente por macrofagos. El ciclo se completa cuando el
hospedador invertebrado se alimenta de sangre de un hospedador infectado. De
esta manera, los amastigotes se convierten en promastigotes que podran ser

inoculados a un nuevo hospedador (Fig. I-7) (Muskus et al., 2002).
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Figura I-7. Ciclo de vida de Leishmania con el ser humano como hospedador mamifero.
(http://es.wikipedia.org/wiki/Leishmaniasis)
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Leishmania: transmision

Los insectos vectores implicados en la transmision de la leishmaniasis
pertenecen a la familia Psychodidae; al menos 70 especies conocidas son
capaces de transmitir la enfermedad. Representantes del género Phlebotomus
transmiten la enfermedad en el Viejo Mundo mientras que en el Nuevo Mundo
son transmitidos por representantes del género Lutzomya. Estos insectos
denominados comunmente “moscas de la arena” se caracterizan por tener el
térax arqueado, alas lanceoladas, pilosidad a lo largo del cuerpo, patas largas y
un abdomen tubular largo y delicado; miden entre 1,5 y 3 mm y son de color
amarillento con ocelos oscuros (Fig. 1-8) (Feliciangeli and Rabinovich 1998). El
habitat de distribucion comprende desde bosques Illuviosos a regiones
extremadamente secas, y se encuentran distribuidos desde el nivel del mar hasta
1.500 metros por encima de dicho nivel. Viven en ambientes oscuros, a
temperaturas alrededor de los 18° C y tienen actividad crepuscular (Davies et al.
2000). Las hembras son hemato6fagas y necesitan sangre para la maduracién de

los huevos.

Existen otras formas de transmision menos frecuentes como son la transmision
congénita, transmision parenteral via transfusion de sangre o por jeringuillas
compartidas entre toxicomanos, o la mas infrecuente que seria mediante un

accidente en laboratorio de investigacion. (Magill, 1995; Herwaldt, 2001).

Figura I-8. Insecto vector hembra perteneciente al genero Phlebotomus.
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Normalmente, la enfermedad es transmitida al hombre a través de animales
(zoonosis), siendo el perro el reservorio principal, estando presente en la cuenca
mediterranea, China, Medio Oriente y Sudamérica. Existen otros reservorios
menos frecuentes como son otros animales de la familia del perro como lobo y
zorro, ademas de pequefios roedores como ratas o puerco-espin. Sin embargo,
también se puede dar la transmision entre los propios humanos (antroponosis),
en zonas de gran incidencia y endemismo, como en el subcontinente Indio y este
de Africa (India).

La leishmaniasis canina es muy importante en veterinaria por tratarse de una
zoonosis grave que puede llegar a ser mortal para el perro. Como se ha descrito
anteriormente (Generalidades), el perro se considera el principal reservorio de
estos parasitos para el humano, por lo cual, una alta prevalencia de infeccion
canina se asocia a un alto riesgo de la enfermedad en humanos (Alvar et al.
2004).

Establecimiento de la infeccidn

El éxito en el establecimiento de la infeccion de los parasitos de Leishmania
depende principalmente de la supervivencia de éstos a la actividad
antimicrobiana generada por los macréfagos y a la capacidad de evadir los
mecanismos de activacion de una respuesta inmune efectiva, para lo cual
Leishmania ha desarrollado numerosas estrategias para manipular varias
funciones de los macréfagos, incluyendo la presentacion de antigenos, la
generacion de oxido nitrico y radicales de oxigeno ademas de la produccién de
citoquinas. Estas acciones son resultado de las interacciones entre las moléculas
de la superficie de Leishmania, particularmente lipofosfoglicano (LPG) y la

glicoproteina de superficie gp63.

Dichas moléculas de superficie protegen de la accion de las enzimas
hidroliticas en el tracto digestivo del insecto vector. A su vez, los promastigotes
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prociclicos permanecen adheridos al epitelio intestinal mediante la union del LPG
con lectinas (una galectina repetida en tandem) del intestino evitando su
expulsion (Kamhawi et al. 2004). Durante el proceso de metaciclogénesis, las
moléculas de LPG sufren una serie de modificaciones entre las que se
encuentran una elongacion en su estructura y cambios de composicion,
reduciendo su afinidad por las lectinas. ElI promastigote metaciclico, de esta
manera, se separa del epitelio intestinal migrando hacia la faringe, a partir de

donde sera eyectado tras la picadura del insecto vector (Cunningham et al. 2002).

Los neutréfilos son las primeras células en ser movilizadas durante la
primera hora tras la infeccion (Belkaid et al. 1998) en el lugar donde el insecto
vector ha inoculado los parasitos de Leishmania, debido a moléculas no bien
caracterizadas presentes en la saliva del insecto vector. La mayoria de los
parasitos ingeridos por los neutrofilos son destruidos con facilidad (Nathan,
2006). Sin embargo, algunos pueden sobrevivir de forma transitoria dentro de los
neutrofilos: (1) evitando la generacidn de especies reactivas de oxigeno, (2)
evadiéndose de los compartimentos liticos del neutréfilo, (3) aumentando la vida
media del neutrofilo, e (4) interfiriendo en la via de senalizacion mediada por
interferon-y (IFNy). La presencia de parasitos apoptéticos en el indculo evita la
activacion de los mecanismos antimicrobianos, induciendo por un lado la
liberacidon de citoquinas antiinflamatorias como el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B) y la interleuquina 10 (IL-10), y por otro lado la
disminucién en la expresion de la citoquina proinflamatoria: factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), apoyando de esta manera la supervivencia de la poblacion
infectiva (van Zandbergen et al. 2006). Existe una via denominada silenciosa o
“Caballo de Troya” consistente en que los neutrofilos apoptéticos con parasitos
viables, son fagocitados por macrofagos. De esta manera, los parasitos son
transferidos al macrofago donde podran replicarse libremente (Laskay et al.
2008); sin embargo, aun se desconoce como es la transferencia de parasitos
entre neutréfilos y macrofagos (Charmoy et al. 2010) (Fig. 1-10). Una forma que
tiene el parasito de persistir en el hospedador vertebrado por un periodo de

tiempo largo es infectar células denominadas blancos seguros (que tienen una
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reducida actividad antimicrobiana) como son los fibroblastos y hepatocitos
(Bogdan, 2008).

Una vez dentro del hospedador mamifero, los promastigotes de Leishmania
deben evadir en primer lugar la lisis mediada por el complemento. Los
promastigotes prociclicos se ha demostrado que no son capaces de resistir la
acciéon del complemento mientras que las formas metaciclicas especializadas en
la transmision al hospedador pueden evitar esta lisis mediada por complemento
(Puentes et al. 1989). Esta diferencia en la resistencia al complemento se ha
demostrado que depende de las moléculas de LPG en la superficie del parasito.
LPG es mas largo en la superficie de los promastigotes metaciclicos y parece
prevenir la asociacion de las subunidades C5b-C9 del complejo del complemento,

los cuales son efectores de la lisis celular.

La opsonizacion in vivo de los promastigotes metaciclicos de Leishmania que
se produce mediante C3b y C3bi permite la interaccion con los receptores del
complemento del macrofago (CR) 1 y 3, respectivamente. Debido a la rapida
conversién de C3b a C3bi mediada por gp63, una metaloproteasa, la interaccion
con CR3 es de mayor importancia que la realizada con CR1 que parece ser
transitoria (Kane and Mosser, 2000). La via de interaccion con CR3 es mas
ventajosa para el parasito a la hora de evitar la accién oxidativa del macréfago

durante la fagocitosis (Fig. I1-9) (Mosser and Edelson, 1987).

Los promastigotes también pueden unirse al macréfago mediante el receptor
de manosa-fucosa que se une a los residuos de manosa del LPG (Blackwell et al.
1985). Las moléculas de LPG también pueden interaccionar con CRP (proteina
Reactiva C, un producto inflamatorio temprano) y asi producirse la fagocitosis
mediada por el receptor de CRP, sin dar lugar a la activacion del macréfago
(Culley et al. 1996). De otra manera, gp63 y LPG pueden interaccionar con el
receptor de fibronectina y con CR4, respectivamente (Talamas-Rohana et al
1990; Brittingham et al. 1999).
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Tras la interaccion con el macrofago, los promastigotes de Leishmania son
internalizados en el fagolisosoma, siendo vulnerables a la actividad hidrolitica.
Por el contrario, la forma amastigote del parasito no es vulnerable al ambiente
acido encontrado en el fagolisosoma. De esta manera, para que el proceso de
maduracion y conversidn de las formas promastigotas en amastigotas pueda
llevarse a cabo correctamente, se produce una repulsion de las membranas del
fagosoma y el endosoma (Miao et al. 1995), proceso en el que esta implicado
LPG, retardando la fusion del fagosoma y del endosoma. Dos moléculas,
denominadas peroxirredoxinas LcPxn1 y 2, y una superéxido dismutasa se ha
descrito que depletan los derivados de nitrito y las especies reactivas de oxigeno
intermedias (ROI), consideradas como las moléculas microbicidas mas
importantes (Barr and Gedamu, 2003). Por otra parte, LPG puede mejorar la
supervivencia celular neutralizando los ROI vacuolares (Chan et al. 1989) y
proteger contra la accion de enzimas lisosomales por su fuerte carga negativa y
sus unidades repetidas de galactosa y manosa (Eilam et al. 1985). La actividad
proteolitica de gp63 es 6ptima al pH acido al que se encuentra el fagolisosoma,

actuando también contra enzimas lisosomales (Seay et al. 1996).
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Figura 1-9. Representacion esquemaética de la entrada de Leishmania en el interior del
macréfago. Abreviaturas: M¢, macrofago, PMNs, leucocitos polimorfonucleares; PS,
fosfatidilserina; LPG, lipofosfoglicano; PKC, proteina quinasa C; DAG, diacilglicerol (Peters
and Sacks, 2006).
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El parasito usa la maquinaria de la célula huésped para poder sobrevivir y
replicarse. Una forma de supervivencia es la distorsion de las vias de
sefalizacion del macréfago para reprimir o estimular la expresién de varias
citoquinas, moléculas microbicidas y la presentacién de antigenos (Bhardwaj et
al. 2010). Los amastigotes obtienen del fagolisosoma del macrofago la mayoria
de los nutrientes y fuentes de carbono que requieren para su metabolismo, en
cambio el fagolisosoma de los neutrofilos se cree que contiene bajos niveles de
aminoacidos esenciales, pudiendo ser esta la causa que imposibilitaria que el

parasito pueda diferenciarse y crecer en ellos (Naderer and McConville, 2008).

Respuesta inmune del hospedador en la infeccidén por

Leishmania

Durante la inoculaciéon de los parasitos de Leishmania en el hospedador
vertebrado, algunos de los componentes de la saliva (como apirasa, maxadilan y
prostaglandina E2) del insecto vector, impide la coagulacion y favorece la
vasodilatacion, disminuyendo la sensibilizacion e inflamacién (de Almeida et al.
2003).

Los granulocitos polimorfonucleares (neutréfilos) son el primer tipo celular que
se moviliza al lugar de inoculaciéon de los parasitos, secretando quimioquinas
para atraer la mayor cantidad de este tipo celular. Los parasitos son
internalizados y fagocitados posteriormente por macréfagos (Peters et al. 2008).
La consecuencia de la actividad de neutréfilos y macrofagos es el reclutamiento
de las células dendriticas mediado por la produccion de mediadores celulares,
IgG y citoquinas/quimioquinas, siendo un importante punto de unién entre la
respuesta inmune innata y la adaptativa (Reiner and Locksley, 1995).

La principal funcién de las células dendriticas es el reconocimiento y

procesado de antigenos y su presentaciéon a las células T (Banchereau and
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Steinman, 1998). Las células de Langerhans son las células dendriticas mas
efectivas en la presentacién del antigeno, bien directamente o bien a través del
contacto con neutréfilos infectados. Las células dendriticas activadas migran a
travées de los nodos linfoides activando las células NK (Natural Killer) y
estimulando la produccién de IFN-y, IL-10 e IL-12 (Bajenoff et al. 2006). Las
principales funciones bioldgicas de IL-12 son la produccion de IFN-y y dirigir la
diferenciacion de células T CD4" en Th1 (Trinchieri, 2003), ademas de regular la
expresion de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) y por tanto la produccion de

oxido nitrico (Fig. 1-10).

La entrada de los parasitos desencadena la respuesta inmune humoral en el
hospedador, siendo ineficaz contra este tipo de infecciones intracelulares en los
que el amastigote se encuentra en el interior del fagolisosoma. Asi pues, el
control de la infeccién de Leishmania estd mediado por una respuesta inmune

celular dependiente de la especie y las manifestaciones clinicas que desarrolle.

Los macrofagos son reclutados en ultima instancia, siendo el tipo celular mas
importante en la infeccion de Leishmania, ya que utiliza su funcién fagocitica
como estrategia para ser internalizada y replicada en el interior del fagolisosoma.
En humanos, las quimioquinas CCL2 y la proteina inflamatoria de macrofago 1a
(MIP-1a) parecen ser las responsables de la activacion de los macréfagos en las
lesiones de la piel (Teixeira et al. 2006). La internalizacion promueve la
produccion de especies reactivas de oxigeno, oxido nitrico y N-hidroxi-L-arginina
(LOHA) como mediadores para eliminar al parasito (Iniesta et al. 2001). Los
macrofagos dirigen la produccion de citoquinas pro-inflamatorias como IL-12,

ademas de actuar como células presentadoras de antigenos a las células Th1.
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Figura I-10. Respuesta inmunitaria frente a Leishmania, progreso de las respuestas Thly
Th2 (Ezra et al. 2010).

Se ha descrito en un modelo murino C57BL/6 que la infeccidon subcutanea con
L. major desencadena una respuesta llevada a cabo por células del tipo T-helper-
1 (Th1), con produccion de altos niveles de la citoquina IFN-y, IL-2 y factor de
necrosis tumoral (TNF-a) dando lugar a la curacion y a la resistencia a la
reinfeccion. Mientras que el desarrollo de una respuesta de tipo Th2
caracterizada por la produccion de IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 y IL-13, activando la
respuesta inmune humoral, no es efectiva limitando la actuacién de la respuesta

de tipo Th1, dando lugar a una infeccion descontrolada (Awasthi et al. 2004).

Manifestaciones clinicas de la leishmaniasis

Las diferentes manifestaciones clinicas dependen principalmente de la
especie de Leishmania implicada en la infeccion, pero también del estado
inmunologico y de determinadas caracteristicas genéticas del hospedador
(Alexander et al. 1999).
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Existen tres manifestaciones clinicas principales de la leishmaniasis: visceral,

cutanea y mucocutanea (Herwaldt, 1999).

-Leishmaniasis visceral (LV). También conocida como kala-azar (término hindu
para “fiebre negra”) (Fig. I-11A). Producida predominantemente por la especie L.
donovani en la India, este de Asia y Africa, y por L. infantum y L. chagasi en la
cuenca mediterranea, Asia Central y América del Sur. Es la forma mas grave de
la enfermedad, pudiendo ser fatal tras pocos meses sin el tratamiento adecuado.
En esta enfermedad, el sistema reticulo-endotelial esta infectado afectando
organos vitales como bazo, higado y médula 6sea. La enfermedad se caracteriza
por fiebre, espasmos irregulares, anorexia, anemia, esplenomegalia,
hepatomegalia, y un aumento de los nédulos linfaticos y amigdalas. Después de
una curacion aparente de la enfermedad pueden aparecer lesiones cutaneas
conocidas como “post kala-azar’, que pueden desaparecer facilmente con el
tratamiento. La mayoria de las infecciones viscerales son asintomaticas en
individuos inmunocompetentes con desarrollo de una respuesta inmune

protectora (Badaro et al. 1986).

-Leishmaniasis cutanea (LC). También denominada “botén de oriente” (Fig. I-
11C). Es la forma mas comun de la enfermedad. Producida por L. tropica en
regiones pobladas de Etiopia, Kenya, norte de Africa, Oriente Medio e India; por
L. major en regiones del norte de Africa, Oriente Medio, India y Sudan; y por las
especies L. mexicana, Leishmania (Viannia) braziliensis, o L. panamensis en
Sudamérica. La principal manifestacion que encontramos en esta forma de la
enfermedad consiste en la aparicion de ulceras de tamafio variable en la piel, con
una costra con un borde de color morado y aspecto escamoso. El periodo de
incubacion suele ser de dos o tres meses tras la picadura del insecto vector. Las
ulceras se localizan en el lugar de la inoculacion (leishmaniasis cutanea
localizada) y suele sanar espontdneamente en un plazo de entre 2 meses y un
afo. Una variedad de esta forma de la enfermedad se denomina leishmaniasis
cutanea difusa, en la que aparecen lesiones nodulares diseminadas por todo el

cuerpo y que tienden a confluir favoreciendo su extension. Suele ser bastante
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complicado tratar este tipo especifico de leishmaniasis, quedando cicatrices, lo
que provoca a su vez un estado de exclusidn social en aquellos individuos que la

padecen.

-Leishmaniasis mucocutanea (LMC). También llamada “espundia” en los
lugares hiperendémicos (Fig. I-11B). Producida por L. (V) braziliensis, L. (V)
amazonensis, L. (V) panamensis, y Leishmania (V) guyanensis en América
Central y del Sur. La lesion inicial aparece en el sitio de la picadura, al igual que
en la forma cutanea, dando la sensacién de curacién. Sin embargo, pasados
unos meses, el 20-50% de los casos evolucionan afectando las mucosas de la
nariz, la cavidad bucal y la region rinofaringea produciendo lesiones
granulomatosas hemorragicas que provocan la degeneracion de los tejidos
cartilaginosos. Se ha descrito que L. mexicana también puede afectar a regiones

mucocutaneas, especialmente el oido, provocando la perdida del pabelldn

auditivo.

Figura I-11. Manifestaciones clinicas dela LV (A), LMC (B) y LC, (C).

Diagnoéstico de la leishmaniasis

El correcto diagndstico de la leishmaniasis ha sido siempre un problema para
los profesionales sanitarios, especialmente debido a la localizacién remota de los

pacientes y a su deficiente acceso a los servicios médicos, tratando en muchos
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casos a los pacientes en base a la observacién empirica de los sintomas clinicos.
Un buen diagndstico no solo ayuda al tratamiento temprano de la enfermedad

sino que acorta los plazos del mismo.

El diagnéstico de esta enfermedad ha evolucionado relativamente poco en los
ultimos afos. Una de las primeras vias para diagnosticar la leishmaniasis es
mediante la identificacion de amastigotes de Leishmania en el tejido cutaneo (en
el caso de LC), mucoso (LMC) o higado, nédulos linfoides, medula 6sea o bazo
en el caso de la LV. La observacion microscopica de amastigotes en el interior
del macrofago, se realiza normalmente mediante la tincion de Giemsa. El
establecimiento de cultivos a partir de biopsias pueden ser utilizados para
confirmar el diagndstico e identificar la especie y realizar estudios de resistencia
in vitro en pacientes que no responden al tratamiento. Existe un método de micro-
cultivo (MCM) utilizado para el diagnostico de la LC en el que se utilizan
microcapilares para el cultivo de los parasitos, tardando un tiempo menor que los
cultivos tradicionales (Allahverdiyev et al. 2004). La LMC no se suele diagnosticar
mediante estos métodos debido al bajo numero de parasitos, lo que dificulta un

diagndstico sensible y eficaz (Jebbari et al. 1998).

Los métodos seroldgicos comienzan a ser de menor complejidad y coste,
utilizdndose en regiones endémicas asociadas a la pobreza. Se basan en la
deteccidn de anticuerpos presentes en la sangre del paciente contra proteinas de
Leishmania. Existen dos métodos de deteccién en los que el propio promastigote
se utiliza como antigeno en la reaccion; (1) test de aglutinacion directa (DAT)
basados en la incubacién de la muestra con un anticuerpo polivalente formando
un precipitado visible. El problema radica en la necesidad de una cantidad
elevada de antigeno en la muestras, ademas de la imposibilidad de distinguir
entre infecciones pasadas o presentes dando falsos positivos (Hailu, 1990); (2)
Test de inmunofluorescencia (IFAT), donde la incubacién de antigeno y
anticuerpo se da en un porta, visualizandose la reaccidon microscopicamente
gracias a la union de un anticuerpo secundario fluorescente. Este método es muy

poco practico en campo.
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El método de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) se esta empleando
bastante en leishmaniasis canina siendo mas sensible, especifico y requiriendo, a
su vez, menos antigeno, aunque sigue siendo muy poco accesible en la mayoria
de las zonas endémicas. Existen otros muchos métodos serolégicos como la

immunoelectroforesis (CIEP), basado en la fijaciéon del complemento.

La prueba inmunocromatografica frente a antigenos recombinantes de
Leishmania como rK26 o rK39 se utiliza en campo, siendo barato y eficaz (96-
100% de eficacia). El antigeno se inmoviliza en la tira y el suero se mueve a
través de la tira por capilaridad. La aparicion de una banda visible indica una

reaccion positiva (Myler and Fasel, 2006).

Recientemente, se ha elevado la sensibilidad de la deteccion mediante el uso
de PCR en el diagndstico de la enfermedad. La mayoria de los métodos basados
en PCR se centran en amplificar zonas de los minicirculos de DNA presentes en
el kinetoplasto (DNA mitocondrial del parasito), que presentan miles de copias
por célula (Aviles et al. 1999; Singh et al. 2005). Una de las grandes ventajas del
uso de este método es la identificacion de la especie implicada en la infeccidn,

basandose en el disefo de oligonucledtidos frente a las secuencias conservadas.

Control del vector y reservorios de la leishmaniasis

En las zonas endémicas de leishmaniasis se han llevado a cabo estrategias
de control de las poblaciones del insecto vector. Aunque el empleo en estas
zonas de DDT o deltametrina en zonas como Argelia, India o Brasil ha ayudado a
reducir el numero de estos insectos, también ha contribuido al desarrollo de
resistencias a estos compuestos (Bora, 1999).

En algunos paises como Palestina, China o las republicas centroasiaticas de

la Unidn Soviética, el sacrificio de los animales infectados es el método de
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eleccion en el control de la leishmaniasis canina, y por tanto de la humana.
Especificamente en China, estas iniciativas se llevan a cabo con enorme
conviccidon junto con el tratamiento en masa de los pacientes, asi como con el
control vectorial empleando DDT (diclorodifeniltricloroetano). Sin embargo, en el
resto de paises donde la leishmaniasis es una enfermedad endémica, surgen
problemas éticos ante el sacrificio masivo de perros infectados. En algunos de
estos paises se realiza el sacrificio de animales sin criterios bien definidos. Para
controlar la infeccibn en perros se suele optar por el empleo de collares
impregnados con deltametrina, demostrando ser efectivos frente a una amplia
variedad de especies del insecto vector en diferentes lugares de Europa, Asia y
Sudamérica (Killick-Kendrick, 1999).

Desarrollo de vacunas frente a la leishmaniasis

La recuperacién bien de forma espontanea o bien mediante tratamiento
farmacoldégico de la enfermedad se acompafa con una respuesta inmune frente a
la reinfeccion, otorgando una base racional al desarrollo de vacunas frente a la

leishmaniasis.

El primer acercamiento para la obtencion de un tipo activo de inmunizacion
frente a la leishmaniasis se dio en los afios 70 y consistia en la inoculacion en
una zona, no demasiado expuesta del cuerpo, de parasitos vivos o extractos de
tejidos extraidos de lesiones cutaneas, dando origen al término de
“‘leishmanizacion”. Anteriormente a este hecho, ya se habia descrito la utilizacién
de parasitos vivos para la obtencién de inmunizacion frente a la enfermedad. Asi,
las madres de zonas endémicas como Israel o Libano exponian a sus nifios a la
picadura del insecto vector (Gavron and Saul, 1997). Sin embargo, la aparicion
de individuos en los que aparecian lesiones durante un largo periodo, o que
necesitaban tratamiento, o incluso que se cronificaban no respondiendo al
tratamiento, lo hace inviable para su uso en humanos por el alto riesgo que

conlleva.
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Los objetivos para obtener vacunas contra la leishmaniasis son: (1) Inducir

una inmunizacion duradera en toda la poblaciéon y (2) Seguridad, estandarizacion,

estabilidad y facilidad de produccion en masa (Farber y Moll, 2013).

Existen actualmente tres generaciones de vacunas desarrolladas frente a la

leishmaniasis:

Primera generacion: Estas vacunas se componen de parasitos muertos o
fracciones de parasitos. Desde los afios 70, se han desarrollado dos tipos
de vacunas con parasitos muertos, una vacuna compuesta por 5
componentes procedentes de cuatro especies diferentes denominada
Leishvacin (Mayrink et al.1979) y otra vacuna monovalente realizada a
partir de L. amazonensis. Estudios clinicos demostraron la
inmunogenicidad y seguridad de estas vacunas, pero confirieron una
escasa proteccion (Armijos et al. 2004, Velez et al. 2000). Se utilizan como
aditivo a la terapia antimonial en Brasil pero nunca de forma profilactica
(Mayrink et al. 1985).

Otra aproximacion, es el uso de parasitos de diferentes especies, con o sin
el uso de adyuvantes dependiendo de la zona geografica, dando como
resultado una proteccion muy baja debido sobre todo a la destruccion de la
inmensa mayoria de las proteinas durante el proceso de autoclavado
(Ferreira 2003).

Segunda generacion: Basadas en la utilizacion de subfracciones derivadas
de promastigotes o de antigenos recombinantes de Leishmania. De esta
manera, subfracciones como FML (enriquecida en glicoproteinas)
confieren excelentes resultados inmunoprotectores frente a leishmaniasis
visceral en modelo murino (Santos et al. 2003).

Por otro lado, se han descrito una serie de antigenos recombinantes que
confieren proteccion frente a la LC en modelo murino como son LACK,
gp63, 4H6 y antigeno de bolsillo flagelar (FPA), mientras que no se han
realizado muchos estudios frente a la forma visceral. Dichos antigenos
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pueden ser fusionados como en el caso de Leish-111f (tres antigenos
fusionados en tandem).

Sin embargo, las vacunas de segunda generacion no son viables en
términos de estandarizacion, purificacion y produccion en masa.
Actualmente, se estad estudiando la forma de administracién a través
microorganismos y virus.

- Tercera generacion: Son vacunas basadas en DNA. Previamente se ha
demostrado que se observa expresion proteica tras la inyeccion de un
plasmido en musculo esquelético de raton (Roberts, 2005). Al basarse en
DNA, se pueden combinar multiples genes en una simple construccion
confiriendo mayor inmunogenicidad, e incluso modificar el vector
introduciendo genes de citoquinas o adyuvantes (lvory and Chadee, 2004).
Las primeras vacunas experimentales de esta generacion utilizaron como
antigeno gp63 y LACK. Actualmente hay multitud de antigenos candidatos
de formar parte de futuras vacunas frente a leishmaniasis. Este tipo de
vacunas pueden producirse de manera sencilla y a gran escala, siendo
mucho mas estables que las pertenecientes a la primera o0 segunda
generacion. (Palatnik-de-Sousa, 2008).

Recientemente, se ha demostrado que la vacunacion de hamsters con una
vacuna basada en el DNA del receptor de hemoglobina de Leishmania
protege frente a la LV (Guha et al. 2013).

Una nueva aproximacion a la inmunizacion frente a la leishmaniasis emplearia
componentes de la saliva del insecto vector, que induciria una respuesta local

inflamatoria protectora (Morris et al. 2001).

Se ha estimulado la investigacion y el desarrollo de vacunas contra la
leishmaniasis canina debido a la importancia econdmica de los perros y su papel
como reservorio de leishmaniasis humana causada por L. infantum. Leishmune®
(Fort Dodge Animal Health) es la primera vacuna autorizada contra leishmaniasis
canina. Contiene el antigeno del ligando de mucosa-manosa (FML) de L.

donovani y se ha descrito una eficacia del 76-80%, y una proteccion del 92%. La
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formulacién FML-saponina superd los ensayos clinicos en Brasil. Otra vacuna
que ha sido aprobada recientemente para su uso en Europa se compone del
antigeno ES purificado del sobrenadante del cultivo de promastigotes de L.
infantum junto con Quilaja saponaria (QA21) como adyuvante (CaniLeish®, Virbac
Animal Health). Esta vacuna tiene una eficacia bajo condiciones de campo (en
Francia) del 92%, protegiendo a los animales ante la aparicion de sintomas
clinicos. Sin embargo, se requieren estudios a mayor escala para comprobar si
esta vacuna contribuye a controlar la leishmaniasis canina en Europa. La eficacia
de otras vacunas como aquella que emplea el antigeno recombinante A2 de
amastigotes de Leishmania con saponina como adyuvante (Leish-Tec, Hertape
Calier) requiere ser evaluada bajo condiciones de campo (Otranto y Dantas-
Torres, 2013).

Tratamiento de la leishmaniasis

Ante la falta de vacunas eficaces y de métodos efectivos de control de las
poblaciones del insecto vector, la unica herramienta de lucha frente a la
leishmaniasis es mediante quimioterapia. El éxito o fracaso del tratamiento
depende del estado inmunolégico del paciente (co-infeccion con VIH), la
localizacion geografica y la especie de Leishmania que produce la infeccién y las

consiguientes manifestaciones clinicas derivadas de la misma.

Asi, desde 1940 se usan farmacos tales como antimoniales pentavalentes
(Glucantime® y Pentostam®) y diamidinas (Pentamidina) para combatir la
enfermedad. Posteriormente, antifungicos como anfotericina B (tanto en forma
deoxicolato como en forma liposomal) y ketoconazol, antibacterianos como
paromomicina y dapsona y mas recientemente el antitumoral miltefosina, el
primer farmaco oral aprobado frente a la leishmaniasis, se unieron al arsenal
farmacoldgico existente frente al tratamiento de la enfermedad (Croft, 2006). La
alta toxicidad hepatica y renal observada para la mayoria de estos compuestos, y
el coste del tratamiento de muchos de ellos ha potenciado la busqueda de
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farmacos alternativos que deberian reunir las siguientes condiciones:
administracion oral, menores efectos secundarios y menor precio (Palumbo,
2009).

La primera linea de tratamientofrente a la LV y LC la constituyen los farmacos
antimoniales pentavalentes: estibogluconato de sodio (Pentostam®) 'y
antimoniato de meglumina (Glucantime®) (Fig. 1-12), excepto en la zona
endémica del estado de Bihar (India) donde el fallo terapéutico alcanza ya al 60%
de los pacientes tratados. Estos farmacos promueven el eflujo de tioles e inhiben
la tripanotion reductasa y la glutation sintetasa, produciendo una acumulacion de
las formas oxidadas tanto de tripanotion como de glutation (Wyllie et al. 2004).
Su accién conduce a una deplecion en los niveles de ATP, despolarizacion de la
membrana mitocondrial, produccién de ROS y fragmentacion del DNA, dando

lugar a una muerte celular similar a la apoptosis (Ouellette et al. 2004).

Actualmente se emplea Pentostam® mediante inyecciones parenterales de 20
mg/ml durante 30 dias acompafiado o no con IFN-y (Sundar et al. 2006). Los
tratamientos duraderos con antimoniales producen severos efectos secundarios
como dolor en el lugar de la inyeccion, arritmias cardiacas o pancreatitis aguda.
Frecuentemente, debido a los graves efectos secundarios, se abandona parcial o
totalmente el tratamiento favoreciendo la aparicion de resistencias (Croft et al.
2006).

El tratamiento mas empleado para combatir la leishmaniasis canina es el
basado en meglumina de antimoniato (en formulacién en polvo o liposomal), sola

o acompafiada con alopurinol (Otranto y Dantas-Torres, 2013).

La anfotericina B es un antibidtico poliénico (Fig. 1-12) usado
predominantemente como antifungico, pero que posee una excelente actividad
leishmanicida (Sundar y Rai, 2002). La anfotericina B se une a los esteroles,
predominantemente ergosterol, de la membrana plasmatica con una alta afinidad

generando poros acuosos, aumentando la permeabilidad a iones y provocando la
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muerte del parasito (Leandro and Campino, 2003). La anfotericina B se ha
utilizado con excelentes resultados en regiones de la India donde el fallo
terapéutico del tratamiento de la LV con antimoniales pentavalentes es muy alto
(Thakur et al. 1999). La anfotericina B en su forma deoxicolato tiene excelentes
porcentajes de curacion muy cercanos al 100%, empleando una dosis (via
intravenosa) de 0,75-1 mg/kg durante 15-20 dias (Sundar y Rai, 2002). Sin
embargo, la mayoria de los pacientes experimentan reacciones adversas (fiebre,
tromboflebitis, nefrotoxicidad, miocarditis e incluso la muerte). La necesidad de
hospitalizacion del paciente, el alto coste del farmaco, la necesidad de una
estricta monitorizacién y la alta incidencia de efectos secundarios constituyen un

problema para su empleo.

La anfotericina B liposomal (Ambisome®) es igual de efectiva frenta a la LV
que la convencional y tiene un significativo descenso de las reacciones adversas
y el tiempo de tratamiento. La dosis empleada, bajo los criterios de efectividad y
coste, es variable en las diferentes regiones geograficas; de este modo, mientras
que los pacientes de la India requieren una dosis menor (10 mg/kg), en zonas
Mediterraneas o Brasil la dosis empleada para obtener la curacion de la
enfermedad es mayor (18-21 mg/kg) (Sundar et al. 2002, 2006, 2013). Hasta
hace poco, su precio resultaba prohibitivo para paises en desarrollo, sin embargo
se acordd con la OMS en 2007 un precio preferencial (18$ un vial de 50 mg) para
su uso en regiones endémicas a LV (Olliaro and Sundar, 2009). En relacién a la
posibilidad de aparicién de resistencias, los estudios realizados demuestran que
la resistencia clinica a anfotericina B es poco frecuente (Chappuis et al. 2007;
Ouellette et al. 2013).

La miltefosina es un alquilfosfolipido (hexadecilfosfocolina) desarrollado
inicialmente como anticancerigeno (Fig. 1-12). Se ha descrito que inhibe la
citocromo c¢ oxidasa, pudiendo actuar también sobre otras enzimas (Luque-
Ortega y Rivas, 2007). Es el primer farmaco oral aprobado para el tratamiento de
la leishmaniasis. Los porcentajes de curacion para la LV es del 94% a las dosis
diarias durante 4 semanas de 100 mg para pacientes con un peso superior a 25
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kg y 50 mg para aquellos que pesen menos de 25 kg (Sundar et al. 2002). Las
limitaciones de este farmaco son su alto coste, los efectos secundarios adversos
del tracto digestivo, y ocasionalmente la hepatotoxicidad y nefrotoxicidad. Se trata
de un farmaco teratogénico, asi que esta prohibido su uso en pacientes
embarazadas, y se deben tomar medidas anticonceptivas en pacientes en edad
fértil durante el tratamiento y 3 meses después de este. La rapida recuperacion
que experimentan los pacientes unido al alto coste, motiva a los pacientes a dejar
rapidamente el tratamiento o no cumplir correctamente las pautas de dosificacion.
Esto junto al hecho de que la miltefosina tiene una larga vida media en el
organismo de entre 150 y 200 horas, podria favorecer la aparicion de resistencia.
(Sundar y Murray, 2005).

La paromomicina es un antibiético aminoglicésido que se usa por via
parenteral para el tratamiento de la LV y de forma topica y parenteral para la LC
(Fig. 1-12). La actividad leishmanicida vendria provocada por su union en el sitio A
del ribosoma inhibiendo el proceso de traduccion proteica e introduciendo errores
de lectura (Fernandez et al. 2011). Se han observado porcentajes de curacidn
similares a los observados con anfotericina B o antimoniales (David y Craft,
2009). Es un farmaco muy barato, del que no se ha descrito la aparicion de
resistencia clinica (Chappuis et al. 2007). Las desventajas del uso de este
farmaco son: la necesidad de inyectarlo intramuscularmente durante los 21 dias
que dura el tratamiento (16-20 mg/kg/dia), la monitorizacion de los niveles de
transaminasas en el suero, y la existencia de datos inadecuados para aprobar su

uso en mujeres embarazadas.

La pentamidina (Fig. 1-12) es una diamidina, y fue el primer farmaco
empleado en pacientes con LV y fallo terapéutico con antimoniales
pentavalentes, dando altos porcentajes de curacion (Jha, 1983). El compuesto se
acumula en la mitocondria del parasito inhibiendo Ila topoisomerasa I
mitocondrial, la biosintesis de poliaminas y el potencial de membrana
mitocondrial (Basselin et al., 2002; Croft, 2006). La eficacia de este farmaco ha

disminuido mucho desde que comenzd a emplearse y sumado a sus severos
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efectos adversos (puede provocar diabetes dependiente de insulina e incluso la
muerte), conlleva a que se esté abandonando su uso, siendo utilizado
unicamente como tratamiento compasivo.

Los azoles como el ketoconazol, el fluconazol (Fig. I-12) o el itraconazol son
antifungicos que actuan inhibiendo la via de la biosintesis de esteroles. Bloquean
especificamente la sintesis de ergosterol, mediante la inhibicion de la enzima C14
a-desmetilasa. Estudios in vitro han demostrado una actividad leishmanicida,
aunque hay controversia con respecto a su eficacia clinica frente a distintas

especies de Leishmania (Croft et al. 2006).

La sitamaquina es una 8-aminoquinolina eficaz por via oral para tratar la
LV. Ensayos clinicos de fase | y Il han mostrado resultados con distintos niveles
de éxito dependiendo de las especies de Leishmania y de la localizacion
geografica. La sitamaquina inhibe el complejo Il de la cadena de transporte de
electrones mitocondrial, produciendo muerte asociada a apoptosis (Carvalho et
al. 2011). En un ensayo clinico fase llb realizado en la India, la sitamaquina
mostro ser igual de eficaz que el desoxicolato de anfotericina B y mejor tolerada.
Se han detectado efectos secundarios adversos como nefrotoxicidad vy
metahemoglobinemia (Sundar y Chatterjee, 2006). Actualmente, el objetivo de la

empresa es reducir los efectos secundarios del farmaco.

El alopurinol es un analogo toxico de hipoxantina, y actua interfiriendo en la
sintesis del RNA del parasito. Su empleo como monoterapia no ha dado buenos
resultados, utilizandose en combinacion con antimoniales pentavalentes. Su uso
esta mas extendido en veterinaria para el tratamiento de la leishmaniasis canina,
observandose una diferencia en los niveles de concentracion que alcanza en el

perro respecto a los alcanzados en humanos (Croft et al. 2006).

El imiquimod es un antiviral que se emplea en combinacién con antimoniales
pentavalentes en el tratamiento de pacientes con lesiones cutaneas que son
refractarias al tratamiento previo con antimoniales. El imiquimod es un

inmunomodulador de uso topico que estimula la respuesta inmune local en el sitio
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de aplicacion induciendo la produccion de citoquinas y Oxido nitrico en

macrofagos (Croft et al., 2006).
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Figura |-12. Farmacos leishmanicidas.

Ante el reducido arsenal terapéutico disponible para tratar la enfermedad, las
empresas farmacéuticas realizan una busqueda de nuevos compuestos que
puedan tener potencial accion leishmanicida y que tengan menores efectos
secundarios. Entre los compuestos candidatos seleccionados hay chalconas,
flavonoides, alquilfosfocolinas, bifosfonatos, sesquiterpenos, quinolinas,
formulaciones orales de anfotericina B, buparvaquona, y otros compuestos que
interfieren con el metabolismo del ergosterol (Polonio y Efferth 2008; Richard y
Werbovetz, 2010).

Recientemente, la OMS ha recomendado el uso de terapias combinadas de
farmacos leishmanicidas para reducir la duracion y la toxicidad del tratamiento,
prolongar la vida terapéutica de los farmacos ya existentes y retrasar al maximo

la aparicidn de resistencias.
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Algunas combinaciones que ya se han empleado con éxito en ensayos clinicos
son: (1) dosis bajas de pentamidina con alopurinol frente a LV (Singh y
Sivakumar, 2004); (2) paromomicina mas cloruro de metilbencetonio en forma de
unguento, siendo mas efectiva frente a LC que muchas monoterapias (Singh y
Sivakumar, 2004); (3) estibogluconato de sodio y paromomicina para tratar la LV,
es segura y efectiva en ensayos llevados a cabo en India y en el este de Africa
(Chappuis et al. 2007); (4) anfotericina B liposomal y miltefosina o paromomicina,
o miltefosina y paromomicina, ensayadas en India y Bangladesh para tratar la LV
siendo estas combinaciones mas eficaces y menos toxicos, reduciendo el tiempo
de tratamiento, el tiempo de hospitalizacion, el coste y los efectos secundarios

adversos (Sundar et al. 2011).

Aunque los ensayos clinicos realizados han demostrado la eficacia de este
tipo de terapias combinadas, es necesario investigar otros factores como la
identificacion de un tratamiento corto que sea bien tolerado por los pacientes,
aspectos logisticos, a la vez que evaluar el riesgo de aparicion de resistencias en

el campo (Garcia-Hernandez et al. 2012).

Biologia y bioguimica del parasito

Los parasitos del género Leishmania son organismos diploides con
caracteristicas unicas que los diferencian del resto de organismos eucariotas:
componentes especificos de membranas ancladas a glicosilfosfatidilinositol
(GPI), organulos como acidocalcisomas, glicosomas o kinetoplasto, edicion del
RNA mitocondrial, trascripcion policistronica y trans-splicing (Toledo et al. 2010).
En la etapa en la que infecta al hospedador invertebrado se ha demostrado que
se produce intercambio de material genético mediante reproduccion sexual; sin
embargo, se considera que los parasitos de Leishmania se dividen principalmente

por fisidn binaria.
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Una caracteristica de estos microorganismos es su capacidad de alterar el
numero de copias de genes individuales, grupos de genes, o cromosomas. Esta

plasticidad génica les confiere una clara ventaja adaptativa (Toledo et al. 2010).

- Genoma de Leishmania: En los ultimos afios se han secuenciado los genomas
de 5 especias de Leishmania (L. major, L. infantum, L. donovani, L. braziliensis y
L. mexicana), revelando la existencia de mas de 8.300 genes que codifican para
proteinas y 900 genes para RNA. Alrededor de 6.200 genes se encuentran
conservados en todos los tripanosomatidos (Trypanosoma brucei vy
Trypanosoma cruzi), mientras que alrededor de 1.000 genes son especificos del
genero Leishmania, y 200 de estos son diferentes entre las distintas especies
secuenciadas, indicando una evolucion marcada por diferentes presiones
selectivas. Los datos de las secuencias del genoma se pueden visitar en la
pagina web de GeneDB (http://www.genedb.org/Homepage) o TriTrypDB
(http:/ftritrypdb.org/tritrypdb/). Las diferentes especies de Leishmania tienen un
genoma constituido por un numero de cromosomas variable entre 34 y 36 pares,
numerados en orden ascendente de tamafo, con tamafios comprendidos entre
250 kb y 4 Mb. De esta manera, L. major y L. donovani tienen 36 pares de
cromosomas, L. mexicana y L. amazonensis tienen 34 y el grupo de L.
braziliensis tienen 35. La mayoria de los genomas son diploides de forma
general, aunque se pueden dar ciertos grados de aneuploidias, asi en L. major el
cromosoma 1 es triploide (Sunkin et al. 2000), mientras que el 20 y el 31 parecen
ser tetraploides. El 49,7% del genoma codifica para proteinas. El contenido en G
+ C de las regiones codificantes y no codificantes es de un 62,5 % y un 57,3 %,

respectivamente.

La regulacion de la expresion génica en Leishmania es predominantemente
post-transcripcional. La RNA polimerasa |l transcribe largas cadenas
policistronicas en ausencia de promotores conocidos (Martinez-Calvillo et al.
2003). La sintesis de mRNA se lleva a cabo mediante trans-splicing por adicion
en el extremo 5 de una secuencia de 39 nucledtidos (mini-exoén) y posterior

poliadenlacién en el extremo 3’ (Myler and Fasel, 2006) (Fig. 1-13). Sdélo se
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conocen 2 genes que contengan intrones en Leishmania, codificando para la
poli(A) polimerasa y para una RNA helicasa; y otros dos genes que requeririan

también modificaciones del tipo cis-splicing (Ivens et al. 2005).

La regulacién de los niveles de mRNA se determina mediante secuencias
localizadas en regiones no traducibles en 3’ (3'UTR) que controlan la estabilidad
y la traduccion. La regulacion post-traduccional esta asociada con la expresion
diferencial de genes entre las diferentes formas de vida del parasito (Myler and
Fasel, 2006).

ADN GENOMICO
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Transcripcion
policistronica

ARN POLICISTRONICO &3 120l AS J 46| 1

medARN i . * | Trans-splicing
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genes del LI A0
minlexon

Figura I-13. Proceso transcripcional en Leishmania (esquema de J.M. Requena;
http://www.ricet.es/es/5/grp-grupo-de-biologia-molecular-de-parasitos-tropicales.htm)

- Kinetoplasto: EI DNA mitocondrial de los tripanosomatidos se encuentra
ubicado en una estructura denominada kinetoplasto. Se localiza cercano al
bolsillo flagelar y perpendicular al eje del mismo (Fig. 1-14). Dos tipos de anillos
de DNA, minicirculos y maxicirculos, estan presentes en el kinetoplasto. Mientras
hay miles de minicirculos con un tamano que oscila entre 0,5 y 2,5 kb, solo hay
unas pocas docenas de maxicirculos con un tamano entre 20 y 40 kb. Los

maxicirculos son estructural y funcionalmente analogos al DNA mitocondrial de
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eucariotas superiores, codificando rRNAs y subunidades de los complejos de la
cadena respiratoria. Los minicirculos codifican para RNAs guias que modifican
los transcritos de los maxicirculos mediante la insercion o delecion de uridilato en
los mismos, a lo largo de un proceso de edicion del RNA (de Souza et al. 2009).

- Acidocalcisomas: Leishmania tiene unos organulos de pH acido y
electrodensos denominados acidocalcisomas (Fig. 1-14). Acumulan una alta
concentracion de fosforo como pirofosfato o polifosfato, ademas de calcio y otros
cationes, y aminoacidos basicos. Son organulos redondeados cuyo numero y
tamafo varia de acuerdo a la especie, al estadio del parasito, y al medio de
cultivo (Docampo et al. 2005). Los acidocalcisomas estan asociados con la
participacion en varias funciones como almacenamiento de cationes y fdsforo,
metabolismo del polifosfato, homeostasis de calcio, mantenimiento del pH

intracelular, y osmoregulacion del parasito.

- Metabolismo en Leishmania: Se han identificado en L. major mas de 400
genes implicados en las principales rutas metabdlicas, existiendo diferencias
notables con otros tripanosomatidos a nivel de enzimas ausentes en
determinados ciclos con respecto a estos. La adaptacion a los diferentes
ambientes en que se encuentran las distintas fases del parasito juega un papel
fundamental en el metabolismo, siendo de especial relevancia el pH del medio y

la disponibilidad de oxigeno y didxido de carbono.

Las principales fuentes de energia utilizadas por Leishmania son la glucosa y
los aminoacidos (prolina en mayor medida), implicando sistemas de generacion
de energia como la glicdlisis y el metabolismo mitocondrial, con una cadena de

transporte de electrones muy activa.
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Figura 1-14. Esquema gréfico de los orgénulos constitutivos presentes en las formas
promastigotas y amastigotas de Leishmania (Besteiro et al. 2007).

La glicdlisis es una via metabdlica de produccion de ATP presente en todos
los eucariotas. Sin embargo, mientras en casi todos los organismos la glicolisis es
un proceso unicamente citosolico, en Leishmania la mayor parte de la ruta
(unicamente tres enzimas se encuentran en citosol) se localiza en organulos de
origen peroxisomal denominados glicosomas (Fig. I-14). Estos organulos tienen
una Uunica bicapa fosfolipidica como membrana, una matriz proteinacea
electrodensa y no contiene DNA. La produccién neta de ATP y el poder reductor
se da en el citosol debido a esta compartimentalizacion, ya que el balance
energético obtenido en el interior del glicosoma es nulo. Ademas de la glicdlisis,
otros sistemas metabdlicos tienen lugar en los glicosomas, al menos en parte,

como son la ruta de las pentosas fosfato, la ruta gluconeogénica, biosintesis de
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purinas y pirimidinas, B-oxidacion de los acidos grasos, biosintesis de esteres
lipidicos, biosintesis de isoprenoides y mecanismos de defensa frente a agentes
oxidativos. La localizacion de enzimas gluconeogénicas y glucoliticas en el
mismo compartimento permite al parasito adaptarse rapidamente a diferentes
fuentes de carbono. Durante la fase intracelular, algunas enzimas de la ruta
glicolitica pueden cambiar su localizacion glicosoma/citosol (Michels et al. 2006).
A su vez, se ha observado que los glicosomas contienen amilasa y sucrasa para
la degradacion del almidon y los disacaridos tomados del insecto vector al
alimentarse de néctar. En su interior encontramos quinasas como ribuloquinasa y
xiluloquinasa, demostrando la utilizacién de otros azucares aparte de la glucosa

como sustrato energético (Opperdoes et al. 2007).

Igualmente, se ha descrito que Leishmania sintetiza manano (polimero de

manosa), como reserva energética (Fig. 10) (Opperdoes et al. 2007).

Un hecho caracteristico del orden Kinetoplastida es la presencia de una unica
mitocondria ramificada (Fig. I1-14) a lo largo del parasito. En este organulo tienen
lugar numerosas rutas del metabolismo energético, ademas de una cadena de
transporte de electrones (CTE) muy activa (Fig. [-15), principal fuente de
energia del parasito. Es interesante el estado de parada metabdlica reversible en
el que pueden entrar los promastigotes de Leishmania al inhibir la CTE, hecho
que no sucede, por ejemplo en Trypanosoma que muere rapidamente al inhibir
dicha actividad. Se piensa que es debido a una adaptaciéon a la ausencia de
oxigeno en el interior del insecto vector (Opperdoes et al. 2007). También se ha
demostrado la menor dependencia de la cadena respiratoria en la forma
amastigota de Leishmania respecto a otros grupos de la familia (Fidalgo et al.
2011). La CTE se situa en la membrana interna mitocondrial, y consta de cuatro
complejos: Complejo | (NADH deshidrogenasa), Complejo |l (succinato
deshidrogenasa), Complejo Ill (Coenzima Q-citocromo c reductasa) y Complejo
IV (citocromo c oxidasa), con la ubiquinona (Coenzima Q) y el citocromo c
actuando como transportadores de electrones moéviles entre los distintos

complejos. El gradiente de protones producido dirige la sintesis de ATP mediante
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una F4/Fy ATPasa (Complejo V) en un proceso denominado fosforilacion
oxidativa. En Leishmania la CTE tiene algunas particularidades, una de ellas es
un complejo | alternativo NADH deshidrogenasa que es insensible a la rotenona
como inhibidor, debido la baja actividad o a la ausencia de una enzima similar a
la de mamiferos. Estudios bioquimicos basicos han demostrado la existencia de
un complejo Il clasico. Los parasitos tienen muy limitado el transporte de
electrones entre el complejo | y el lll, de esta manera el succinato se convertiria
en el donador principal de electrones para la produccion de energia. El succinato
puede ser reciclado en parasitos a partir del fumarato mediante la fumarato
reductasa (ausente en mamiferos, posible diana terapéutica). EI complejo IV se
encuentra constituido por mas de 14 subunidades codificadas por genes
nucleares y mitocondriales (procedentes de los maxicirculos), jugando un papel

fundamental en los estadios infectivos del parasito (Fidalgo et al. 2011).
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Figura |-15. Representacién esquematica del metabolismo del carbono en Leishmania.
Abreviaturas: I-IV complejos de la CTE; aKG, a-ketoglutarato; 1,3BPGP, 1,3-
bifosfoglicerato; DHAP, dihidroxiacetona fosfato; Frul,6P,, fructosa-1,6-bifosfatasa; Glu,
glutamato; GPDH, glicerol 3-fosfato deshidrogenasa dependiente de FAD; GIc6P, glucosa-
6-fosfato; Man6P, manosa-6-fosfato; ManPc, Man1l,4-ciclo-fosfato; Man,, oligomeros de
manogeno (Manpl-2Man),; PEP, fosfoenolpiruvato; 2PG, 2-fosfoglicerato; 3PG, 3-
fosfoglicerato.

El metabolismo de las purinas en Leishmania difiere con respecto al de
eucariotas superiores, siendo ésta incapaz de sintetizar el anillo de purina a partir
de precursores metabdlicos, obteniendo estos compuestos a partir del
hospedador. Sin embargo, Leishmania si tiene la capacidad de generar
pirimidinas de novo, aunque en su ruta hay una enzima que realizaria una
accién doble timidilato sintasa y dihidrofolato reductasa (DHFR-TS), mientras que

en el hospedador estas acciones las realizan dos enzimas; la proteina PTR1
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también se encuentra implicada en la reduccion de folatos, siendo una diana
terapéutica a tener en cuenta para el disefio de nuevos farmacos frente a la
enfermedad. Por otro lado, Leishmania no puede tampoco sintetizar folatos y
debe importar estos desde el medio extracelular mediante un transportador en la

membrana plasmatica (Opperdoes et al. 2007).

A su vez, algunas vitaminas y cofactores tienen que ser captados del medio
para que Leishmania pueda llevar a cabo con normalidad su metabolismo

(McConville et al. 2008 en After the genome).

El adecuado balance redox intracelular es vital para la supervivencia y
proliferacion de todos los organismos vivos, y depende de reacciones basadas en
grupos tioles. La mayoria de los organismos eucariotas y procariotas utilizan
glutation (GSH) o tiorredoxina complementados con las pertinentes reductasas
para mantener la capacidad reductora. Sin embargo, el metabolismo redox de
los tripanosomatidos esta basado en la molécula N',N&-bis(glutationil)espermidina
o tripanotion T(SH),. Asi, esta molécula estaria implicada en funciones tan
diversas como la replicacién de DNA, la defensa frente a agentes oxidantes,
ensamblaje de los clusters hierro-azufre y la detoxificaciéon de cetoaldehidos,

xenobidticos y metales pesados.

La biosintesis de T(SH), requiere la adicion de dos moléculas de GSH a una
molécula de espermidina (Spd) en una reaccion catalizada por la enzima
tripanotion sintetasa. El primer paso de la sintesis de GSH, es limitante y es
catalizado por la enzima y-glutamilcisteina sintetasa (GGCS), produciéndose la
unién de una molécula de L-glutamato con una de L-cisteina. La reaccién de
sintesis termina con la adicion de una molécula de L-glicina a y-glutamilcisteina.
Se ha demostrado en Leishmania que la reduccién de la actividad GGCS bien
mediante el inhibidor quimico irreversible L-butionina-S,R-sulfoximina (BSO) o
bien mediante la manipulacién del genoma conlleva a una mayor susceptibilidad
al estrés oxidativo y al provocado por xenobioticos, ademas de un descenso en la

supervivencia en el interior de macrofagos activados; mientras que en T. brucei
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provoca incluso la muerte del parasito. La Spd puede generarse de novo en el
interior del parasito o bien tomarse del medio en el caso de Leishmania. La ruta
biosintética de Spd parte de una arginina e implica su descarboxilacion
convirtiéndola en ornitina que formara la molécula de Spd mediante la actividad
de la enzima ornitina descarboxilasa (ODC). También existe un inhibidor de ésta
enzima denominado DMFO (difluorometilornitina) que induce fallos importantes
en el metabolismo redox de tripanosomatidos. Todas las enzimas implicadas en

esta via llevan a cabo su actividad consumiendo ATP (Fig. I-16).

El T(SH), se ha demostrado que es mas eficiente que el GSH: (1) reduciendo
pequeias moléculas tales como dehidroascorbato, peroxido de hidréogeno y
peroxinitrito, (2) reduciendo proteinas disulfuro como redoxinas, (3) captando
radicales inducidos por radiacion, (4) actuando como cofactor en varios sistemas

de tripanosomatidos y (5) reaccionando con xenobidticos electrofilicos.

De esta manera, el T(SH), seria la primera defensa frente a la actividad de las
células del sistema inmune del hospedador, formando un complejo estable
dinitrosil-hierro, impidiendo la nitrosilacion de las proteinas y la actividad del
peroxinitrito procedente del oxido nitrico producido por dichas células. En otro
sentido, la T(SH), juega un papel de detoxificacion de compuestos arsénicos
trivalentes (melarsoprol), antimoniales trivalentes (triostam), y los compuestos
nitroheterociclicos (nifurtimox, megazol y benznidazol). Los antimoniales serian
conjugados directamente con T(SH), mediante la actividad de la enzima
tripanotion-S-transferasa.
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Figura 1-16. Metabolismo del tripanotién. Abreviaturas: GSH, glutation; GSHa, y-
glutamilcistein sintetasa; GSHb, glutation sintetasa; ARG, arginasa; ODC, ornitina
descarboxilasa; AdoMetDC, S-adenosinil metionina descarboxilasa; Spds, espermidina
sintetasa; GspS, mono(glutationil)espermidina sintetasa; TryS, tripanotién sintetasa; TR,
tripanotiobn  reductasa; TS,, tripanotibn disulfuro; G6PDH, glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa; G6P, glucosa-6-fosfato; 6PG, 6-fosfogluconato; R5P, ribosa-5-fosfato; 1-
C-Grxs, monotiol glutaredoxinas; TST, tripanotién S-transferasa; TXN, triparredoxina; Prx,
peroxidasas; ROOH, hidroperoxidos; ROH, alcoholes; metionina sulfoxida reductasa
(MSR); Met, metionina; Met-SO, sulféxido metionina; RnR, ribonucle6tido reductasa,
dNTPs, desoxinucleétidos; NTPs, nucleétidos; 2-C-Grxs, ditiol glutarredoxinas; GSSG,
glutation disulfuro; Prot-S-SG, mezcla proteina/GSH disulfuro.

- Componentes de la superficie celular: La membrana plasmatica de
Leishmania tiene dominios con distinta composicién y funciones, son por tanto
células polarizadas. Presenta tres caracteristicas especificas que la diferencian
de la de los eucariotas superiores: (1) esta recubierta a lo largo de toda su cara
citoplasmatica por una red de microtubulos, (2) la solidez que proporciona 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 flagelado del parasito,

denominada bolsillo flagelar (Overath et al. 1997), y (3) la mayor parte de los
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componentes de la superficie celular de Leishmania se encuentran anclados a
glicosilfosfatidilinositol (GPI). De esta manera, las macromoléculas que
componen esta envoltura externa son mayoritariamente glicoproteinas,
proteofosfoglicanos (PPG) altamente glicosilados y lipofosfoglicanos (LPG)

complejos (Fig. 1-17) (llgoutz and McConville, 2001).

Una de las primeras proteinas ancladas a GPI estudiadas en detalle fue una
metaloproteasa denominada gp63 o leishmanolisina. Se ha demostrado que
gp63 es un potente factor de virulencia en promastigotes en virtud a su unién con
el receptor CR1 y CR3 del macrofago, después de la opsonizacion producida con
los componentes del complemento C3b y C3bi, favoreciendo la proteccién a la
accion del complemento. Gp63 se expresa en la superficie de los promastigotes
de Leishmania; sin embargo, se ha demostrado que puede ser secretada al
exterior hidrolizando proteinas en el tracto digestivo del insecto vector o en el
hospedador mamifero. También se expresaria en la forma amastigota, evitando

la degradacion en el fagolisosoma del macrofago (Yao et al. 2003).

Los LPGs son las macromoléculas mas abundantes de la superficie de los
promastigotes. Al igual que los PPG presentan cadenas de fosfoglicanos,
variando la longitud y composicion dependiendo del estadio del parasito, siendo
mayor la longitud en el estado promastigote metaciclico, y menor en las formas
prociclica. El nivel de expresion de LPG también varia dependiendo del estadio
de desarrollo del parasito, siendo bajo en las formas amastigotas (McConville and
Homans, 1992). Los LPGs llevan acabo diferentes funciones durante el
establecimiento de la infeccion: inhibicidon de la lisis mediada por complemento,
proteccion frente a la respuesta humoral del hospedador, participacion en la
unién al macréfago, bloqueo del proceso de maduracién del fagosoma e
inhibicién de la respuesta oxidativa (Lodge y Descoteaux, 2005).

Los PPGs estan formados por un esqueleto polipeptidico modificado por

cadenas complejas de fosfoglicano. Pertenecen a una familia heterogénea vy
altamente glicosilada y pueden encontrarse anclados a GPIl en la membrana
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plasmatica o en forma secretada al exterior (Ilvens et al. 2005). La forma
secretada por promastigotes consistiria en largos filamentos que los encapsularia
en el tracto digestivo del insecto vector. Los PPGs jugarian un papel fundamental
en: i) el establecimiento de la infeccion mediante la union, no sélo a través de los
fosfoglicanos, sino también a través de unas estructuras con repeticiones de
leucinas en el extremo N-terminal (Handman y Bullen, 2002), y ii) en la
supervivencia del parasito en el interior del hospedador mamifero por
mecanismos aun desconocidos que afectarian a los macréfagos (Rogers et al.
2004)
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Figura 1-17. Composicion de la membrana plasmética de las formas promastigotas y
amastigotas en Leishmania. Abreviaturas: LPG, lipofosfoglicano; GPI,
glicosilfosfatidilinositol; PPG, proteofosfoglicano (llgoutz y McConvile, 2001).

Los GPI libres (GPILs) son el componente mayoritario de la superficie
celular en Leishmania tanto en las formas promastigotas como amastigotas, sin
cambiar el nivel de expresidon dependiendo del estadio de desarrollo del parasito,
al contrario de lo que sucede con el resto de componentes. Se ha demostrado su
implicacion en la evasién de la respuesta inmune del macréfago mediante la
adquisicion de glicoesfingolipidos por parte del parasito en el interior del

macrofago.

Ademas de los componentes mencionados, a lo largo de la superficie celular
podemos encontrar transportadores integrales de membrana como el de
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hexosas, los de biopterina y folato, el de nucleodsidos, el de transferrina y

numerosos transportadores de la familia ABC, entre otros.

En cuanto a los lipidos que componen la superficie de Leishmania, la principal
diferencia 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. 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).

- Tréfico vesicular: Los procesos de endocitosis y exocitosis de Leishmania se
dan en el bolsillo flagelar. Mediante esta via de trafico vesicular se produce la
entrada de nutrientes, la secrecidon de proteinas al medio extracelular, o la
integracion de proteinas de membrana en la superficie (Overath et al. 1997).
Intervienen distintos organulos: (1) El reticulo endoplasmico de gran tamanio, (2)
el aparato de Golgi, (3) un gran conjunto de vesiculas ubicadas entre el reticulo
endoplasmico y la cara cis del aparato de Golgi, y (4) 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 trans-Golgi (TGN) (Landfear,
2001). A su vez, existe una estructura tubulovesicular implicada en el trafico
vesicular en Leishmania denominada MVT (multivesicular tubule), tratandose de
un compartimento lisosomal terminal que se extiende desde el TGN, hasta el
extremo posterior de la célula (ligoutz et al., 1999; Mullin et al., 2001; Weise et al.,
2000).

- Trafico de hemo: El hemo es una metaloporfirina que actua como grupo
prostético de proteinas que llevan a cabo funciones esenciales dentro del

metabolismo celular.
Los organismos pertenecientes a la familia de los tripanosomatidos (entre

ellos Leishmania) son auxotrofos para la molécula de hemo, siendo necesaria la

captacion desde el exterior celular, bien de la molécula de hemo o bien de su
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precursor inmediato (protoporfirina 1X), para la correcta funcionalidad de
hemoproteinas, entre ellas los citocromos (Srivastava et al. 1997; Pal y Joshi-
Purandare, 2001; Rao et al. 2005). Se ha demostrado en Leishmania, la ausencia
de tres de las enzimas necesarias para la sintesis de hemo, en comparacion con

el resto de eucariotas superiores (Fig. 1-18) (Dutta et al. 2008; Sah et al. 2002).

Mitocondria

Eucariotas superiores Mitocondria
Leishmania sp.

Hemoproteinas
ALA

= !

PGB

&=

HME

)
URC
=

COPRO I

COPRO Il
€O piliverdina Fe2*

bilirubina

COPRO NI

Figura I-18. Biosintesis de hemo en eucariotas superiores y Leishmania sp. Ala: acido 5-
aminolevulinico; PBG: porfobilinogeno; HMB: hidroximetilbilano; UROIIIl: uroporfirin6geno
lll; COPRO llI: Coproporfirinogeno lll; PPG IX: protoporfirinogeno lll; PP

IX: Protoporfirina IX; CO: mono6xido de carbono; ALAS: 5-aminovulinato sintetasa; ALAD:
5-amilovulinato deshidratasa; HMBS: hidroximetilbilano sintetasa; UROS: Uroporfirinégeno
lll sintetasa; UROD: Uroporfirinégeno descarboxilasa; CPOX: Coproporfirin6geno oxidasa,
FECH: ferroquelatasa; HO: hemoxigenasa; BR: biliverdina

reductasa (Dutta et al., 2008).

La existencia de un transportador especifico o receptor para hemo en la
membrana plasmatica de Leishmania se llevaba especulando desde hace tiempo,
basandonos en articulos que demostraban la alta afinidad con la que se unia la
molécula de hemo a la superficie celular. El hemo posee cadenas anidnicas de
carboxilato que limitarian su capacidad para difundir a través de la membrana
plasmatica, por lo tanto seria necesario un mecanismo de transporte dependiente
de energia que translocara el hemo al interior celular (Krishnamurthy et al., 2007).
Recientemente se ha descrito en Leishmania la proteina LHR1, localizada en la

membrana plasmatica y en vesiculas acidas, homologa al transportador de hemo
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HRG-4 de Caenorhabditis elegans que promueve la entrada de Zn-mesoporfirina
(analogo fluorescente de hemo) e incrementa el contenido intracelular de hemo
(Huynh et al. 2012).

¥ Carrier hemo

m Hemo
0

\RabS!Rab7

® N

Fig. 1-19. Obtencién de hemo en formas promastigotas de Leishmania. La captacién de
hemo se realiza a través de dos vias: (1) A partir de la endocitosis de hemoglobina mediada
por receptor y su posterior degradacion via Rab5/Rab7, y (2) Entrada de hemo libre a través
del receptor LHR1 y distribucion a los diferentes organulos. Las interrogaciones muestran
las vias aun desconocidas en el trafico de hemo (Galbraith and McElrath, 1988; Patel et al.
2008; Sengupta et al. 1999; Singh et al. 2003).

La captacion de hemo puede realizarse también a partir de la molécula de
hemoglobina (Hb) presente en el suero (Chang and Chang, 1985), y Leishmania
la realiza a través de endocitosis mediada por receptor. La molécula de Hb se
une a una hexoquinasa de 46 kDa ubicada en el bolsillo flagelar (Krishnamurthy
et al., 2005; Sengupta et al., 1999). Posteriormente, la molécula de Hb es
endocitada en un proceso mediado por Rab5 (endosomas tempranos) y por Rab7
(endosomas tardios), (Singh et al., 2003). La ruta endocitica finaliza alcanzando

el lisosoma donde sera degradada (Patel et al., 2008).
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Aun se desconoce cual es la fuente fisiolégica de hemo en amastigotes
intracelulares de Leishmania, bien la Hb, o bien el hemo liberado tras la digestién
de Hb y de otras hemoproteinas del hospedador en la vacuola parasitéfora del
macroéfago (Akilov et al. 2007; Kelly et al. 2003).

Una vez en el citoplasma, este metabolito (que probablemente se una a
proteinas citosdlicas para evitar su toxicidad) se distribuye por distintos
organulos. En lamitocondria el grupo hemo se incorpora como grupo prostético
de los citocromos de la cadena respiratoria. La entrada y salida de hemo de la
mitocondria seria a través de transportadores dependientes de energia. Se han
descrito en células humanas una serie de transportadores de la familia ABC
implicadas en el transporte mitocondrial de hemo. Asi, el transportador ABCBS6,
localizado a nivel de membrana plasmatica y membrana mitocondrial realizaria el
transporte de porfirinas precursoras de hemo hacia el interior mitocondrial
(Krishnamurthy and Schuetz, 2006; Szakacs et al. 2007). ABCB10 esta localizado
en la membrana mitocondrial interna, y podria estar involucrado en la salida de
hemo al espacio intramembranal (Dunn et al., 2007). ABCG2 exporta porfirinas a
través de la membrana plasmatica y de la membrana interna mitocondrial de
algunas células tumorales (Kobuchi et al. 2012).Por otra parte, no se conoce el
papel que juegan ABCB7 y ABCBS, localizados en la membrana interna
mitocondrial, en el trafico de porfirinas (Krishnamurthy et al. 2007). Otra proteina
involucrada en transporte de hemo en la mitocondria es OGC (2-oxoglutarato
carrier), localizada en la membrana mitocondrial interna siendo responsable de la
entrada de porfirinas precursoras del hemo desde el espacio intermembranal
hacia la matriz mitocondrial (Kabe et al. 2006). En Leishmania, nuestro grupo
describié que el transportador LABCGS, era necesario para el rescate del hemo

proveniente de la Hb.
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Mecanismos de resistencia a farmacos en Leishmania

El fallo terapéutico en la leishmaniasis es frecuente en zonas endémicas. Este
hecho depende de multiples factores tanto por parte del hospedador como del
parasito. Por la parte del hospedador mamifero, el fallo terapéutico podria ser
atribuido a un tratamiento inadecuado, una alteracién en la farmacocinética del
farmaco, reinfeccion o alteracion de la respuesta inmunoldgica (Sundar et al.
2001). Recientemente, se ha descrito una linea resistente a antimonio de L.
donovani que sobreexpone en su superficie conjugados de N-galactosamina ,
inductores de un incremento de los niveles de IL-10 aumentando la infectividad
de los parasitos y afectando a nivel de la célula hospedadora con la
sobreexpresion del transportador MDR1 (ABCB1) que se especula que podria
estar implicado en la elimacién de antimonio al exterior celular (Mukherjee et al.
2013). En este sentido, se ha descrito que la infeccién de L. panamensis y el
posterior tratamiento con antimoniales regula los niveles de 16 genes implicados
en la respuesta a farmacos en la célula hospedadora, entre ellos los mas
destacados son los que codifican para ABCB6 y metalotioneina-2A. ABCB6 es un
transportador de antimonio localizado en la membrana plasmatica del macréfago

y en la membrana del fagolisosoma (Gémez et al. 2013).

La resistencia a farmacos se define como la disminuciéon de la eficacia de los
compuestos sobre poblaciones celulares (parasitos de Leishmania) a los que

previamente eran susceptibles.

Existen al menos tres mecanismos asociados directamente con la resistencia
a farmacos en Leishmania:

- Amplificacion génica de las enzimas que son dianas sobre las que ejerce
su actividad el farmaco, o de las que constituyen una via alternativa a la
inhibida (Papadopoulou et al. 1992).

- Mutaciones que alteran la funcién en las enzimas sobre las que actua el

compuesto (Arrebola et al. 1994).
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- Disminucion del nivel intracelular del farmaco a traveés del eflujo al medio
extracelular mediante transportadores (Ponte-Sucre, 2003; Kedzierski,
2009).

Sin embargo, la resistencia farmacolégica se considera un fendmeno
multifactorial. Se asocia, generalmente, con el incremento de la expresion de
proteinas transportadoras similares a MDR1/ABCB1 (multidrug resistance) y a
MRP1 (ABCC1 (multidrug resistance-associated protein)) (Ponte-Sucre, 2003),
entre otras proteinas. Ambos tipos de transportadores modulan la concentraciéon

intracelular del agente quimioterapéutico (Fig. 1-20).

En Leishmania la resistencia puede ser natural, como la resistencia observada
en L. braziliensis a ketoconazol o miltefosina, o adquirida, que es la que
desarrollan los parasitos expuestos a dosis suboptimas de los farmacos (Croft et
al. 2006, 2008, Sanchez-Cariete et al. 2009).

Induccidon de genes de
respuesta a estrés

Inactivacion del
farmaco

Sobreexpresion o
alteracion del blanco
de accion

Secuestro del
farmaco

Alteracion de la
composicion de la
membrana plasmatica

Bloqueo de la entrada| Expulsion del
de farmaco farmaco

Sobreexpresion de
mecanismos de
reparacion celular

Figura 1-20. Representacién esquemética de los principales mecanismos de resistencia a
farmacos en Leishmania.
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Existen diferentes mecanismos descritos para los diversos farmacos
empleados en el tratamiento de la leishmaniasis. Uno de los mecanismos
principales de resistencia a los antimoniales pentavalentes es la disminucion de
la concentracion activa de farmaco en el interior del parasito. El parasito puede
reducir el nivel del farmaco a través de multiples vias: descenso en la entrada,
incremento del eflujo, inhibicién de la activacion del farmaco, inactivacién d del

farmaco mediante secuestro (Fig. 1-21).

La ruta de entrada de los antimoniales (V) no se conoce todavia pero se
piensa que entran en la célula por una proteina transportadora de gluconato, ya
que se ha observado una inhibicion competitiva entre ambos sustratos (Brochu et
al. 2003). Existen diferencias en la acumulacién entre los antimoniales (V) y (Ill)
en las dos formas del ciclo de vida de Leishmania (formas promastigotas y
formas amastigotas intracelulares), sugiriendo que la entrada del farmaco se
llevaria a cabo por vias diferentes. Se ha identificado en Leishmania una
aquogliceroporina (AQP1) que media la entrada de antimonio trivalente al
parasito (Gourbal et al. 2004). La sobreexpresion de AQP1 produce la
hipersensibilidad a antimonio incluso en lineas resistentes clinicas, indicando un
papel en la resistencia natural a antimoniales. En aislados clinicos de Nepal
resistentes se ha observado una disminucién en la expresion del transportador
AQP1 (Decuypere et al. 2005).

La forma trivalente del antimonio es muy activa frente a ambas formas del
ciclo de vida del parasito, mientras que el antimonio pentavalente es activo
unicamente frente a la forma intracelular. De esta manera, se acepta de forma
general la necesidad de que la forma pentavalente del farmaco sea reducida, y
por tanto activada a la forma trivalente. El lugar exacto (macréfago o amastigote)
donde se produce la reaccion de reduccion no esta claro todavia, de hecho
existen estudios que aseguran que determinados amastigotes axénicos son
capaces de realizar la reduccién de Sb (V) mientras que los promastigotes serian
incapaces (Shaked-Mishan et al. 2001); sin embargo, otros estudios indican que
este proceso de reduccion tiene lugar en el interior del macréfago (Sereno et al.
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1998). Existen dos vias aceptadas por las que se produce la reduccion del
farmaco: una via no enzimatica llevada a cabo gracias a la accion del glutation
(GSG) y tripanotidon reducido (T(SH)2) y una via enzimatica en la que estaria
implicada una enzima especifica del parasito denominada TDR1 (Thiol-
dependent reductase |) (Ashutosh et al. 2007). La pérdida de esta actividad

resultaria crucial en la aparicion de resistencias.

Otro mecanismo de resistencia al antimonio implicaria el eflujo del farmaco o
su derivado activo fuera del interior celular. Hay dos tipos de transportadores
pertenecientes a la familia ABC (ATP binding cassete) conocidos e involucrados
en fendmenos de resistencia en cancer: el transportador tipo MDR1/
glicoproteina-P (P-gp) y el transportador tipo MRP (Multi-Drug Resistance
Protein). La sobreexpresién de la P-gp en Leishmania confiere resistencia a
daunorubicina y vinblastina, pero no se ha observado ninguna relacion con el
antimonio (Ouellette et al. 2001); de todas maneras se ha descrito su sobre-
expresion en la membrana del macrofago pudiendo estar implicado a este nivel
(Mookerjee et al. 2008). Sin embargo, una proteina del grupo MRP, denominada
MRPA (o PGPA) estaria involucrada en la resistencia a antimoniales mediante el
secuestro de conjugados metal-tiol en el interior de vesiculas proximas al bolsillo
flagelar (Legare et al. 2001) y no mediante su eflujo directo a través de la
membrana plasmatica del parasito. Se ha observado la sobreexpresion de este
transportador tanto en lineas resistentes generadas en laboratorio como en
aislados clinicos de pacientes con resistencia a los antimoniales. Un segundo
transportador (PRP1) de la familia ABC se ha visto implicado en la resistencia a
antimonio (Coelho et al. 2003). Finalmente, se ha propuesto la existencia de un
transportador, aun desconocido, que exportaria complejos metal-tiol a través de

la membrana plasmatica.

El metabolismo de los tioles juega un papel central en la defensa contra
el dafo causado por el estrés oxidativo producido por xenobidticos y metales
pesados. Lineas de Leishmania mutantes obtenidas en el laboratorio resistentes

a arsenito y antimoniales muestran incrementos muy significativos de los niveles
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de tioles intracelulares: cisteina, GSH, espermidina y T(SH),. Se ha observado
que estan amplificados en lineas resistentes los genes que codifican para
lasenzimas implicadas en la formacién de los precursores del tripanotién, GGCS
(y-glutamilcistein sintetasa) y ODC (ornitina descarboxilasa), (Ashutosh et al.
2007). ademas, inhibidores especificos como BSO (L-buitionina-(SR)-sulfoximina)
y DMFO (DL-a-difluorometilornitina) son capaces de revertir dicha resistencia. El
uso de estos revertidores produce reversion de la resistencia en aislados clinicos
de Leishmania en la India (Carter et al. 2003). Igualmente, modificaciones en el
citoesqueleto y la sobreexpresion de algunas proteinas de choque térmico han
sido otros de los efectos observados en aislados clinicos de Leishmania

resistentes a los antimoniales.
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Figura 1-21. Representaciéon esquemética de los mecanismos de resistencia frente a
farmacos antimoniales descritos en (A) lineas mutantes de Leishmania obtenidas in vitro y
(B) aislados clinicos de Leishmania. El circulo en color azul representa la forma amastigota
del parasito Leishmania, mientras que el circulo color naranja que lo contiene representa al
macréfago. TSH: Tripanotion reducido; TS,: Tripanotion oxidado; Sb(TS),: Conjugado de
Sblll con tripanotién; MRPA: Transportador ABC (ABCC3); AQP1: Aquogliceroporina-1;
GSH: Glutation; ACR2: Arsenato reductasa-2; TDR1: Reductasa dependiente de tioles;
GSSG: Disulfuro de glutation. Modificado de (Ashutosh et al. 2007).

De esta manera la resistencia a los antimoniales estaria determinada por la

entrada, eflujo y secuestro de moléculas activas (Fig. 1-21) (Croft et al. 2006).

En cuanto a fendmenos de resistencia a anfotericina B en Leishmania,
recientemente se ha descrito una linea clinica aislada resistente a anfotericina B.
En esta linea se ha observado una medida de anisotropia baja, indicando una

mayor fluidez de la membrana plasmatica con relacion a la de la linea sensible.
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La mayor expresion de la enzima C-24-A-esterol metiltransferasa y la reduccién
de ergosterol y sustitucion por colesta-5,7,24-trien-38-ol en la membrana
provocan una disminucion en la afinidad de la anfotericina B disminuyendo su
acumulacion. Adicionalmente, se observé que esta linea resistente presentaba un
aumento en la expresion de P-gp, el cual exportaria anfotericina B al exterior
celular, una sobreexpresion de las enzimas de la cascada de las triparredoxinas y
un mayor nivel de tioles intracelulares (Purkait et al. 2012). A nivel clinico, se han
observado algunas recaidas en algunos pacientes tratados con la version
liposomal del farmaco, especialmente en pacientes infectados con VIH (Ouellette
et al. 2013). Previamente, ya se ha descrito que la posibilidad de obtener lineas
mutantes resistentes in vitro a anfotericina B, observandose un cambio en la

composicion lipidica de la membrana plasmatica (Mbongo et al. 1998) (Fig. 1-22).
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Figura 1-22. Esquema de los mecanismos de resistencia a miltefosina, pentamidina y
anfotericina B en Leishmania. (A) Miltefosina; (B) Pentamidina; (C) Anfotericina B.

En la resistencia a miltefosina, los mecanismos observados en parasitos
mutantes resistentes obtenidos in vitro incluyen una reduccion en la entrada del

farmaco, cambios en la permeabilidad de la membrana, un metabolismo del
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farmaco mas rapido y un mayor eflujo del mismo (Fig. 1-22) (Perez-Victoria et al.
2003; Seifert et al. 2003). La menor acumulacion del farmaco se debe
fundamentalmente a la presencia de mutaciones puntuales inactivantes en la
proteina LAMT (una aminofosfolipido translocasa [P4-ATPasa] que forma parte
del complejo del transportador de miltefosina) impidiendo la correcta
translocacién del farmaco desde la cara externa a la cara interna de la membrana
plasmatica. A su vez, la reduccion en la expresion de LdRos3 (la subunidad no
catalitica de LdMT, perteneciente a la familia CDC50), también produce
resistencia al farmaco (Pérez-Victoria et al. 2003; Pérez-Victoria et al. 2006;
Sanchez-Cafiete et al. 2009). La sobreexpresion de la P-gp de Leishmania
confiere resistencia cruzada a miltefosina en lineas resistentes a daunomicina
(Perez-Victoria et al. 2001), siendo bloqueda la resistencia mediante el empleo de
revertidores especificos del transportador, revelando que existe una correlacion
entre la resistencia y menor acumulacion del farmaco debido a un mayor eflujo.
Finalmente, se ha demostrado que existe una relacion entre el eflujo de
miltefosina y otras proteinas de la familia de los transportadores ABC (ABCG4 y
ABCGS6) en L. infantum (Castanys-Mufioz et al. 2007; 2008).

En relacién a la paromomicina, los estudios experimentales en promastigotes
y amastigotes axénicos de L. donovani resistentes a paromomicina han mostrado
que uno de los posibles mecanismos de resistencia esta asociado con una
significativa reduccion en la acumulacién del farmaco, aunque de momento se
desconoce el mecanismo molecular (Maarouf et al. 1998; Jhingran et al. 2009;
Chawla et al. 2011).

En parasitos resistentes a pentamidina, el farmaco no se acumula en la
mitocondria, y la fraccion que se encuentra en el citosol es rapidamente
transportada al exterior celular (Basselin et al. 2002). No se han observado
fendmenos de amplificacion génica en aislados clinicos resistentes, pero se

piensa que el transportador PRP1 (ABCC7) localizado en vesiculas, estaria
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implicado en la expulsion de la pentamidina fuera del parasito (Fig. 1-22) (Coelho
et al. 2003).

Recientemente, se ha demostrado in vitro la posibilidad de generar lineas
resistentes de L. donovani a las diferentes combinaciones de farmacos:
anfotericina B mas antimoniales, o miltefosina, o paromomicina; miltefosina mas
paromomicina; y antimoniales mas paromomicina (Garcia-Hernandez et al. 2012).

Los mecanismos generales observados en todas las lineas resistentes
consistieron: en un aumento en los niveles totales de tioles intracelulares, y en el
mantenimiento del potencial de membrana mitocondrial y de los niveles de ATP.
Los niveles de resistencia obtenidos fueron menores en las combinaciones que

tenian anfotericina B (Garcia-Hernandez et al. 2012).

TRANSPORTADORES ABC

Los transportadores ABC (ATP-binding cassette) constituyen una de las
mayores familias de proteinas a lo largo de toda la escala bioldgica, vy
desempefian una gran diversidad de funciones. Fueron descubiertos y estudiados
por primera vez en bacterias, pero pronto se encontr6 que este sistema de
transporte se hallaba a lo largo de todas las especies, desde procariotas hasta
humanos, siendo proteinas muy ubicuas. Muchas proteinas ABC son de
relevancia médica debido a su relacion con enfermedades de origen genético,
bien por mutaciones puntuales o bien por la modificacion en la expresion de
éstas. Los transportadores ABC juegan un papel fundamental en la detoxificaciéon
celular, y se ha descrito que estan asociados con el fenotipo MDR (multidrug
resistance) descrito en células cancerigenas y en numerosos microorganismos
patogénos (Higgins, 1992, Choiy Yu, 2013).

Las proteinas de la familia ABC estan involucradas en numerosas actividades

fisiolégicas aunque normalmente estan implicadas en el transporte de moléculas

(sustratos) a través de las membranas biolégicas en contra de altos gradientes de
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concentracion mediante la hidrolisis de ATP. Los sustratos conocidos que
transportan son estructuralmente diversos, encontrando entre ellos lipidos,
esteroides, péptidos, iones, metales pesados, toxinas, nucleétidos, carbohidratos,
farmacos, etc. No todas las proteinas ABC actuan como transportadores, algunas
pueden intervenir como reguladores de procesos celulares (Zolnerciks et al.
2011).

Segun las diferentes arquitecturas estructurales y el sentido del transporte de
los sustratos, encontramos tres tipos de transportadores ABC: Importadores ABC
de tipo |, Importadores ABC de tipo Il y Exportadores ABC. Los importadores
son fundamentalmente procariéticos y su principal funcion es la de proporcionar
nutrientes esenciales para la bacteria. Los exportadores se encuentran tanto en
procariotas como en eucariotas, y participan en el eflujo de diferentes
compuestos. Igualmente, la localizacion de estas proteinas en la célula es muy
amplia, encontrandose en membrana plasmatica, peroxisomas, reticulo
endoplasmico, aparato de Golgi, mitocondrias y vesiculas intracelulares, lo que

explica su participacion en una gran variedad de actividades biolégicas.

Organizacion estructural de los transportadores ABC

La estructura tipica de un transportador ABC la constituyen cuatro dominios
que juntos forman la unidad minima funcional necesaria para que pueda
producirse el transporte; especificamente, contienen dos dominios hidrofébicos
de transmembrana (TMD) que forman la via de translocacion a través de la
membrana, y dos dominios de unién a nucleotidos (NBD) que utilizan la
energia liberada por la union e hidrdlisis del ATP para realizar el transporte del
sustrato en contra de un gradiente. Estos cuatro dominios pueden expresarse
como péptidos independientes, como pares de dominios 0 como una sola
proteina. Los transportadores ABC pueden estar codificados en eucariotas como
full-transporters (configuracion TMD-NBD-TMD-NBD o NBD-TMD-NBD-TMD) o
como half-transporters (configuracion TMD-NBD o NBD-TMD) que deberan
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homo- o heterodimerizar para crear una unidad funcional (Fig. 1-23). Algunas
proteinas ABC eucariotas no poseen dominios TMD en su estructura, estando
relacionadas con funciones reguladoras no asociadas al transporte. En otros
transportadores ABC, el nucleo formado por los cuatro dominios tipicos se ve
aumentado con dominios adicionales que afiaden funcionalidad al transportador.
Por ejemplo, los importadores ABC de procariotas requieren un dominio
especifico SBP (solute-binding protein), presente en el periplasma de bacterias
Gram negativa para unir el sustrato con alta afinidad y transportarlos hasta el
complejo de transporte. La proteina humana CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulador) (ABCC7) implicada en la enfermedad de
la fibrosis quistica tiene también un dominio extra (R) que sirve para regular la
actividad de canal de cloro de la CFTR (Zolnerciks et al. 2011; Higgins, 1992).

Los dominios NBD de los diferentes transportadores ABC comparten un alto
grado de identidad en sus secuencias aminoacidicas, hallandose siete motivos
conservados: Walker A (GXXGXGKS/TS/T, donde X es cualquier aminoacido),
Walker B (h4sDE/D, donde h corresponde a un residuo hidrofobico) ambos
esenciales para la correcta hidrodlisis del ATP; el tercer dominio conocido como el
motivo sello o C de la familia de transportadores ABC que lleva la secuencia
consenso LSGGQ, es caracteristico y exclusivo de las proteinas ABC. Otros
motivos conservados son los loops A- (supuestamente implicado en la interaccién
con el anillo de adenina del ATP), Q-, D- y H-. La integridad de estos dominios es
esencial para la funcién de los transportadores ya que se han descrito
mutaciones en los NBDs de varios transportadores que inhiben su actividad. Sin
embargo, el ATP no es el unico sustrato de estos transportadores, puesto que se
ha visto que pueden utilizar otros nucleétidos (Zolnerciks et al. 2011). Por
ejemplo, CFTR utiliza GTP (Randak et al., 1996), y el NBD1 de ABCR/ABCA4

funciona como una nucleotidasa general (Biswas, 2001).
Los dominios transmembrana (TMD) estdan constituidos por varios

segmentos de tipo a-helice (MSH) que atraviesan la membrana. El numero y
longitud de estos MSH varia dependiendo de cada transportador, aunque la
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estructura tipica la constituyen 6 segmentos. Los TMD frecuentemente son muy
diferentes entre los distintos transportadores ABC, y estan implicados en la
especificidad del sustrato. De esta manera, hay muchos transportadores ABC
altamente especializados, reconociendo y transportando un numero muy limitado
de sustratos, mientras que otros son altamente promiscuos en su reconocimiento
y transporte de sustratos, como por ejemplo la proteina ABCB1. Los
determinantes de esta especificidad todavia no estan claros, pero se ha
observado que mutaciones en los TMDs pueden cambiar la selectividad del

transportador por el sustrato (Zhou et al., 1999; Maeno et al. 2009).

El tamano y la hidrofobicidad de las proteinas ABC ha condicionado
significativamente el avance en la resolucion de sus estructuras
tridimensionales. El primer transportador ABC completo que se pudo estudiar
mediante cristalizacion fue el importador de vitamina B12 en E. coli (BtuCD), en
2002. En 2006, se obtuvo la estructura completa de un exportador ABC, Sav1866
de Staphylococcus aureus (Dawson et al. 2006). Desde entonces, se han podido
estudiar una variedad muy completa de transportadores ABC. Sav1866 es una
proteina homologa a ABCB1 humana, de la que todavia no se ha obtenido su
estructura cristalina (si se ha conseguido para ABCB1a en Mus musculus)
(Zolnerciks et al. 2011; Rosenberg et al., 2005). Sav1866 cristalizd con sus
dominios NBD en forma de dimero cerrado con ADP en ambos bolsillos NBD, y
con una cavidad formada por los dominios transmembrana que se abria al
exterior celular, describiendo una forma de “V” regular. Las dos subunidades
presentan un giro considerable una sobre otra, con lo que tanto los TMDs como
los NBDs se encuentran interaccionando muy cercanos en el espacio. Los
cambios conformacionales generados por la unién e hidrolisis del ATP se
transmiten desde los NBDs a los TMDs a través de interacciones no covalentes
en la superficie de contacto entre los lazos intracelulares y los NBDs. De hecho,
la mayoria de los residuos que conforman esa regidon se encuentran muy
conservados entre las proteinas ABC. Por otro lado, el cristal obtenido de
ABCB1a describe una “V” invertida con los dominios NBD totalmente separados
(siendo esta estructura muy controvertida) (Zolnerciks et al. 2011).
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A B C
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Figura 1-23. Organizacién estructural de los transportadores ABC. Las a-helices
transmembrana se muestran como cilindros. Los dominios Walker A, Walker B y el motivo
C se muestran como cajas. (A) Los transportadores de las subfamilias ABCA, ABCC y parte
de la ABCB contienen dos TMDs fusionados a dos NBDs (TMD1-NBD1-TMD2-NBD2),
topologia tipica de un full transporter. (B) Transportador ABC half-transporter con el
dominio NBD en el extremo carboxilo terminal. (C) Transportador ABC half-transporter con
el dominio NBD en el extremo amino terminal (Zolnerciks et al. 2011).

Mecanismo de accion de los transportadores ABC

Si asumimos la veracidad de los modelos estructurales de ABCB1a y
Sav1866, el modelo de transporte se puede resumir en cuatro pasos (Zolnerciks
et al. 2011) (Fig. 1-24):

- Paso I: El ciclo de transporte se inicia con la union del sustrato con alta
afinidad a un bolsillo de la cara interior de la membrana interna. En
ausencia del sustrato, los NBDs no estan dimerizados.

- Paso II: Una vez unido el sustrato, los NBDs dimerizan en presencia de
dos moléculas de ATP y se genera un bolsillo de baja afinidad al sustrato.
Se ha demostrado que la unién de un analogo de ATP no hidrolizable a
ABCB1 desciende su afinidad por vinblastina aunque su capacidad de
transporte sigue siendo la misma, sugiriendo que la unidon de los
nucledtidos y no la hidrdlisis de los mismos es suficiente para realizar el

transporte del sustrato (por ejemplo un farmaco). Estudios adicionales

65



Introduccioén

realizados en el exportador bacteriano LmrA, corroboran el modelo del
bolsillo interior de alta afinidad por el sustrato y el bolsillo de baja afinidad
dirigido al espacio extracelular. Los detalles mecanicos de la formacion del
‘cierre” de los dos dominios NBD todavia se desconoce, siendo
particularmente dificil de entender con la estructura propuesta para
ABCB1a, debido a la cantidad de cambios conformacionales que tendria
que dar lugar para llegar a la situacién de su homologa Sav1866.

Paso Ill: La hidrolisis del ATP inicia la disociacion del dimero NBD-NBD.
Se ha hipotetizado que la liberacion del sustrato provocaria un cambio
conformacional en las TMDs, que seria transmitido a los NBDs, dirigiendo
la hidrélisis de ATP. ABCB1 requiere ambos NBDs para catalizar la
hidrélisis de ATP, sin embargo la hidrdlisis no parece ser simultanea en
ambos NBD pero se ha sugerido que dos moléculas de ATP son
hidrolizadas por cada ciclo de transporte. Algunos transportadores ABC
como ABCB2/3 (TAP1/2) y CFTR probablemente solo hidrolizan una
molécula de ATP por cada transporte. La hipotesis mas simple para la
necesidad de una o dos moléculas de ATP es la de la necesidad de
energia necesaria para provocar el cambio conformacional y romper el
dimero NBD-NBD.

Paso IV: Liberacion de ADP y Pi, restaurando el estado inicial del
transportador. Después de la hidrdlisis del ATP, se libera en primer lugar el
Pi como se demuestra de la habilidad del vanadato de captar ADP del
bolsillo del transportador en un estado post-hidrolitico. Seguidamente, se
libera el ADP. En una proteina ABC no transportadora MutS (implicada en
reparacion del DNA), se retiene al menos una molécula de ADP hasta que
la unién con el DNA provoque un cambio conformacional, reemplazandose
el ADP por ATP.
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Step I: Allocrite binding. Step II: NBD dimerization.

Step IIl: ATP hydrolysis. Step IV: Pi, followed
by ADP, release.

Figura 1-24. Modelo propuesto para el ciclo de transporte de un transportador ABC. Los
TMDs se muestran como cilindros atravesando la membrana (linea azul punteada),
mientras que los NBDs se muestran como semicirculos (Zolnerciks et al. 2011).

La actividad de las proteinas ABC puede estar regulada por el nivel de
fosforilacién de la proteina. Fosforilaciones en la regién de union entre ambas
mitades de la Pgp pueden modular la interaccidén con ciertos sustratos (Szabo et
al. 1997). La proteina CFTR (cystic fibrosis transmembrane regulador) esta
regulada por proteinas kinasas y fosfatasas. La actividad del canal CFTR
aumenta unas 100 veces tras la fosforilacion. EI dominio regulador posee

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

Clasificacion de la familia de transportadores ABC

En base a la homologia en las secuencias de los NBDs de los transportadores
ABC en organismos eucariotas, las proteinas ABC han sido clasificadas en 8
subfamilias (ABCA-ABCH), existiendo una subfamilia extra tanto en plantas
(Kang et al. 2011) como en el parasito Leishmania (Leprohon et al. 2006;
Manzano et al. 2013) denominada ABCI .
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Actualmente se conocen 49 genes que codifican para proteinas ABC en el
genoma humano. Estos transportadores se han dividido en 7 subfamilias (ABCA-
ABCG) mediante analisis filogenético. Se ha asociado la modificacién (mutacién o
expresion) en 18 transportadores ABC con el desarrollo de enfermedades
genéticas recesivas (Dean, 2006). Enfermedades genéticas severas como son la
fibrosis quistica, la adrenoleucodistrofia, la colestasis hepatica, la distrofia
macular de Stargardt o la enfermedad de Tangier, estan producidas por

mutaciones en genes ABC.

Transportadores ABC en Leishmania

El uso combinado de busquedas sistematicas en BLAST contra el genoma

de L. major (www.genedb.org), empleando la secuencia del motivo sello de la

familia de proteinas ABC como clave, permitid hallar 42 ORFs que podrian ser
asignados a la superfamilia ABC, representando el 0,5 % del numero total de
genes (aproximadamente 8.300) en L. major. Otros dos tripanosomatidos
relacionados con Leishmania, Trypanosoma brucei y Trypanosoma cruzi, tienen
un numero menor de proteinas ABC (28 y 22, respectivamente), indicando que la
familia de genes ABC en Leishmania esta expandida (Sauvage et al. 2009). De
estos 42 genes, 32 codifican para proteinas intrinsecas de membrana y 10 para
proteinas ABC sin segmentos TMD. Dependiendo de la homologia en las
secuencias de los dominios TMD y NBD, los transportadores ABC en Leishmania
se agrupan en 8 subfamilias (ABCA-ABCH), existiendo una subfamilia extra
denominada como “otros” (Leprohon et al. 2006). Hasta la fecha se han estudiado
transportadores ABC de las subfamilias ABCA, ABCB, ABCC y ABCG (Fig.I-25).

Subfamilia ABCA

Esta subfamilia se compone de 10 miembros en L. major, con la organizacion

estructural tipica TMD-NBD-TMD-NBD. Dos miembros de esta subfamilia han
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sido caracterizados por nuestro grupo. ABCA4 (LtrABCA2) se encuentra
localizado en el bolsillo flagelar y en vesiculas internas, mientras que ABCAS8
(LtrABC1.1) se encuentra localizado en bolsillo flagelar y membrana plasmatica
(Araujo-Santos et al. 2005; Parodi-Talice et al. 2003). Ambos estan implicados en
el trafico de fosfolipidos y su sobrexpresion reduce la infectividad de los
parasitos. Sin embargo, la sobreexpresion de estos transportadores no confiere

resistencia a farmacos.
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Figura 1-25. Localizacion cromosdmica de los genes que codifican proteinas ABC en
Leishmania. Los cromosomas aparecen representados por lineas horizontales, y los genes
ABC, como rectangulos coloreados. Una linea discontinua debajo de los genes, representa
genes agrupados en tandem. Las lineas inclinadas en los cromosomas separan miembros
de una misma familia que no estan en el mismo locus. Adaptado de (Lephrohon et al. 2006).
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Subfamilia ABCB

Esta subfamilia la constituyen 4 miembros, dos de ellos son full-transporters
(ABCB4 y ABCB2) y otros dos son half-transporters (ABCB1 y ABCB3),
desconociéndose aun su funcion. El transportador ABCB4 de Leishmania es una
proteina homologa a la Pgp/MDR1 humana y se ha encontrado sobreexpresada
en al menos 5 lineas resistentes a vinblastina y daunorubicina, con resistencia
cruzada a su vez con farmacos hidrofébicos como puromicina, adriamicina y
doxorubicina. El interés clinico de esta proteina surgié cuando se demostré que
ABCB4 de Leishmania tropica (LtMDR1) conferia resistencia a farmacos
leishmanicidas como miltefosina y edelfosina (Perez Victoria et al. 2001). A su
vez, se observo en L. enrietti que el numero de copias de ABCB4 se encontraba
directamente relacionado con la acumulacion de pentamidina. Se propuso que,
ABCB4 seria el responsable de importar pentamidina al interior de la mitocondria,
y la resistencia a la misma seria debido a una menor actividad del transportador,
siendo el mecanismo de resistencia observado diferente de los tipicos mediados

por Pgp en mamiferos.

ABCB2 es el segundo transportador caracterizado con una estructura tipo
Pgp, confiere resistencia a 5-fluorouracil disminuyendo la acumulacion de este,

sugiriendo su implicacion en la extrusion de xenobidticos (Katakura et al. 2004).

Subfamilia ABCC

Compuesta por 8 miembros. El primer gen caracterizado de esta subfamilia
fue ABCC3 (PGPA o MRPA), y se localizé originalmente en un elemento de DNA
extracromosomico, amplificado en una linea de L. tarentolae resistente a
metotrexato (Ouellette et al. 1990). ABCC3 se encuentra amplificado
frecuentemente en lineas de L. major resistentes a antimoniales y a arsenito. El
nivel de resistencia conferido mediante la sobreexpresion de ABCC3 es diferente
dependiendo de la especie de Leishmania, lo que sugiere que ABCC3 requiere

de otros factores para conferir altos niveles de resistencia como niveles elevados
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de tripanotion. ABCC3 se localiza en la membrana de vesiculas intracelulares
préximas al bolsillo flagelar, sugiriendo que la resistencia a metales proviene del

secuestro de conjugados metal-tiol.

Recientemente, se ha demostrado que los transportadores ABCC4, ABCC5 y
ABCC7 se ecuentran asociados con fenotipo de resistencia a antimoniales en
lineas con alto contenido en T(SH),, sugieriendo su implicacion en el transporte
de conjugados antimonio-tiol (Leprohon et al. 2009). La sobreexpresién de
ABCC7 (PRP1) también confiere resistencia a pentamidina, secuestrando la
pentamidina en vesiculas que posteriormente seran exocitadas a través del
bolsillo flagelar (Coelho et al. 2006). También se ha descrito que la
sobreexpresion de ABCC2, ABCC6 y ABCC8 no confieren resistencia a
antimoniales (Leprohon et al. 2009). Finalmente, el transportador ABCC9 puede
que no sea funcional porque no mantiene los motivos de uniéon a ATP (Légaré et
al. 2009).

Subfamilia ABCG

Constituida por 6 miembros, esta subfamilia ha sido ampliamente estudiada y
caracterizada por nuestro grupo. ABCG2, se localiza en vesiculas intracelulares
préximas al bolsillo flagelar, y se ha observado mediante la técnica de dominante
negativo la implicacion de este transportador en la translocacion de
fosfatidilserina a la cara externa de la membrana plasmatica, afectando a su vez
a la virulencia de los parasitos (Campos-Salinas et al. 2013). ABCG4, se
encuentra localizado en la membrana plasmatica, y esta implicado en la
translocacién de andlogos de fosfatidilcolina, confiriendo también resistencia a
alquilfosfolipidos (miltefosina, edelfosina) (Castanys-Mufioz et al. 2007). ABCGS5,
se localiza en vesiculas cercanas al nucleo y al bolsillo flagelar estando implicado
en el transporte intracelular de hemo (Campos-Salinas et al. 2011). ABCG6 se
encuentra localizado en la membrana plasmatica, y se cree que esta implicado en

el trafico de fosfolipidos ya que su sobreexpresidon reduce los niveles de
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fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina, confiriendo resistencia a

sitamaquina, miltefosina y camptotecina (Castanys-Mufoz et al. 2008).

En Leishmania, existe un grupo de genes que codifican para proteinas ABC

que se encuentran sin clasificar entre las subfamilias ya establecidas (ABCA-H).

Este grupo denominado como “others” que incluye cuatro transportadores con un

porcentaje de homologia muy bajo con respecto a otras proteinas ABC

eucariotas, pero que poseen a su vez genes ortdlogos en Trypanosoma brucei y

Trypanosoma cruzi (Leprohon et al. 2006).

ABC (Alias) Leishmania sp.

L. amazonensis

Farmacos

5-fluorouracilo

Localizacién celular

Bolsillo  flagelar y  tubulos

(MDR2) multivesiculares asociados a
lisosoma
ABCB4 L. amazonensis, Vinblastina, Aparato de  Golgi, Reticulo
(MDR1) L. enrietii, puromicina, endoplasmico, tubulos
L. donovani, L. tropica daunomicina, multivesiculares asociados a
miltefosina, edelfosina  lisosoma y mitocondria
ABCC3 L. major, L. tarentolae, L. Antimonio trivalente, Vesiculas entre el nucleo y el
(PGPA/MRPA) infantum pentavalente, arsenito  bolsillo flagelar
ABCC4 L. infantum Antimonio trivalente Compartimento tubular orientado a
lo largo del eje longitudinal del
parasito
ABCC5 L. infantum Antimonio trivalente Compartimento tubular orientado a
lo largo del eje longitudinal del
parasito
ABCC7 (PRP1) L. major Pentamidina, Vesiculas intracelulares
antimonio trivalente
ABCG4 L. infantum Miltefosina, edelfosina, Membrana plasmatica y bolsillo
sitamaquina flagelar
ABCG6 L. donovani, Camptotecina, Membrana plasmatica y bolsillo
L. infantum miltefosina, cloroquina, flagelar

sitamaquina

Tabla I-1. Proteinas ABC de Leishmania implicadas en la resistencia a farmacos. Adaptado
del capitulo del libro Drug Resistance in Leishmania parasites (Coelho y Cotrim, 2013).
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Revertidores de la resistencia a farmacos mediada por

transportadores ABC en Leishmania

La continua aparicion de resistencias a los farmacos de primera linea
empleados en los tratamientos frente a leishmaniasis, hace necesario el
desarrollo de farmacos nuevos leishmanicidas o de compuestos que restauren la
eficacia de los farmacos empleados revirtiendo los mecanismos de resistencia a
los mismos. Entre los diferentes mecanismos de resistencia identificados, el
trafico de los farmacos a través de las membranas juega un papel fundamental
disminuyendo la concentracion intracelular en las localizaciones diana de los
mismos. Los transportadores ABC proveen la base de resistencia a multiples
farmacos en células cancerigenas de mamiferos, ademas de en levaduras
patogénicas, hongos, parasitos y bacterias. La inhibicion de la actividad de
proteinas ABC representa una estrategia de gran interés en el control de la

resistencia a farmacos (Pradines, 2013).

Se han descrito numerosos compuestos que revierten in vitro la resistencia a

multiples farmacos en células cancerigenas y en Leishmania:

- Verapamil: Es un bloqueante de canales dependientes de voltaje tipo L, y
revierte eficazmente el fenotipo de resistencia a multiples farmacos en
células de mamifero, bacterias y parasitos. Es un inhibidor de la Pgp
humana (ABCB1) (Matsson et al. 2009). Se ha demostrado que
incrementa la actividad del antimonio in vitro en L. donovani (Neal et al.
1989), y es eficaz revirtiendo la resistencia a antimonio y a arsenito
mediada por la sobreexpresion de algunas proteinas tipo Pgp y MRP en L.
tarentolae y L. donovani (BoseDasGupta et al. 2008). También se ha
descrito la reversion de la resistencia a estibogluconato de sodio en
aislados clinicos resistentes (Valiathan et al. 2006).

A su vez, el verapamil mejora la entrada de la pentamidina mediada por

ABCC7 (PRP1) en algunas especies de Leishmania.
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Derivados de fenotiazina: Las fenotiazinas y reserpinas son inhibidores
de calmodulina, pudiendo revertir la resistencia a farmacos en células de
mamifero, bacterias y parasitos; entre ellas, la clorpromazina es un
inhibidor de la Pgp humana. Se ha observado un efecto sinérgico entre la
clorpromazina y la meglumina de antimonio en parasitos resistentes de L.
donovani y L. major. A su vez, estos derivados inhiben la actividad de la
tripanotion reductasa, que desempena un papel fundamental en la funcion
de transporte tipo MRP, disminuyendo los niveles de tripanotion reducido
(Essodaigui et al. 1999). Al igual que el verapamil, mejora la entrada de
pentamidina en las lineas resistentes (Basselin et al. 2002). Sin embargo,
la toxicidad de estos derivados ha detenido la investigacion sobre su
potencialidad como agentes revertidores.

Flavonoides: Este grupo lo constituyen flavonas, isoflavonas, flavonoles,
flavanonas y chalconas (Perez-Victoria et al. 2002). Se han identificado
mas de 6.500 flavonoides diferentes a partir de muestras de plantas, y son
un grupo muy prometedor en la resistencia a fenotipos de resistencia a
multiples farmacos en Leishmania. Estos se unen a los dos dominios
NBDs de los transportadores ABC, causando la inhibicién del eflujo y
revirtiendo la resistencia a daunomicina en L. tropica (Perez-Victoria et al.
1999a).

La quercetina (una flavona), modula el transportador a multiples farmacos
disminuyendo la sintesis de la Pgp humana por inhibicién de la activacion
transcripcional del gen mdrl implicado en la susceptibilidad a daunomicina
(Perez-Victoria et al. 2001). Inhibe la Pgp humana (ABCB1),
MRP2/ABCC2) y BCRP (ABCG2). A su vez, revierte la resistencia a
camptotecina y arsenito mediada por ABCG6 de L. donovani
(BoseDasGupta et al. 2008).

Algunos dimeros flavonoides sintéticos exhiben una significativa actividad
revertidora de la resistencia a pentamidina y estibogluconato de sodio en
L. enriettii y L. donovani (Wong et al. 2007).

Sesquiterpenos: Los agarofuranos sesquiterpenos obtenidos de

Maytenus cuzcoina, M. chubutensis, M. macroparta, M. magellanica, M.
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apurimacensis y Crossopetalum tonduzii son nuevos agentes revertidores,
de la resistencia que confiere la Pgp de Leishmania a multiples farmacos
como antraciclinas (daunomicina) y alquilfosfolipidos (miltefosina y
edelfosina) incrementando la acumulacion de dichos farmacos (Perez-
Victoria et al. 2001). También son activos frente a la Pgp humana.

- Estatinas: Son inhibidores de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A
(HMGCoA) reductasa y de la Pgp en células cancerigenas. Se ha
demostrado que interfieren en el crecimiento de parasitos protozoarios de
la familia Trypanosomatidae, entre ellos alguna especie de Leishmania.
Recientemente, se ha demostrado que la lovastatina permite Ila
acumulacion de gluconato de antimonio en lineas de L. donovani
resistentes y que revierte dicha resistencia (Mookerjee Basu et al. 2008)

- Sulfonilurea (Glibenclamida): Inhibe a la Pgp (ABCB1) y MRP1 (ABCC1)
en células cancerigenas. Se ha demostrado que la administracion
simultanea in vitro de glibenclamida incrementa la eficacia de Glucantime y
disminuye el ratio de macréfagos infectados por L. major (Padron-Nieves
et al. 2009). La administracion de glibenclamida en experimentos in vivo
incrementa la potencia de Glucantime cuando es administrado
simultaneamente, reduciendo el tamano de las lesiones en ratones
infectados con lineas sensibles y resistentes de Leishmania (Serrano-
Martin et al. 2006). La combinacion de Glucantime-glibenclamida podria
representar una estrategia novedosa para luchar contra la infeccion de
Leishmania.

- Elacridar y Zosuquidar (Derivados de Acridonecarboxamida): Son
moduladores de Pgp humana, revirtiendo la resistencia mediada por Pgp a
miltefosina en Leishmania (Perez-Victoria et al. 2006).

- Ditiocarbamato (Disulfiram): Empleado en el tratamiento para el
alcoholismo cronico. Inhibe Pgps modificando covalentemente una o dos
cisteinas enddgenas en el segmento NBD. Podria ser efectiva en

combinacion con Glucantime (Namazi et al. 2008).
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- Benzoquinonas: Las bis-piranobenzoquinonas inhiben la actividad de Pgp
en células de mamifero, pero no a MRP1. En lineas resistentes de L.

tropica incrementa la actividad de daunorubicina (Pradines, 2013).

Compuesto Revertidor de la resistencia a:

Verapamil Antimoniales, Pentamidina, Arsenito,

Pirarubicina y Vinblastina

Clorpronacina Antimoniales

Trifluoperacina, Pentamidina, Pirarubicina

Proclorperacina

Tioridacina, Pirarubicina

Trifluoropromacina

Silimarina y silibina Daunomicina

Quercetina Arsenito

Flavonoides sintéticos Pentamidina y estibogluconato de sodio
Dihidro-p-agarofurano Miltefosina, Edelfosina, Daunomicina
Lovastatina Antimoniales

Glibenclamida Glucantime

Benzoquinonas Daunomicina

Elacridar, Zosuquidar Miltefosina

Tabla 1-2. Revertidores de la resistencia a farmacos mediados por transportadores a
farmacos en Leishmania. Adaptado de (Pradines, 2013).

76












Objetivos

OBJETIVOS

La leishmaniasis es una enfermedad distribuida en 98 p aises repartidos a lo
largo de 3 continentes, constituyendo un grave problema de salud publica a nivel
mundial. Considerada como una de las enfermedades olvidadas mas relevantes,
esta c ausada por el protozoo par asito Leishmania. A ctualmente, | a U nica
herramienta de lucha eficaz frente a esta enfermedad se basa en el empleo de la
quimioterapia. Sin embargo, el tratamiento frente a | a leishmaniasis se enfrenta
conv arios problemas relacionados conel esc asoar senalde farmacos
disponibles, el aumento de resistencias frente a algunos de los farmacos en uso,
la frecuente aparicién de efectos secundarios de los farmacos y el alto coste del

tratamiento en las zonas endémicas.

Uno de los mecanismos de resistencia en Leishmania esta asociado a una
reduccion en la acumulacién del farmaco bien por una disminucion en la entrada
o por un incremento en el eflujo del farmaco, estando implicados en este ultimo
caso los transportadores ABC (ATP-Binding Cassette). Los transportadores ABC
constituyen una de las familias de proteinas mas amplias presentes a lo largo de
todal a escala bi olégica. Son pr oteinas ca paces det ransportar di ferentes
sustratos a través de las membranas biolégicas en un proceso dependiente de la
hidrolisis de A TP, e stando i mplicadas en una gr an v ariedad de funciones

fisiologicas con consecuencias importantes a nivel clinico.

El genoma de Leishmania contiene 42 genes que codifican para proteinas
ABC, co n miembros representativos de ca da s ubfamilia ( desde A BCA hasta
ABCH). Adicionalmente, en Leishmania existe un grupo de transportadores ABC
sin clasificar con funciéon desconocida, inicialmente denominado como “otros”, y

que hemos agrupado como subfamilia ABCI.
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Objetivos

En el presente t rabajo nos planteamos como obj etivo general estudiar|a
implicacion del t ransportador A BCl4 de Leishmania major en |l a infectividad y
susceptibilidad a farmacos. P ara el lo, n os planteamos los siguientes objetivos
especificos:

1. Analisis de homologia de ABCI4 respecto a otros transportadores ABC.
2. Localizacion de ABCI4 en el parasito.

3. Implicacion de ABCI4 en la susceptibilidad a farmacos asi como en los
procesos bioldgicos relacionados con | a i nfectividad y su pervivencia
intracelular de Leishmania.

4. La busqueda de compuestos inhibidores especificos de la actividad del
transportador ABCI4.
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MATERIAL

Lineas celulares.

e Parasitos: Lal ineaut Iilizada hasi do Leishmania  major
(MHOM/JL/80/Friedlin).
e Bacterias: Todas las cepas corresponden a la especie Escherichia coli.
- DH5a: supE44 AlacU169 ( ¢80lacZ AM15) hsdR17 recA1 endA1
gyrA96 thi-1  (GibcoBRL).
- TOP10: F mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC ) ¢$80lacZAM15 AlacX74
recA1 deoR araD139 A (ara-leu) 76 97 galU galK rpsL (Str?) endA1
nupG (Invitrogen).
- XL10-GOLD®: Tet® A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl
SupE44 thi-1 recA-1 gyrA96 relAl lac Hte [F’ proAB lacl® Z4M15 Tn10
(Tet®?) Amy CamR? (Stratagene).
e Células THP-1: linea celular mielomonocitica humana THP-1 (ATCC TIB-
202).

Medios vy reactivos empleados en el cultivo de

Leishmania.

Solucion de aminoacidos, azucares y acidos organicos (SAA 10X): E sta
solucién se adiciona al medio de cu Itivoy se compone de arginina 4,4 mg/ml,
cistina 0,8 mg/ml, glutamato 2,5 mg/ml, glutamina 16,4 mg/ml, prolina 69 mg/ml,
L-ornitina 1 m g/ml, glucosa 7 m g/ml, fructosa 4 m g/ml, malato 6, 7 mg/ml, o-

cetoglutarato 3,7 mg/ml, fumarato 0,55 mg/ml y succinato 0,6 mg/ml.

Solucion de vitaminas 100X: Esta solucién se adiciona al medio de cultivo y se

compone de pantotenato calcico 1 mg/ml, cloruro de colina 1 mg/ml, acido félico 1
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mg/ml, clorhidrato de piridoxal 1 m g/ml, clorhidrato de tiamina 1 mg/ml, I-inositol

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

RPMI 1640 modificado suplementado con 20% de hiFBS: Este mediose
compone de 8,32 g de RPMI 1640 (Gibco), 4,75 g de Hepes, 1,6 g de bicarbonato
sédico, ademas de 100 ml de solucién de aminoacidos organicos y azucares 10X
y 0,2 mlde solucién de vitaminas (100X), previamente descritas, en 800 ml de
H,O. Elp H delm ediose ajusta a7, 2 y se est eriliza m ediante filtracién.
Finalmente, el medio se suplementa con suero bovino fetal inactivado por calor
(hiFBS) (Invitrogen) al 20%. La inactivacion del hiFBS se realiza a 56°C durante
45 min.

Medio M-199: El medio M-199 se suplementa con 10% de hiFBS

Higromicina B (Invitrogen): Antibiotico producido por la bacteria Streptomyces
hygroscopicus. Se trata de un aminoglicosido utilizado frente a bacterias, hongos
y células eucariotas superiores produciendo la inhibicién de | a sintesis proteica.
Se adiciono al medio en | os casos en los que fue necesaria la selecciony el
mantenimiento de parasitos transfectados con el vector que c ontiene el gen de
resistencia a di cho antibiético. S e utilizé enunr ango d e c oncentraciones
comprendidas entre 5 y 500 ug/ml para la seleccidn de p arasitos transfectados,
mientras que para el mantenimiento de las lineas transfectadas se emple6 una

concentracion de 500 ug/ml.

Geneticina (G-418) (Gibco): Antibiotico pr oducido por | abact eria
Micromonospora rhodorangea. S e t rata de u n am inoglicésido q ue bl oquea la
sintesis proteica i nhibiendo el paso en elquese pr oducel ael ongacion
polipeptidica. Se ut iliz6 co mo antibidtico de se lecciéon del os parasitos
transfectados con los vectores que contenianel gend el aneo micina
fosfotransferasa. Se utilizé en un rango de concentraciones comprendidas entre 5

y 500 ug/ ml para la seleccién de parasitos transfectados, mientras que para el
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mantenimiento de | as lineas transfectadas se empled una concentracién de 500

pg/ml.

Medio de congelacion: RPMI modificado suplementado con un 20% de hiFBS y
con 10% de dimetilsufoxido (DMSO).

Medios para el cultivo de bacterias.

e LB liguido: Este medio contiene 10 g de bactotriptona, 10 gde NaCly 5 g
de extracto de | evadura llevado hasta 1 L con agua bidestilada, pH 7,5,
siendo necesario autoclavar el medio.

e LB-Agar: Bacto Agaral 1,5% en L B liquido. La e sterilizacion se realiza
mediante autoclave.

e Medio NZY' para mutagénesis: Este medio contiene 10 g de NZ amina
(caseina hidrolizada), 5 g de ex tracto de | evadura, 5gde N aCl enun
volumen finalde 1L co nagua bi destilada, pH 7, 5, si endo ne cesario
autoclavar el medio . Previo a su utilizacién, adicionar 12,5 mlde un a
solucion 1 M MgCl,, 12,5 ml de una solucion 1 M de MgSQO4 y 20 ml de una
solucion de glucosa 20%.

e Medio de congelacion: 15% de glicerol en LB liquido.

Medio para el cultivo de células THP-1.

Estal inea se m antienea 37 °Ccon5% deC O; enm edio R PMI-1640
suplementado con 10% de hiFBS, 2 mM glutamato, 100 U/ml de penicilina'y 100
pug/ml de estreptomicina. Las células se diferencian a m acrofagos con 20 ng d e
acetato de forbolmiristato durante 48 h per mitiéndoles asi adquirir la ca pacidad

de adherencia.
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TAMPONES Y SOLUCIONES

Soluciones generales.

TAE 10X: Tris 0,4 M, EDTA 10 mM, acido acético glacial 11,42 mlpara 1 L.

Utilizado en la electroforesis de DNA.

Solucion de carga para DNA 6X: azul de br omofenol, 0 ,25%, x ileno ci anol
0,25% vy glicerol 30%.

Tampon HPMI: NaCl 132 mM, KCI 3,5 mM, MgCl, 0,5 mM, CaCl, 1 mM, glucosa
5mMy Hepes 20 mM a pH 7,25. Utilizado en ex perimentos de acumulacion y
eflujo de porfirinas toxicas.

Tampon HBS: NaCl 137 mM, KCI 5 mM, Na;HPO,4 7 mM, glucosa 6 mM y Hepes
21 mMa pH 7,4. Utilizado en ex perimentos de t ransfeccion aparte de di versas
medidas fluorimétricas para la caracterizacion de ABCI4.

Tampon fosfato salino (PBS): NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, KH2PO4 1,8 mM y
Na;HPO4 10 mM, pH 7,4. Empleado para realizar |os lavados de |os parasitos
durante los diferentes experimentos.

Tampon de lisis: TrissHCIS0m M yNaCl150 m M pH 7.5. Utilizadoen| a
preparacion de muestras proteicas para Western Blot.

Tampon salino: 21 mM HEPES, 137 mM NaCl, 5 mM KCl y 6 mM glucosa, pH 7.

Empleado para los ensayos de acumulaciéon de Cadmio.

Soluciones y reactivos para electroforesis de proteinas.

Tampon de lisis: Tris-HCI 50 mM , NaCl 150 mM y DDM 5%.

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

Acrilamida-bisacrilamida: Bio-Rad.

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

Tampon concentrador: Tris-HCI 0,5 MSDS 0,4%, pH 6,8. Filtrado.
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Tampon de muestra 2X: 1,25 ml de t ampdn co ncentrador, 0,3 g S DS, 20%
glicerol, 10% B-mercaptoetanol, 0,2% azul de br omofenol, completando hasta 5
ml con urea 8 M.

Persulfato de amonio: 100 mg/ml en agua destilada. Filtrado.
Tetrametiletilenediamina (TEMED): Bio-Rad.

n-dodecil-B-D-maltopirandsido (DDM): Sigma.

Acrilamida bis-acrilamida. Roche.

B-mercaptoetanol. Merck.

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

Persulfato amoénico: Sigma.

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

Precision Plus Protein prestained standards (dual colour): Bio-Rad

Kaleidoscope prestained standards: Bio-Rad.

Soluciones para Western blot e inmunodeteccion.

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

Solucion de inmunodeteccion: BSA 0,1%, Tween-20 0,1% en PBS.

Tampon de transferencia: Tris base 25 mM, glicina 192 mM.

Solucién de revelado: ECL-Plus®. GE Healthcare.

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

VECTORES PLASMIDICOS

Vectores de clonaje.

e pPGEM-T (Promega): V ector qu e posee residuos de desoxitimidina e n
ambos extremos terminales. Disefado para el subclonado y secuenciacion

de fragmentos de DNA amplificados por PCR.
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Vectores de expresion.

e pXG: Vector de expresion para Leishmania (Ha et al., 1996), construido a
partirde se cuenciasdel ar egion R de L. major (DNAci rcular
extracromosomico de 30 Kb). En este vector se ha sustituido el gen de la
DHFR-TS por el gen neo que codifica para la neomicina fosfotransferasa

que confiere resistencia a geneticina (G418).

e pXG-Hyg: Vectorde ex presion par a Leishmania (Ha etal ., 1996 ),
construido a partir de secuencias de la region R de L. major (DNA circular
extracromosomico de 30 Kb). En este vector se ha sustituido el gen de la
DHFR-TS por el gen Hyg que codifica para la higromicin fosfotransferasa

que confiere resistencia a higromicina..

e pXG-'"GFP+: Vector de expresion para Leishmania derivado de pXG-GFP+
(Ha etal., 1996), que permite crear proteinas de fusion, marcadas con

GFP en el extremo carboxilo terminal de la proteina.
e pXG-GFP2+': Este vector es una variante de pXG-GFP+ (Ha et al., 1996),

que permite crear proteinas de fusion, marcadas con GFP en el extremo

amino terminal de la proteina.
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OLIGONUCLEOTIDOS

Clonaje del gen ABCI4.

NOMBRE SECUENCIA (5'>3)

ABCl4 FW TGCATTCTCACGCCTTCACAC

ABCl4 RV ACTAGCATTAGCTGCGAGTTCC

ABCI4-GFP FW ATAGATCTATGAGACTCACTGATGCTCCGT
ABCI4-GFP RV ATGATATCGCTCACTGCCTGTGCACG
GFP-ABCl4 FW ATGCGGCCGCATGAGACTCACTGATGCTCCGT
GFP-ABCIl4 RV ATAGATCTTCAGCTTCACTGCCTGTGC

Secuenciacion del gen ABCI4.

ABCl4 1 ATGAGACTCACTGATGCTCCG
ABCI4 2 ATCGTGACGAGAGCTGTAC
ABCIl4 3 TGTCTGATGACGTTGTTTCTCG
ABCl4 4 TGACGAGCATGAAGCGTACAC
ABCIl4 5 AGGCCTGCATCGATACAGC

Mutagénesis del gen ABCI4 (K/M en la posicion 742).

NOMBRE SECUENCIA (5'>3)

ABCIl4 MUT FW GTGGGGCGGGGATGAGTACGCTGCT
ABCIl4 MUT RV AGCAGCGTACTCATCCCCGCCCCAC
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Adicion de tres copias del epitopo FLAG a ABCI4.

NOMBRE SECUENCIA (5'>3’)
FLAG-ABCI4 FW ATGGACTACAAGGACGACGACGACAAGATGA
GACTCACTGATGCTCC

FLAG-ABCI4 RV TCAGCTCACTGCCTGTGCAC

3FLAG-ABCI4 FW  ATGGACTACAAGGACGACGACGACAAGGAC
TACAAGGACGACGACGAC AAGGACTAC

3FLAG-ABCI4 RV TCAGCTCACTGCCTGTGCAC

Oligonucleé6tidos para l|la obtencibn de parasitos

mutantes nulos (KO) para ABCIA4.

NOMBRE SECUENCIA (5'>3))
KO ABCI4 5UTR FW  GACGGAAGTGAAGGCGGTAG

KO ABCI4 5UTR RV CTGAATTACTCGTGCTGCAACA
KO ABCI4 3UTR FW CGACGAGGCATTGGAAAGC
KO ABCI4 3UTR RV ACAACTACGTGGAGGACAGG

Todos los oligonucleétidos empleados se sintetizaron en el “Servicio de Sintesis
de Oligonucledtidos” del | nstituto de P arasitologia y Biomedicina “Lopez-Neyra”
(CSIC), Granada.
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REACTIVOS

Reactivos de Biologia Molecular.

5-bromo-4-cloro-3-indol-B-galactopiranésido (X-Gal): Roche. Solucién 2 0
mg/ml en dimetilformamida.

Agarosa: Pronadisa.

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

Bromuro de etidio: Sigma.

Desoxinucleétidos: Roche.

Dietilpirocarbonato (DEPC): Sigma

Enzimas de restriccion: Roche, Fermentas, NewEngland BiolLabs.

Fenol. Sigma.

Formaldehido: Panreac.

Formamida desionizada: Roche.

Fosfatasa alcalina: Roche.

Isopropil-B-D-tiogalacto-piranésido (IPTG): Roche. Solucion 0.5 M en agua.
Marcadores de peso molecular: lambda DNA/Hindlll, phil74 DNA/Haelll:
Promega.

Gel Extraction Kit®: Kit de limpieza de DNA. Omega.

Plasmid Mini Kit®: Kitde extraccion de DNA pl asmidico a pequefia esc ala.
Omega

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

High Pure RNA Isolation Kit®: Kit de extraccion de RNA total. Roche.

qScript cDNA Synthesis Kit®: Kit para obtener cDNA a partir de RNA (Quanta
Biosciences, Inc).

QuickChange® Il XL site-directed mutagenesis kit®. Kitpar a realizar
mutagénesis dirigida in vitro. Stratagene.

T4 DNA ligasa: Invitrogen.

TripleMaster® PCR System. Kit par a a mplificar fragmentos de D NA por | a

reaccion en cadena de la polimerasa. Eppendorf.
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Compuestos vy reactivos para el estudio funcional de la
proteina ABCIA4.

Antimonio trivalente (Sb"

): Sigma.

Pentostam (Sb"): GlaxoSmithKline (Greenford, UK).
Pentamidina: Sigma.

Paromomicina: Sigma.

Anfotericina B: Sigma.

Ketoconazol: Sigma.

Cloroquina: Sigma.

Quinina: Sigma.

Mefloquina: Sigma.

Primaquina: Sigma.

Tafenoquina: GlaxoSmithKline (Greenford, UK).
Sitamaquina: GlaxoSmithKline (Greenford, UK).
Miltefosina (hexadecilfosfocolina): Zentaris.
Daunomicina: Pfizer.

Bromuro de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium] (MTT): Sigma.
Stock 5 mg/ml en PBS y filtrado. Se almacena a 4 °C.
Zinc-protoporfirina: Frontier Scientific (Logan, UT).
Zinc-mesoporfirina: Frontier Scientific (Logan, UT).
BSO (L-Butionina-sulfoximida): Sigma. Inhibidor de | a enzima y-glutamilcistein
sintetasa.

Cloruro de Cadmio (CdCly): Sigma.

Cloruro de Cobalto (CoCl,): Sigma.

Sulfato de Cobre (CuSO,): Sigma.

Nitrato de plomo (Pb(NO3),): Sigma.

Arsenito sodico (NaAsO,): Sigma.

Cloruro de Manganeso (MnCly): Sigma.

Cloruro de Zinc (ZnCly): Sigma.

Pheophorbide A: Sigma.

Glutation (GSH): Sigma.
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Mitotracker Red: Invitrogen. Sonda utilizada para el marcaje de la mitocondria.
MitoSOX Red: Invitrogen. S onda utilizada para medir | os niveles de esp ecies
reactivas de oxigeno (ROS) en mitocondria.

H,DCFDA: Invitrogen. Sonda utilizada para medir los niveles totales de ROS.
JC-1: Invitrogen. Sonda e mpleada p ara e studiar el pot encial de m embrana
mitocondrial.

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF): Sigma. S e disolvioé en i sopropanol a
una concentracion de 100 pg/ml.

Azida: Sigma.

Triton X-100: Panreac.

DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole dilactate): Sigma. En su forma P rolong-
Gold an tifade ag entw ith D APl par a marcaje e n m uestras fijadas para
microscopia.

ThioStar®: Arbor Assays. Sonda e mpleada para medir los niveles de tioles no
proteicos.

CellTiter Glo®: Promega. Compuesto utilizado para medir los niveles totales de
ATP.

Measure-iT™ Lead and Cadmium Assay Kit: Invitrogen. Kit e mpleado enla
medida de los niveles de Cadmio.

Acetato de forbolmiristato: Sigma.

Reactivos para inmunodeteccion.

Albumina de suero bovino (BSA): Sigma.

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

Anticuerpo policlonal anti-GFP de conejo: Molecular probes (Invitrogen).
Anticuerpo policlonal anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa: Dako.
Anticuerpo policlonal anti-FLAG: Thermo Scientific.

Anticuerpo anti-a-tubulina: Thermo Scientific.
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Anticuerpo anti-LdRos3: Generado en el laboratorio, especifico para la proteina
de superficie LRos3 (Sanchez-Cariete et al 2009).

Anti-GFP-bolas magnéticas: MBL.

Membranas de transferencia (PVDF): Membranas de po li(difluoruro de
vinilideno). Immobilon®-P, Millipore.

p-formaldehido: Sigma.

Reactivos ECL™ plus Western blotting detection system: Para |a deteccién
en Western blot. GE Healthcare.

Rojo Ponceau-S: Sigma

Tween-20: Merck.

Compuestos con potencial actividad revertidora del
transportador ABCI4.

La sintesis y caracterizacion de los compuestos A1-A4, B1,B2, C1, C2,
E1, F1-F4 ha sido descrita previamente (Doleans-Jordheim et al. 2013; Genoux-
Bastide et al. 2011; Valdameri et al. 2012; Haudecoeur et al. 2011; Okombi et al.
2006).

Sintesis de las carboxamidas derivadas de trolox (serie D): La sintesis
de est os derivados se har ealizado por e | gr upo d e i nvestigacion del P rof.
Ahcene-Boumendj (Universidad Joseph Fourier, Grenoble, Francia). Una solucién
de trolox en D MF seco (1 eq.), trietanolamina (4 eq.) y cloruro d e bis(2-oxo-3-
oxazolidinil)fosfonico (BOP-CI, 1.5 eq.) se adiciond sucesivamente a un frasco
que contenia una solucion de amina disuelta en DMF seco. Esta solucion se agito
a temperatura ambiente durante 24 h. La mezcla resultante se purificé en una
solucion de HCI 1 M, extraida con acetato de etilo, y seguida de un lavado con
una so lucién s aturada d e NaHCO3; y H,O, secaday concentrada p ara dar el
producto crudo. La p osterior purificacion mediante cr omatografia (EtOAc:cHex,
1:1) en silica gel para obtener el compuesto puro deseado se comprob6 mediante

resonancia magnética nuclear (RMN).
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METODOS

Cultivo in vitro de Leishmania.

Los promastigotes de Leishmania se cultivaron in vitro a 28 °C en medio RPMI
1640 modificado (Jackson et al., 1986) y suplementado con 20% de hiFBS, o bien
en M-199 suplementado con 10% de hiFBS, segun el experimento a realizar. El
mantenimiento de los parasitos en cultivo se realizé mediante pases continuados
consistentes en la resiembra de 4 millones de parasitos en fase logaritmica tardia
por ml de medio fresco cada 48-72 h.

Criopreservacion y congelacion de los parasitos.

Se tomaron 900 pl de parasitos en fase logaritmica de crecimiento y se les
adicion6 100 yl de DMSO. Finalmente, se depositaron en viales de congelacion
que se almacenaron a -80 °C o en nitrogeno liquido.

La descongelacion de parasitos se llevo a cabo introduciendo los viales en un
bafio a 37 °C. Posteriormente, estos parasitos fueron resuspendidos en 5 ml de

medio de cultivo para iniciar su crecimiento a 28 °C.

Cultivo de bacterias

Los cultivos liquidos de bacterias se hicieron en medio LB a 37 °C y agitacion
constante en presencia del antibidtico de seleccion. Las bacterias también fueron
cultivadas en medio s emisdlido, en placas de petricon LB agar,a3 7 °C. Los
stocks de b acterias se conservarona -80°C en m edio LB suplementado con

glicerol al 15%.
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Preparacion de células competentes por choque térmico

vy transformacion

Se crecieron 5 ml d e bact erias durante 1 6 hor as en m edio | iquido co n
agitacion a 37 °C. Se inoculé 1ml del pre-cultivo en 200 ml de LB, continuando su
crecimiento hasta alcanzar una DOgg de 0,375. Se enfriaron en hielo durante 10-
15 min y se centrifugaron durante 7 min a 3500 g a 4 °C. Una vez eliminado el
sobrenadante, se resuspendieron las células en 1/5 del volumen inicial de MgCl,
0,1 M est éril frio, i ncubando | a su spension en hi elo 15-20 min. S e v olvi6 a
centrifugar (7 min, 3500 g, 4°C) y se elimind el sobrenadante. Las células se
resuspendieron en 1/ 50 del volumen inicialde C aCl, 0,1 M estérilfrioy se
incubaron en hielo durante una hora. A esa suspension se afadio glicerol 100%
hasta o btener una co ncentracion final del 15% y se alicuotearon en 200 ul en
tubos eppendorf enfriados previamente. Las células se pueden guardar a -80 °C

hasta su uso.

Para la transformacion, se descongel6 una alicuota de células competentes,
a las que se anadié la mezcla de ligacién de DNA. A continuacion se realizd un
choque térmico, para lo que se incubaron las bacterias durante 30 min en hielo,
45sa42°Cy 2 minen hielo. A la mezcla se afadieron 300 ul de LB y se incubo
una horaa 37 °C en agitacion. Una alicuotadela mezclase plaqueod en el
correspondiente medio de seleccién y se incub6 a 37 °C durante 14-16 h.

Aislamiento de DNA gendmico de parasitos.

Se realiz6 siguiendo el protocolo descrito en el Kit “Puregene DNA isolation”
de Gentra, partiendo de 150 millones de parasitos. El D NA se resuspendié en
agua bidestilada y se determind su concentracion mediante espectrofotometria (1
DO260 DNA doble hebra= 50 pug/ml).
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Aislamiento del gen ABCI4.

Para aislar el gen ABCI4 se utilizé la base de datos del genoma de L. major
(GeneDB, c 6digo de acceso L mjF 3 3.3260). Utilizando D NA ge némico de L.
major como molde, oligos aguas arriba y abajo del marco abierto de | ectura del
gen, afadiendo las dianas EcoRV y Bglll, en 5’ y 3’ de la secuencia, y mediante
la r eaccién en ca dena del a pol imerasa ( PCR) se co nsiguié am plificar un
fragmento de 3.094 pb del cr omosoma 33 ques ecl ondé en pGEMTYy

posteriormente se secuencio.

Secuenciacion del DNA

La secuenciacion de DNA se realiz6 por el método de terminacion de cadena
por dideoxinucledétidos descrito por (Sanger et al., 1977). El método se basa en la
interrupcion de la sintesis de DNA por una polimerasa mediante la incorporacion
de un di deoxinucledtido que detiene la elongacion de | a cadena a par tir de un
cebador, por no t ener un extremo 3’-OH al cu al af adir el siguiente nucledtido
trifosfato. L a se cuenciacion se r ealizé co n un secuenciador automatico 3100
Genetic Analyser (Applied Biosystems) u tilizando el kit AmpliTagDyeDeoxy
terminador Cycle Sequencing (Perkin Elmer) y utilizando la optimizacion llevada a
cabo en nuestro Instituto por A. Lario (Lario et al., 1997). Los cebadores utilizados
fueron | os universales (SP6, T7), asic omol os oligonucledtidos sintéticos

descritos anteriormente.

Aislamiento de DNA plasmidico.

Para | as extracciones de D NA pl asmidico a peq ueha escala (1,5-3 mlde
cultivo bacteriano) se utilizé el Plasmid Mini Kit® de Omega. Este método permite
de forma rapida el aislamiento de pe quefas cantidades de D NA plasmidico en
condiciones Optimas para realizar su tratamiento posterior (uso d e enzimas de
restriccion, | igaciones, su bclonado, marcaje r adiactivo, se cuenciacion, etc.). E |

procedimiento se basa en el método de | a lisis alcalina y precipitacion con una
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solucién de ace tato potasico. El sobrenadante se pasa por una resina, siendo

posteriormente lavado y el DNA eluido con un tampén Tris-HCI 10 mM pH 8,5.

Mutagénesis dirigida.

Para o btener u na mutacion puntual en un plasmido, s e utilizé el protocolo
recogido en el kit de mutagénesis Quick Change® XL-Site-Directed (Stratagene).
Se emplean un par de oligonucleétidos que incluyen la mutacidon complementaria
entre si, realizandose una reaccion de PCR con la enzima Pfu Ultra High Fidelity
DNA Polimerasa dando como resultado dos hebras completas y complementarias
del plasmido amplificado. Después de eliminar el DNA de partida en una reaccion
de digestion con la enzima Dpnl, que hidroliza el DNA metilado, se transformaron
bacterias con el producto de la amplificacion. Finalmente, se chequed mediante
secuenciacion | a ex istenciad e | a m utacién en el pl asmido obtenido de | as

bacterias transformadas.

Diseiio de construcciones para sobreexpresar ABCI4,
ABCI4M  3xFLAG-ABCI4 y las guimeras de GFP con
ABCI4,

Se realiz6 la di gestion de | a co nstruccion obt enida a nteriormente con | as
enzimas EcoRV y Bglll y el clonaje del fragmento liberado en el vector pXG-Hyg,
previamente di gerido con BamHIly S mal. El pl asmido r esultante, d enominado
ABCIl4-pXG, contenia el gen ABCI4 completo, flanqueado por 68 nucleétidos de
la region 5’ no codificante y 176 nucledtidos de la region 3’ no codificante (Fig. M-
1A).
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Figura M-1. Clonaje del gen ABCI4 en los vectores de expresién de Leishmania pXG-Hyg y
de fusion a GFP en el extremo amino terminal pXG-GFP+2'. (A) Clonaje de ABCIl4 en pXG-
Hyg. (B) Clonaje de ABCI4 fusionandolo en el extremo amino terminal a GFP en pXG-
GFP+2'.

Para pod er sobreexpresar la proteina f usionada con G FP en el extremo

amino, se amplifico ABCl4 mediante PCR empleando los oligos GFP-ABCI4 FW y
GFP-ABCI4 RV, anadiendo dianas de restriccion para Notl y Bglll. EI fragmento
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obtenido, pr evio su bclonaje en p GEM-T, s e | iberd p or di gestion co n N otl y
Bgalll/BamHI, y se clond en el vector pXG-GFP+2’, obteniéndose la construccion
GFP-ABCI4 (Fig. M-1B).

Para pod er sobreexpresar la proteina f usionada con G FP en el extremo
carboxilo, se amplificé ABCI4 (sin STOP) mediante PCR. Para ello se emplearon
los oligos ABCI4-GFP F Wy ABCI4-GFP RV, afadiendo sitios de co rte p ara
EcoRV y Bglll. El producto de PCR, previo subclonaje en pGEM-T, se cloné en el
vector pXG-‘GFP+, obteniéndose la construccion ABCI4-GFP.

En otro sentido, la dimerizacion es un requisito fundamental para la correcta
funcionalidad en los transportadores ABC del tipo “half-transporters” (Fig. M-2), lo
cual nos permitié utilizar la técnica de dominante negativo para regular la funcion
de ABCI4. P ara este fin, a p artir de | a co nstruccion A BCI4-pXG-Hyg se muto,
mediante el kit Quick Change® XL-Site-Directed (Stratagene), un residuo de
lisina del interior del motivo Walker A de ABCI4 (en |a posicidon 742) por una
metionina, produciéndose un cambio K742M. Se sabe que esta mutacion provoca
una pérdida de funcion en la proteina ABCG2 humana, la proteina ABCCG2 de
Leishmania (Campos-Salinas et al. 2013) y otras proteinas ABC, por impedir la
hidrdlisis de la segunda molécula de ATP, si bien no su union, siendo insuficiente
la hidrélisis de una sola molécula de ATP para producir el cambio conformacional

necesario para realizar el transporte (Ozvegy et al., 2001).
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Figura M-2. Esquema de la técnica de dominante negativo en los transportadores ABC de
Leishmania. Se muestran en color verde o naranja los diferentes monémeros ABC half-
transporter que podrian dimerizar (homo/heterodimerizar) para realizar el transporte del
sustrato. En gris se muestra el segmento NBD mutado en su segmento Walker A,
impidiendo la hidrélisis de ATP y por consiguiente el transporte del alécrito.

Para | ocalizar m ediante t écnicas inmunoldgicas e i nmunoprecipitar A BCl4,
utilizamos como estrategia la introduccion de 3 epitopos FLAG (DYKDDDDK) en
tandem en el extremo a mino terminal. P ara el lo, se realizé una primera P CR
sobre el gen ABCI4 insertado en pGEMT en la que se introduce un unico epitopo
FLAG,y unase gundaP CRenl| aq uese introducen o tros dos epitopos
fusionados al primeroy una di anader estriccion A gel. P osteriormente, s e
transfiri6 m ediante di gestién enzi matica X mal/BamHI y A gel/Bglll al v ector de

expresion de Leishmania pXG-Hyg (Fig. M-3)
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Figura M-3. Clonaje del gen ABCI4 en el vector de expresion de Leishmania pXG-Hyg
fusionando 3 epitopos FLAG en el extremo amino terminal.

Obtencién de una linea mutante nulo para el gen ABCI4

de Leishmania.

Para | a obtencidén de |as construcciones d estinadas a co nseguir | ineas d e

parasitos mutantes nulo para el gen ABCI4, se |levaron a cabo una serie de

pasos (Fig. M-4):

Amplificacion mediante PCR de una region de 1,5 Kb de las regiones 5’
UTRy 3’ UTR de ABCI4 introduciendo sitios de corte para enzimas de
restriccion.

Digestion con las enzimas Xbal/BamHI de las construcciones 5’UTR-
pGEMT y 3'UTR-pGEMT, y posterior ligacion.

Digestion co n | as enzimas Xbal/Swal de las construcciones HYG-
pGEMT o NEO-pGEMT (Pérez-Victoria et al. 2006) y 5UTR-3'UTR-
pGEMT y post erior | igacién, ge nerando una co nstruccién e n el

plasmido pPGEMT que contiene un gen de resistencia a higromicina o
G418 flanqueado por las regiones 5’ y 3' UTR del gen ABCI4.

Esta co nstruccidén s e | ineariza m ediante digestion enzi matica co n

BamHI y Notl, para su posterior transfeccion en el parasito.
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Figura M-4. Estrategia para generar la construcciéon 5UTR-HYG-3UTR en pGEMT, necesaria
parala obtencion de parasitos mutantes nulo para ABCI4.

La co nstruccion 5U TR-HYG-3UTR linearizada (al menos 2 ug de D NA) se
transfecta so bre | os par asitos (5x10')d e L. major, em pleando el ki td e
transfeccion Amaxa Nucleofector System (Lonza). Pasadas 24 h, se diluyen los
parasitos en microplacas de 96 pocillos hasta una diluciéon limite, y se exponen a
una ¢ oncentracion de 1 5ug /mld eh igromicina parai nducirl adobl e
recombinacion, y de esta manera sustituir el gen de interés de uno o de los dos
alelos (Fig. M-5). Después de 15 dias de cultivo, los parasitos, se traspasan a
frascos, c onun m ayor v olumend e c ultivoy m ayor pr esién de farmaco.

Posteriormente, los parasitos se subclonan en placa de Agar-RPMI con 30 pg/ml
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de higromicina, y 1os clones que crezcan en la placa se crecen de nuevo en
medio | iquido, a nalizandose mediante PCR | a co rrecta i nsercion del gen de
resistencia y la sustitucién del gen ABCI4. Para obtener parasitos con el otro alelo
deleccionado, | os p arasitos hyg/+ obt enidos son transfectados conl a
construccion linearizada compuesta por los segmentos 5’y 3° UTR flanqueando
el gen d e resistencia a neo micina, | levandose a ca bo el mismo procesod e

seleccidn descrito anteriormente.

HYG/NEO

Figura M-5. Modelo predictivo de la doble recombinacion que se produce en la sustitucion
del gen ABCI4 por el gen de resistencia a higromicina en Leishmania.

Medida de la expresion del transportador ABCI4
mediante RT-PCR.

El RNA total se extrajo de las diferentes lineas de Leishmania empleando el
kit High Pure RNA Isolation (Roche Diagnostics GmbH, Germany) y transcrito en
cDNA em pleando el kit q ScriptcD NA Synthesis (Quanta B iosciences, | nc),
siguiendo | as instrucciones del fabricante. El cD NA obtenido se diluy6 (1:10y
1:50) y se amplificé con los oligos disefiados especificamente para ABCIl4 y para
GADPH (como control de carga) por 35 ciclos de amplificacion a una temperatura
de al ineamiento de 54° C.Los pr oductos deP CR sev isualizaron tras
electroforesis en un gel de agarosa al 1%.
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Transfeccion de DNA plasmidico por electroporacidén en

Leishmania.

La transfeccion es una técnica que consiste en | a introduccién de m aterial
genético extrafio en células eucariotas. En nuestro caso, el proceso se llevo a
cabo mediante electroporacion (Kapler et al. 1990) sobre los promastigotes de L.
major en fase logaritmica tardia de crecimiento. Los parasitos se lavaron 2 veces
con PBS estéril y una vez con HBS estéril. Tras el ultimo lavado, los parasitos se
resuspenden en H BS aunaco ncentracionde5x  10"/ml; 4 00 plde est a
suspension se mezclan con 50 uL de DNA plasmidico y se incub6 durante 10 min
en hielo. La transfeccidn se realizé mediante electroporacién en el sistema ECM
600® de BTX, utilizando como condiciones 450 voltios, 500 uF y 13 ohms. Tras la
electroporacién, | os parasitos se i ncubaron durante 10 m in enhieloy se
transfirieron a 4 ml de medio RPMI modificado con 20% hiFBS, incubandose a 28
°C; a las 24 h se les afadi6 el antibidtico de seleccion. Tras sucesivos pases en
presenciad e co ncentraciones crecientes de ant ibiotico,| os parasitos

transfectados se mantienen a una concentracién maxima de 500 pg/ml.

Preparacion de extractos totales de L. major para

electroforesis de proteinas en geles SDS-PAGE.

De forma general, e mpleamos parasitos enf ase logaritmicat ardia de
crecimiento ( 2-2,5x10” parasitos/ml). L os parasitos selavanconP BSy se
resuspenden ent ampéndel isis durante30 mina4° C, adi cionando
posteriormente un v olumen del tampoén d e m uestra 2X par a cargar gel es de
poliacrilamida ar azén de 25 pldel a m ezcla por p ocillo, e quivalentes al as

proteinas totales de 5 millones de promastigotes.
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Electroforesis de proteinas en qgeles SDS-PAGE v

transferencia a membrana.

La se paraciéon de pr oteinas en funcién de su tamafo se realiz6 mediante la
técnica de electroforesis en g eles desnaturalizantes de p oliacrilamiday S DS
(SDS-PAGE), segun el método de Laemmli (1970). La separacién electroforética
se realizd en gel es discontinuos, compuestos por un gel superior (concentrador)
preparado al 3 -4,5% de acr ilamida/bisacrilamiday pH 6, 8,y un gel i nferior
(separador) al 10-14% y pH 8,8. Los porcentajes de acrilamida se eligieron en
funcion del tamafo de | as proteinas de interés a se parar. La electroforesis se
llevo a ca bo en minigeles empleando la cubeta del sistema mini-PROTEAN de
Bio-Rad, a 20-25 mA/gel. Como marcador de p eso molecular s e utilizaron | os
standards pretefidos de Bio-Rad.

Deteccién con anticuerpos de proteinas transferidas a

membranas.

Las proteinas separadas por electroforesis se transfirieron a membranas de
PVDF Immobilion-P de Millipore; para ello se sumergieron las membranas, geles
y papeles en tampon de transferencia. La transferencia se realizé en un aparato
Trans Blot SD Semidry Cell (BioRad) a 23 voltios durante 45 min. Finalizada la
transferencia, las membranas se tifieron con una solucién 0,5 % Rojo Ponceau,
1% acido acético en agua para visualizar las proteinas y determinar la eficiencia
de | at ransferencia, destifiendose co n a gua bi destilada. S eguidamente, | a
membrana se bloqued en una solucion de leche desnatada 5% en P BS durante

14 h a 4 °C, como paso previo a la inmunodetecciéon de las proteinas transferidas.

Posteriormente, | as membranas sei ncubaronat emperatura am biente,
durante u na hor a, c on el ant icuerpo primario correspondiente al a di lucion
requerida en tampdn de bloqueo (1% BSA en PBS) con un 0,05% de Tween-20.
Tras 3 lavados de 5 min con tampon de bloqueo, se incubaron con el anticuerpo
secundario anti-IgG de conejo o raton conjugado a peroxidasa (1/5.000) durante
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30 min. D espués de 2 |avados, |a membrana se revelo incubandola bajo | as
mismas condiciones que el anterior y utilizando para el revelado los sustratos
ECL Plus™.

Biotinilaciobn de las proteinas de la superficie de la

membrana plasmaéatica de Leishmania.

Los promastigotes en f ase | ogaritmica (1 x 10%) sonlavados con PBS e
incubados enhielocon 1 mM EZ-Link Sulfo-NHS-SS-biotin ( Pierce, T hermo
Fisher, Rockford, IL) en 1 ml de PBS durante 2 h a 4°C en |las que la biotina se
une especificamente a aminas primarias de las proteinas de |la superficie celular
(Fig. M-6). La reaccion de biotinilacién se detuvo mediante tres lavados con PBS
suplementado con 50 mM Tris-HCI. Después, los parasitos se incubaron en PBS
con 3% n-dodecil-B-D-maltopirandsido (DDM) durante 30 min para solubilizar las
proteinas presentes en la muestra. El lisado resultante se centrifugé a 13,000 x g
durante 20 m in a4°C, y el so brenadante obt enido se i ncubé con 100 pl de
streptavidina-agarosa ( Pierce) pr eviamente| avadaco n tampdén delisi s
suplementado con 0.05 % DDM. Las esferas de agarosa se lavaron 2 veces y las
proteinas se eluyen con 30 pl de tampdn Laemmli. La inmunodeteccion se llevé a
cabo empleando la dilucién 1:5000 del anticuerpo policlonal anti-GFP o 1: 3000
del anticuerpo pol iclonal ant i-LRos3, c omo co ntrol d e pr oteina i ntegral de
membrana pl asmatica (Sanchez-Canete etal . 2009).L ai ntegridadde | a
membrana pl asmatica se d etermind mediante | ai nmunodetecciéon co n el

anticuerpo monoclonal anti-a-tubulin (Sigma-Aldrich), a una dilucién 1:5000.
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.+ = Biotina l Proteinas conjugadas con
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Figura M-6. Modelo de biotinilacién de las proteinas de la superficie celular de Leishmania.

Determinacion de la formacion de homodimeros de

ABCIl4 mediante ensayos de co-inmunoprecipitacion.

Los promastigotes (8 x 10°) que ex presaban 3F LAG-ABCI4 y 3FLAG- mas
GFP-ABCI4 se lavaron con PBS, resuspendidos en 1 mlde tampon delisis y
lisados durante 45 mina1 00b ares depr esibnd e N , enunca vitador
(ASHCROFT®, USA). Los lisados de par asitos se ce ntrifugan a 1000 x g para
eliminar grandes restos celulares yp arasitos sinr omper, desp ués el
sobrenadante se c entrifuga a1 00,000x g a4°Cdurante 1 h para obt ener
fracciones enriquecidas en membranas y organulos. Los botones obtenidos se
solubilizan con 550 ylde tampédn de lisis suplementadocon 2.5% DDM vy la
solucion r esultante se ce ntrifugdé a1 00,000x g a4°Cdurante30m in.Los
sobrenadantes se incuban con esferas magnéticas unidas covalentemente a anti-
GFP durante 24 h a 4°C. Después de la incubacién, las esferas se lavan 3 veces
con PBS suplementado con 0.05% DDM y se eluyen con tampdén Laemmli. Tras
realizar un a el ectroforesis y un Western bl ot, |a i nmunodetecciéon de |a ABCl4
fusionadocon G FPy F LAG se r ealiza e mpleando un a di lucion 1: 5000 d el
anticuerpo policlonal anti-GFP o 1:2000 del anticuerpo policlonal anti-FLAG.
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Infeccibn de macrofagos peritoneales por lineas de

Leishmania.

Los macrofagos peritoneales se obtienen de ratones BALB/c (Charles River
Ltd.), se gun el protocolo habitual del | aboratorio (Campos-Salinas et al. 2013)
consistente en la inoculacion en la cavidad peritoneal de los ratones de medio de
cultivo RPMI sin suero, seguido de un masaje peritoneal y posterior extraccion del
medio de cultivo. A continuacién, las células obtenidas se lavan con medio RPMI
1640 frio, y se siembran a una densidad de 3 x 10° macréfagos/pocillo en medio
RPMI-1640 suplementado con 10% hiFBS en placas de 24 pocillos con cristales
(22 mm?), dejandolos adherirse durante 4 h a 37°C con 5% CO,. Posteriormente,
los macrofagos se infectan a 35°C con promastigotes en fase estacionaria del
crecimiento e n u na relacién parasito/célula de 5:1 en RPMI-1640 con 5% de
hiFBS. Después de 6 h de infeccion, los parasitos que no han sido fagocitados se
eliminan mediante lavados con medio libre de suero.

Los macréfagos infectados se incubaron en RPMI 1640 s uplementado con 10%
hiFBS durante 24 y 72 h a 37°C en atmdsfera con un 5% de CO, Después de la
incubacion, | as m uestras se fijaroncon 2.5 % d e p araformaldehido e n P BS
durante 20 min a 4°C y se permeabilizan posteriormente con 0.1% Triton X-100
en PBS durante 10 min. Los parasitos intracelulares se detectan mediante tincion
nuclear con Prolong-Gold antifade agent con DAPI (Invitrogen). El porcentaje de
infeccion y el n umero de amastigotes por m acrofago s e d etermin6 e n 2 00

macrofagos por pocillo.

Infeccion de células THP-1 por lineas de Leishmania.

Para inducir la diferenciacién de los monocitos THP-1 en macréfagos, 5x10°
células/pocillo en pl acas de 24 pocillos con cristales estériles en el fondo, son
tratadas con 2 0 ng/ ml de f orbol 12 -miristato 13 -acetato ( PMA) durante 48 h,

seguidod e 24 h enm edio fresco ( ElIF adiliet al . 2008). E stas células se
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infectaron con formas promastigotas de Leishmania en fase logaritmica tardia en
una relacion 1:10 macréfago/parasito a 35°C y 5% C O, durante toda la noche.
Los macrofagos infectados se mantuvieron en medio de cultivo a 37°C y 5% CO,
durante 24y 72 h. A co ntinuacion, | os m acrofagos se fijaron co n 2. 5%
paraformaldehido en PBS durante 30 min y se permeabilizaron con 0.1% Triton
X-100 en PBS durante otros 30 min. Las formas amastigotas i ntracelulares se
visualizaron t ifiendo el nucl eo c on D API ( Invitrogen). La actividad del os
compuestos se de terminé t eniendo e n cu enta el p orcentaje de infecciény el
numero de formas amastigotas intracelulares por cé lula enr elacion conl as

células no tratadas.

Determinacion de la concentracion inhibitoria 50 del

crecimiento en formas promastigotas y amastigotas

intracelulares de Leishmania.

Para determinar la susceptibilidad a los compuestos en formas promastigotas
se utiliza como dato de referencia la ECsp, que se calcula utilizando un método
colorimétrico basado en la reduccion de MTT. El método se basa en la capacidad
de las enzimas deshidrogenasas de los parasitos de convertir el sustrato MTT,
soluble y amarillo, en el producto formazan, insoluble y de color azul. La cantidad
de producto formado dep ende del numero de células y de | a viabilidad de | as

mismas.

La ECso se define como la concentracion de los compuestos requerida para
inhibir el crecimiento de los parasitos al 50% en cultivo y se determina tras 72 h

de incubacién, correspondiente con la fase logaritmica tardia de crecimiento.
Parar ealizar | os ensayos de susceptibilidad af armacos, s e se mbraron

300.000 parasitos/pocillo en un volumen final de 100 yl de medio de cultivo en

una placa de microtitulacion de 96 pocillos, y se incubd durante 72 h a 28°C en
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presencia de distintas concentraciones de | os diferentes compuestos, por
duplicado. A continuacion, se anadieron 10 ul de MTT (5 mg/ml), y se incubd 4 h
a 28°C para permitir la formacién de los cristales de formazan. Finalmente, |os
cristales se disolvieron anadiendo 50 pl de SDS 20% e incubando en oscuridad a
37°C durante 4-6 h. La reduccion de MTT se determind leyendo la DOsyo.

Para determinar la relacion entre los niveles de tioles y la susceptibilidad de
las diferentes lineas de Leishmania, se adiciond BSO a una concentracion final

de 3 mM 48 h antes de los ensayos de sensibilidad.

Para determinar la susceptibilidad de las formas amastigotas intracelulares de
Leishmania aant imoniales (Sb" yS bY [Pentostam®),| os m acréfagos
peritoneales extraidos de r aton se infectaron con |os parasitos en una r elacién
macrofago/parasito de 1:10. Los cultivos de macréfagos infectados se incubaron
con di ferentes concentraciones del farmaco dur ante 72 h. E | porcentaje de
infecciony el num ero de formas amastigotas por m acréfago i nfectado s e

determiné a partir del contaje de al menos 200 macréfagos por pocillo.

En el casoen el que se utilizan potenciales inhibidores de | a actividad d e
ABCI4, estos se adicionan al medio de cultivo a una co ncentracion fija (0.5, 5 o
20 uM dependiendo de la toxicidad intrinseca del compuesto) y estan presentes a

lo largo de todo el experimento.

Microscopia de fluorescencia en lineas de Leishmania.

Los parasitos que expresaban ABCI4 fusionado a GFP en fase logaritmica se
emplearon para los estudios de localizacion subcelular. La mitocondria se marco
con 50 nM de Mitotracker Red (Invitrogen) durante 30 min a 28°C en medio RPMI
sin hiFBS. Posteriormente, los promastigotes se lavaron con PBS y se analizaron
con un microscopio confocal Axiovert (TCS SP5 model; Leica) operando con un

laser He/Ne a 543 nm para Mitotracker Red y con un laser de Argdén a 488 nm
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para GFP; siendo posteriormente escaneada la imagen con un equipo MRC1024
model co nfocal sca nning | aser. P ara | os estudios de | ocalizacion d e A BCl4
fusionado con 3 epitopos FLAG, los parasitos se lavaron 4 veces con PBS a 4 °C
y se resuspendieron en P BS a una concentraciéon de 2x 10° parasitos/ml. S e
utilizaron por taobjetos provistos con 10 ci rculos de 6 mmde diametro
(BioMerieux). Para su fijacidn, los portaobjetos con parasitos se incuban durante
30 min con p-formaldehido al 1% y se depositaron 20 ul de | a suspension de
parasitos por circulo, dejandose secar completamente a temperatura ambiente y
almacenandose a -20 °C hasta su utilizacion. Para la inmunofluorescencia, las
preparaciones se i ncubaron co n an ti-FLAG di luido en tampédn | FI ( PBS/0,1%
BSA) 1/100 durante 1 ha 37 °C en camara humeda. Se lavaron 3 veces en
tampdén | Fl'y se incubaron con un anticuerpo anti-IgG d e co nejo co njugado a
fluoresceina (Sigma), diluido 1/500 en tampdn IFI 1h a 37 °C en camara humeda.
Los portaobjetos se lavaron 3 veces en tampon IFl y se dejaron secar protegidos
de la luz. Se utilizo el microscopio de fluorescencia Olympus (Germany) con un
objetivo 100X usando un filtro FITC.

Determinacion de la acumulaciéon vy eflujo de antimonio

en lineas de Leishmania mediante ICP-MS

(Espectrometria de Masas con fuente de Plasma de

Acoplamiento Inductivo).

Las formas promastigotas (1x 10% ml) se incubaron con 100 uM de Sb" en
medio de cultivo M-199 durante 5, 10, 30 y 60 min a 28°C, después los parasitos
se ce ntrifugaron y el botén resultante se conservé a -80°C hasta | a pos terior
medida de acumulacion d e antimonio (Brochu et al. 2003). Para de terminar el
eflujo, las diferentes lineas se incubaron con concentraciones compensadas de
antimonio (100 uM para las lineas de Leishmania pXG-Hyg y ABCI14“™ y 200 pM

paralalinea ABCIl4) en medio de cultivo a 28°C durante 1 h para permitir un
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marcaje similar entre las diferentes lineas de parasitos. Los parasitos se lavaron
con P BS, r esuspendidos en m edio de cu Itivo a 28° C y se c entrifugaron a
diferentes tiempos (0,30, 60,120y 180 min). E| boton de p arasitos parala
determinacién de la acumulacion o eflujo se antimonio se disolvido en 200 pl de
acido nitrico concentrado durante 24 h a temperatura ambiente. La muestra se
diluyé hasta3 mlconaguadestiladay después seinyectdé enun ICP-MS
(PerkinElmer) para | a cu antificacion. E | a ntimonio se midié e mpleandose | as

relaciones masa/carga (m/z) 121 y 123, y rodio como control interno.

Cuando se emplearon los compuestos D2 y D4, potenciales inhibidores de
ABCI4, estos se encontraron presentes a una concentracion de 20 yM a lo largo
de todo el experimento de acumulacién y eflujo. Durante el experimento de eflujo
en presencia de los inhibidores D2 y D4, no se compensaron las concentraciones
de a ntimonio porque al i nhibir A BClI4 s e pueden alcanzar co ncentraciones

intracelulares de antimonio similares a las del control.

Acumulacion vy eflujo de cadmio.

Elensa yod e acumulacion de c admio ser ealizé utilizando| a so nda
fluorimétrica L eadmium G reen ( Invitrogen). Los pr omastigotes (1 x 10 7) se
incubaron con 100 pM de Cd" en tampén salino (21 mM HEPES, 137 mM NaCl, 5
mM KCly 6 mM glucosa, pH 7) durante 10, 30, 60, 120y 180 min a 28°C. Los
parasitos se centrifugaron y se lavaron dos veces con tampén salino. Después de
la incubacion, los parasitos se transfirieron a una m icroplaca de 96 poci llos, la
sonda se afa dio si guiendo | as instrucciones del fabricante, i ncubandose | os
parasitos a 37°C durante 30 min. La fluorescencia de las muestras se midié a 525
+ 20 nm tras excitacion previa a 488 + 20 nm e mpleando un lector de placas
Infinite F200 Luminescence System (Tecan Austria GmbH). La concentracion de
cd" se estimé interpolando contra una curva de r eferencia. P ara determinar el
eflujode Cd", 1as | ineas pXG-Hyg y ABCI4 se incubaron con concentraciones
compensadas del metal (100y 175 pM, r espectivamente), d e acuerdo a | os
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experimentos previos de acumulacién. Los parasitos se incubaron durante 1 h, se
lavaron con tampén salino y se midié la fluorescencia retenida tras 0, 60, 120,
180 y 240 min.

Para comprobar | a actividad del transportador ABCI4 e n la mitocondria, se
realizaron experimentos de acumulacion y eflujo de Cd" en un tampoén con 125
mM sacarosa, 65 mM KCI, 10 mM HEPES, 1 mM MgCl,, 2.5 mM fosfato potasico
y 2 mM succinato mas 20 uM de digitonina, y en presencia o ausencia de 5 mM
de ATP/ADPy de 1 pM de oligomicina (inhibidor de la bomba F4/F; ATPasa

mitocondrial).

Acumulacion y eflujo de zinc-mesoporfirina.

Las formas promastigotas en fase |logaritmica de cr ecimiento se lavarony
resuspendieron enm edio HPMlenun a concentracidonf inal de5 x 107
promastigotes/ml. Los par asitos se i ncubaron co n 10 yM zi nc-mesoporfirina
(ZnMP) a 28°C durante 10 min y se lavaron con PBS suplementado con 5% BSA.
Finalmente, | os parasitos se fijaron co n par aformaldehido al 2% en PBSy la
fluorescencia retenida se midié mediante citometria de flujo (excitacion a 405 nm
y emision entre 575y 585 n m) empleando un FacsAria Cell Sorter |1l (Beckton
Dickinson, S an Jo se, C A). P ara determinar el e flujo de ZnMP, las lineas de
Leishmania pXG-Hyg y ABCI4"™ se cargaron con 10 uM de ZnMP, mientras que
la linea que sobreexpresaba ABCI4 se cargé con 20 yM para permitir un marcaje
similar dependiente de los experimentos previos de acumulacion. Los parasitos
se lavaron con PBS y se midi6 la fluorescencia retenida a diferentes intervalos de

tiempo (0, 30, 60 y 120 min) mediante citometria de flujo.

Enel casodel uso del os compuestos D 2 y D4, est os se encu entran
presentes a una concentracion de 20 uM a lo largo de t odo el experimento de
acumulaciény e flujo. E nel eflujode por firina nos ec ompensan!| as

concentraciones.
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Acumulacion v eflujo de feoforbida A.

Feoforbida A es u n ca tabolito porfirinico f ototdéxico de | a cl orofila. L os
parasitos (1 x 107) se resuspendieron en 1 ml de tampén HPMI y se incubaron
con1 0 uM de feoforbida A durante 30 min a2 8°C ( Robey etal .20 04).
Posteriormente, los cultivos se lavaron con PBS y la fluorescencia retenida se
midié m ediante citometria de flujo e mpleando un cl itbmetro F ACScan ( Becton-
Dickinson, San Jose, CA) (excitacion a 488 nm y emision entre 515y 545 nm).
Para el eflujo de feoforbida A, después de la incubacién con 10 uM de feoforbida
A durante 30 min a 28°C, los parasitos se lavaron con PBS, resuspendiéndose en

medio HPMI para posteriormente medir la fluorescencia retenida a los 60 min.

Determinacion de tioles no proteicos.

Los niveles de tioles no proteicos se determiné mediante citometria de flujo
empleando| as onda fluorescente C ellTracker. Los parasitos (1x 10 '
promastigotes/ml) se lavaron dos veces con PBS y se incubaron con 2 uM de
CellTracker durante 15 min a 3 7°C. P osteriormente, se lavaron con PBS y se
analizaron m ediante citometria de flujo co nun ci tometro F ACScan ( Becton-
Dickinson, San Jose, CA) (excitacion a 488 nm y emision entre 515y 545 nm).

El eflujo de tioles al medio se determind empleando el reactivo fluorescente
ThioStar (Luminos, Ann Arbor, MI) que reacciona con tioles no proteicos libres.
Los parasitos (1 x 10%) se incubaron con 100 uM de Sb" durante 1 h en 1 ml de
tampdén HBS, seguido por dos lavados con PBS y resuspendidos de nuevo en
HBS sin antimonio. Se recogieron parasitos a di stintos intervalos de tiempo (30,
60, 120y 180 m in) y tanto el so brenadante co mo | os botones obtenidos se
trataron con acido tricloroacético al 12% durante 30 min a 4°C para desproteinizar
las muestras, des pués se ce ntrifugaron a 13,000 x g. Los sobrenadantes se
diluyeron con HBS, para reducir la concentracion de acido tricloroacético hasta el

2%, y después se transfiri6 a una microplaca de 96 pocillos para su incubacion
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con 3 pg/ml de ThioStar durante 1 h a temperatura ambiente. L a fluorescencia
(Exc. 370 nm; Em. 490 nm) se midié empleando un lector de placas Infinite F200
Luminescence S ystem ( Tecan Austria G mbH). D iferentes concentraciones de
GSH se ut ilizaron co mo co ntrol d e | a d ependencia de s efial de ThioStary

concentracion de tioles.

Enel casodel uso del os compuestosD 2 y D4, est os se encu entran

presentes a una concentracion de 20 uM a lo largo de todo el experimento.

Medida del potencial de membrana mitocondrial.

La medida del potencial de membrana mitocondrial se realizé utilizando | a
sonda f luorescente JC -1 ( Invitrogen).J C-1es unc ompuesto catidnico
fluorescente que em ite en elra ngo v erde del esp ectrod e | uz v isible co mo
monomero y en el rango del rojo como agregado en |la mitocondria. La relacion
que s e est ablece e ntre | a pr oporcion c omo m onémero y co mo agr egado e s
dependiente d el pot encial de m embrana mitocondrial. Los parasitos (4 x 10 6
promastigotes/ml) en fase logaritmica, se incubaron con 100 pM de Sb'"" durante
30, 60, 120, 240 y 360 min en tampdn HBS, y posteriormente se lavaron con PBS
y se incubaroncon 5 uyM de JC-1 durante 10 min. La fluorescencia celular se
determiné calculando la relacién FL2/FL1 usando un citometro de flujo FACScan
(Becton-Dickinson, San Jose, CA). Como control positivo de despolarizacién total
mitocondrial se emplearon los parasitos incubados con 10 uM FCCP durante 10

min.

Medida de ATP.

El ATP total se midi6 utilizando el kit CellTiter-Glo (Promega) que genera una
sefal | uminiscente proporcional a| a cantidad de ATP presente enla muestra
(Manzano et al. 2010).
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Los parasitos (4 x 10° promastigotes/ml) en fase logaritmica se incubaron a
28°C en m edio M-199 suplementado con 10% hiFBS conteniendo 100 uM Sb"
durante 30, 60, 120, 240y 360 min. La concentracién de Sb" alavez que el
tiempo de i ncubacion se seleccioné monitorizando la viabilidad de los parasitos
mediante m icroscopia. P osteriormente, u na al icuota de 25 ul de par asitos se
pasé a una placa de 96 pocillos y se mezclé con el mismo volumen de CellTiter-
Glo, incubandose en oscuridad durante 10 min. La bioluminiscencia resultante se

midié con un lector de placas Infinite F200 (Tecan Austria GmbH, Austria).

Medida de la produccion de ROS.

La ge neracion de esp ecies reactivas de oxigeno (ROS) se midio utilizando
una sonda permeable no fluorescente Ilamada H,DCFDA (Moreira et al. 2011).
Los parasitos (4 x 10%/ml) se incubaron con concentraciones crecientes de Sb"
durante 4 8 h a 28°C. D espués de | ai ncubacion e n pr esencia de Sb", I os
promastigotes se | avaron co n P BS, r esuspendiéndose e n H BS tampon y
posteriormente se incubaron con 40 nM de H,DCFDA durante 30 min a 28°C. El
producto fluorescente (DCF) obtenido tras la accién de corte de las esterasas se
midié m ediante citometria de flujo (FACScan B ecton-Dickinson, San Jose, CA;
excitacion: 488 nm; emision: 535 nm).

De forma similar, para medir la produccion de ROS mitocondrial usamos una
sonda permeable y fluorescente denominada MitoSOX Red (Moreira et al. 2011).
Los parasitos (4 x 10%/ml) se incubaron con 5 pM MitoSOX durante 2 h a 28° C,
siendo posteriormente lavados con PBS y resuspendidos en medio de cultivo con
concentraciones crecientes de Sb'"' durante 48 h a 28°C. Transcurrido el periodo
de incubacién, la fluorescencia de MitoSOX oxidado se midié mediante citometria

de flujo (excitacion: 488 nm; emisién: 580 nm).
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Determinacion de la localizacibn mitocondrial en

parasitos permeabilizados con digitonina.

Los promastigotes (2 x 107) transfectados con el plasmido que contiene GFP-
ABCl4 se ce ntrifugany se | avanco nt ampén P BS, p osteriormente s e
resuspenden en tampdén del isis conl as respectivas concentraciones de
digitonina (20, 40, 120y 300 uM) en hielo durante 30 min. P osteriormente, se
adiciona tripsina a un a co ncentracion final de 1 mM durante 5 min en hi elo,
pasado este tiempo se centrifugan y se lavan con PBS. Como control positivo se
emplean parasitos permeabilizados con Triton X-100 2%. Los botones obtenidos
son disueltos con tampdén Laemmliy | as muestras se correnenungel de
acrilamida y se transfieren a una membrana. Esta membrana se incuba con anti-
GFP y anti-HMGCoA reductasa (control de matriz mitocondrial) a | as diluciones

requeridas.
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RESULTADOS

Secuencia y analisis predictivo de la estructura del

transportador ABCl4 de Leishmania.

El gen ABCI4 (LmjF33.3260) forma parte del cromosoma 33. En una
clasificacion reciente de la familia de transportadores ABC en Leishmania, ABCIl4
se agrupd, por su bajo porcentaje de homologia con el resto de transportadores
ABC, junto con otros 3 genes no relacionados (ABCI1 (LmjF12.1190), ABCI2
(LmjF32.2060) y ABCI3 (LmjF33.3040)) en una nueva familia que hemos
denominado ABCI (Leprohon et al. 2006). Para ello, hemos seguido el
procedimiento habitual de nomenclatura en organismos eucariotas de otros
transportadores ABC (como el transportador de plantas, Kang et al. 2011), que no
se engloban dentro de ninguna subfamilia por su bajo nivel de homologia,
seguido con la letra siguiente a la ultima subfamilia reconocida y el namero

correspondiente a su ordenacion en el genoma.

El gen ABCI4 codifica para una proteina de 949 aminoacidos, con un peso
molecular estimado de 103 kDa. ABCI4 presenta todas las caracteristicas tipicas
de un “half-transporter” con un unico dominio hidrofilico de union a ATP (NBD)
situado en el extremo carboxilo, y un dominio transmembrana (TMD), con seis

segmentos transmembrana hidrofébicos (Fig. R-1).
En el NBD se encuentran las regiones mas conservadas de los

transportadores ABC: Walker A, Walker B, y el motivo sello de la familia (Fig. R-
2).
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242 284 393 582 634 638
s1 S2 s3 sS4 S5 S6
224 304 378 599 610 655

Intracelular

N-terminal U U C-terminal

Figura R-1. Prediccion de segmentos de transmembrana obtenida a partir de la secuencia
aminoacidica del transportador ABCIl4 de Leishmania. S1, S2, S3, S4, S5y S6 corresponde
a los 6 segmentos transmembrana predichos, mientras que los nimeros incluidos
corresponden al namero de aminoacido dentro de la secuencia aminoacidica de la
proteina. Los programas empleados fueron TMpred
(http://Iwww.ch.embnet.org/software/TMPRED form.html) y MEMSAT-SVM
(http://biocinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/).

La busqueda de homologias con otras proteinas se realizé mediante el
programa Blastp utilizando los bancos de datos Swiss-Prot y TrEMBL
(http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/simsearch_blast.pl) y la base de datos de genomas
de trypanosomatidos TritrypDB (http://tritrypdb.org/tritrypdb/). EI ABCI4 de L.
major esta conservado en las otras especies de Leishmania cuyo genoma ha sido
secuenciado: L, donovani, L. infantum, L. mexicana, L. braziliensis y L. tarentolae
con un porcentaje de identidad del 92, 92, 89, 76 y 78% respectivamente. ABCIl4
presenta una homologia significativa con otras proteinas ABC del género
Trypanosoma: T. brucei, T. brucei gambiense, T. congolense, T. congolense, T.
cruzi, T. evansi y T. vivax. La similitud con los genes de trypanosomatidos se
localiza principalmente en el NBD con un 43-45% de identidad (tabla R-1). El
analisis del alineamiento entre la secuencia completa de ABCI4 y los homdlogos
de Trypanosoma sp. llevado a cabo con el programa CLUSTALW (http://npsa-
pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_clustalw.html), revelo
unos porcentajes de identidad del 17-23% y una similitud del 35-41%. La
comparacion realizada con otros genomas mostr6 que ABCI4 solo presenta

similitud con proteinas de la familia ABC y concretamente en la zona
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correspondiente al NBD. La busqueda mediante Blastp produjo un alineamiento a
nivel de NBD, mientras que los TMD no presentaban ningun emparejamiento
significativo. De esta manera, ABCI4 mostr6 mayor similitud con “half-
transporters” con configuracion TMD-NBD entre los que se encuentran las
proteinas bacterianas exportadoras del lipido A, beta(1-2)glucano y alfa-
hemolisina (MsbA, NdvA y HIlyB) o miembros de la familia ABCB de eucariotas
con localizacién mitocondrial: ATM1 de hongos, ABCB6, ABCB7/ATM1, ABCB8 y
ABCB10 de mamiferos, ABCB23/ATM1 y ABCB24 de plantas y las posibles
proteinas mitocondriales ABCB1 y ABCB3 de L. major (Tabla R-1).

61
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366
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488

549

610

671

732

793

854

915

MRLTDAPWFAIPLATVTAVRVVTAIVNLSNRRELRLRVGSRAARDAESLIDAVGRLADNT

GDGVYPSTEDPTATVIDLNTTHRRIKVSRARLRSLSCGLLPLEFDCYAVACRCGTVPDAAK

ADVWNCLCAVVEAHLQAYVSADALAANVSEAATALAMCEMLLERRYHVTRFLEAPLASSR

LLLSTPPRHLLAEAVRKNRDESCTMRSLVLFARLLHNACTPPAKALLALLAVVNVTYISR
T™1

LMCTTSSATVPSALRYTIDVLHEGTATGAAQFCTWRREVROQVATSAPGRMLASATLGAVV
T™M2

SHLENSAKEAASDAVLRRFHMTLKMDTLLALTREFDEVADAHWPLPGRVYSALGVVTINESFEF

ADVDRLLDVVAERVOQRWRTVWRLPVACMVGWLTROGLDWLORCWTRACLMTLFLVRYGAG
TM3
EQGCCTAPRERVGGAECRLSLPLCRAHYGLQVLLLAAVSPSDTASASSAVVQFLAEHIRW

PLSPRPCLRATKQVLRAVSTADGAVEVLRVRYNAVRELCASPAEDAQVPASFAATLSLRR

ASGDGLFLPPSWPSTLTMDEFGILGGDVLEDVMNKVESSSNGIPIMAAVAATEAOSRAOHG
T™M4
TTSLPPEDAVAAVYDVARVVDSGAVEVVPPARPWTLVSSEFOFDVOTAQOLHYDEHEAYTQS
TM5 TM6
VATLVHVQHTHRPTLDGOQPWAHYNTPPSLLCPRNDTSAAWRVTEFDHVEFFRYPGTERDVLH

DITFDVAAGGFLGIVGYSGAGKSTLLLLLSRVYAPTQGHIRINGHPIECIPPRALRRRLG
Walker A
NCWQCDRDTCFLEGISVERNVAYGNLSAACGGAITAALQQACIDTAVAARPSGSREPLRC

SEWSGGEVTRLMLARAFMVPADDAGVYMEFDECTNGLDSVTEAKLFPRDLCRRRNATRIMV
S Walker B
SHRLASVRVADEILVLAHGRIVERGTWAQLLRGGDDSFFCTLYRAQAVS

Figura R-2. Secuencia de la proteina ABCI4 de L. major. Se indican el sello de la familia
(amarillo), los motivos Walker A 'y B (azul) y los posibles fragmentos transmembrana
(verde). Los numeros en el margen izquierdo indican la posicién aminoacidica dentro de la
proteina.
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Tabla R-1. Homologia entre el NBD de ABCI4 y el de otros transportadores
ABC.

%] (%S)?

T. brucei Tb.927.2.6130 43 (61)
T. brucei gambiense Tbg.972.2.428 43 (60)
T. congolense TclL3000_0_4990 43 (59)
T. cruzi TCSYLVIO_004019 45 (59)
T. evansi TevSTIB.805.2.3480 43 (60)
T. vivax TvY486.0003500 44 (60)
Bacterias

Rhodoferax ferrireducens MsbA 34 (53)
Agrobacterium vitris NdvA 37 (55)
Escherichia coli HlyB 31 (50)
Familia ABCB:

Leishmania

L. major ABCB1 30 (49)
L. major ABCB3 31 (51)
Hongos

Candida albicans ATM1 33 (52)
Mamiferos

Homo sapiens ABCB6 36 (52)
Homo sapiens ABCB7/ATM1 35 (55)
Homo sapiens ABCBS8 31 (51)
Homo sapiens ABCB10 31 (50)
Plantas

Arabidopsis thaliana ABCB23/ATM1 36 (52)
Arabidopsis thaliana ABCB24 36 (53)

2%l y %S son los porcentajes de identidad y similitud entre secuencias de aminoéacidos.
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Resultados |I;: Caracterizacion funcional y localizacion del

transportador ABCIl4 de Leishmania.

Las diferentes construcciones obtenidas para el analisis de la localizacion y
funcién del transportador ABCI4, se emplearon para la transfeccion de L. major.

Posteriormente, se analizé la expresién de ABCl4 mediante RT-PCR (Fig. R-3).

1:10 1:50

Figura R-3. Analisis de la expresion génica del transportador ABCIl4 en L. major. Panel
superior: Expresiéon génica de ABCl4 mediante RT-PCR, mostrando la amplificacién de
un fragmento esperado de 525 pb. Panel inferior: Expresion génica de GADPH como
control interno de carga, mostrandose un fragmento amplificado de 226 pb de GADPH.
El RNA total se extrajo de parasitos WT (salvaje), pXG-Hyg (control), ABCl4, ABCI4*M y
GFP-ABCI4, y después reversotranscrito en cDNA. Los cDNAs se amplificaron
mediante PCR a las diluciones 1:10 y 1:50. Los productos de PCR se analizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y tefiidos con bromuro de etidio. Las
posiciones de los marcadores de peso molecular (pb) se encuentran indicados a la
izquierda.

Localizaciéon del transportador ABCIl4 en Leishmania.

Para llevar a cabo el estudio de la localizacion subcelular de ABCI4, y tras
varios intentos fallidos destinados a la obtencion de un anticuerpo policlonal
especifico que reconociera la proteina mediante inmunofluorescencia indirecta,
se crearon quimeras de la proteina fusionada a la proteina verde fluorescente

(GFP) en el extremo amino y carboxilo de ABCI4.
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Se llevaron a cabo experimentos de co-localizacidn mediante microscopia
confocal de GFP-ABCI4 con diferentes sondas, siendo significativa la co-
localizacion con el marcador fluorescente mitocondrial MitoTracker. Ademas de
esta localizacion predominantemente mitocondrial, también se podia observar,
aunque con menor intensidad, una segunda localizacion a nivel de membrana

plasmatica (Fig. R-4).

El patron de localizacion observado se repitid en experimentos realizados con
la version mutada del transportador ABCI4 fusionado a GFP (GFP-ABCI4*™). Sin
embargo, la linea que expresaba ABCI4 fusionado a GFP en el extremo carboxilo
(ABCI4-GFP) nunca pudo emplearse para estos estudios de localizaciéon
subcelular debido a su bajo nivel de expresion, sugiriendo la importancia de este
extremo en el mantenimiento de la estabilidad del transportador. Igualmente, se
realizaron ensayos de inmunofluorescencia indirecta empleando la linea que
expresa 3xFLAG-ABCI4, hallandose 1la misma localizacion observada

anteriormente.
En conclusion, todos estos estudios sugieren una posible localizacion dual de

ABCIl4 en Leishmania, encontrandose tanto en la mitocondria como en la

membrana plasmatica del parasito.
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Figura R-4. ABCIl4 se localiza en la mitocondria y en la membrana plasmatica de L. major.
Imagenes de formas promastigotas de L. major transfectadas con GFP-ABCI4 obtenidas
mediante microscopia confocal. (a) con filtro Nomarski. (b) Fluorescencia verde, asociada
con la proteina de fusion GFP-ABCI4. (c) Fluorescencia roja, asociada con parasitos
incubados a 28 °C con 50 nM de Mitotracker Red durante 30 min. (d) La superposicion de
imagenes indica co-localizacién (amarillo) de ABCI4 con la sonda mitocondrial. La figura
ilustra un parasito representativo del total de la poblacion. La flecha indica la localizacion
de ABCI4 en la membrana plasmética del parasito.

Adicionalmente, se realizaron estudios de biotinilacién de la superficie de
Leishmania, demostrando la presencia de GFP-ABCI4 en la membrana
plasmatica, y corroborando asi, la observacién realizada mediante microscopia.
De esta manera, se detect6 GFP-ABCI4 en la fraccion eluida a partir de
estreptavidina unida a bolitas (union estreptavidina-biotina) mediante Western
Blot con anti-GFP (Fig. R-5). LRos3, una proteina de superficie del parasito, se
utilizé como control positivo (Fig. R-5). No se observaron bandas inmunoreactivas
contra anti-a-tubulina en la fraccién eluida, confirmando que el reactivo de

marcaje no se habia introducido inespecificamente durante el proceso (Fig. R-5).
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Figura R-5. Niveles de expresiéon de
ABCI4 en la membrana plasmatica
] GFP- de lineas de Leishmania major que
150 ABCl4 expresa GFP-ABCI4. Se realizo la
biotinilacién de las proteinas de la
100 — superficie de Leishmania. Las

proteinas biotiniladas se analizaron
mediante inmunoblot con
anticuerpos anti-GFP, anti-LRos3 vy

LRos3 anti-a-tubulin, como se describe en
Material y Métodos. El ensayo de
Western blot es representativo de al
menos tres experimentos
independientes.
50 — a-tubulin

Para conocer cual era la localizacién de ABCI4 en la mitocondria, bien en la
membrana externa o en la membrana interna mitocondrial, se utiliz6 como
estrategia la digestion controlada con tripsina de parasitos de la linea que
expresa GFP-ABCIl4, permeabilizados con diferentes concentraciones de
digitonina. Para ello, empleamos como control, la proteina de la matriz
mitocondrial HMGCoA (3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A) (Carrero-Lérida et al.
2009). Se observo que la banda correspondiente a GFP-ABCI4 desaparecia tras
la digestién con tripsina a una concentracion alta de digitonina (300 uyM), en la
que tanto la membrana plasmatica como la membrana externa e interna
mitocondrial se encuentran permeabilizadas (Carrero-Lérida et al. 2009). A su
vez, la banda correspondiente a la proteina control de la matriz mitocondrial
desaparecia también a dicha concentracion de digitonina. Como control de

permeabilizacion de la membrana plasmatica, se empled una linea celular que
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expresa GFP, observandose la desaparicion de su banda con la primera
concentracion de digitonina (20 uM); de esta manera, la porciéon de GFP-ABCI4
localizado en la membrana plasmatica no interfiere en este estudio. Como control

total de permeabilizacion se empleo Triton X-100 (Fig. R-6).
De este estudio se concluye que la proteina GFP-ABCI4 de Leishmania se

encuentra localizada tanto en la membrana interna mitocondrial, como en la

membrana plasmatica.

Digitonina (pM)

0 20 40 120300 TX  Tripsina
GFP-LABCH | w s s 5

GFP-LABCI4 =% %= == o= o

HMGCoA - —— ®
GFP et +
-

Figura R-6. Localizacion mitocondrial del transportador ABCI4 de Leishmania major. Los
parasitos que expresan GFP-ABCI4 se permeabilizaron con las diferentes concentraciones
de digitonina y posteriormente son sometidos o no a un tratamiento con tripsina como se
describe en Material y Métodos. Posteriormente, los parasitos son lavados y las muestras
son analizadas mediante Western blot empleando anticuerpos anti-GFP y anti-HMGCoA. El
ensayo de Western blot es representativo de al menos tres experimentos independientes.
TX (Triton X-100).

Homodimerizacion del transportador ABCI4 de

Leishmania.

Como se ha mencionado anteriormente, la dimerizacion es un requisito

fundamental para que los ABC “half-transporters” sean funcionalmente activos.
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Con el objetivo de determinar si ABCI4 forma homodimeros, se realizé un
experimento de co-inmunoprecipitacion empleando parasitos que co-expresaban
GFP- y 3xFLAG-ABCI4. Las proteinas unidas a anti-GFP fijada a bolitas
magneéticas se visualizaron mediante inmunoblot con anticuerpos policlonales
anti-GFP y anti-FLAG. El analisis del Western blot realizado con extractos totales
previos a la incubacidon con las bolitas magnéticas mostré que los anticuerpos
anti-FLAG y anti-GFP detectaban una banda especifica del tamano esperado
para ABCI4 tanto fusionado a GFP como a 3xFLAG en parasitos que expresaban
3xFLAG-ABCI4, GFP-ABCI4, y en los que co-expresaban 3xFLAG-ABCI4 y GFP-
ABCI4 (Fig. R-7a,b). Los ensayos de co-inmunoprecipitaciéon realizados revelaron
que el anticuerpo anti-FLAG unicamente detectaba una banda especifica en la
fraccion eluida de los parasitos que co-expresaban 3xFLAG-ABCI4 y GFP-ABCI4
después de la incubacion de los extractos solubilizados y enriquecidos en
membranas con bolitas magnéticas unidas covalentemente a anti-GFP (Fig. R-

7c¢), sugiriendo que ABCI4 forma homodimeros.

a b
Anti-FLAG Anti-GFP
kDa 1 2 1 2
150 - — — - —
100 - =
c d
Anti-FLAG Anti-GFP
kDa 1 2 1 2
180 - -
— | ——
100 - -

Figura R-7. El transportador ABCI4 de Leishmania major forma homodimeros para realizar
su funcion de transporte. La fraccion enriquecida en membranas de los parésitos de
Leishmania (a y b) expresando 3xFLAG-ABCI4 (1) y 3xFLAG-ABCI4 y GFP-ABCI4 (2) se
incubaron con bolitas magnéticas unidas covalentemente a anti-GFP. Después de la
incubacion, las bolitas magnéticas se lavaron, se eluyeron y analizaron mediante
inmunoblot (c y d). Las posiciones correspondientes al marcador de peso molecular (kDa)
se encuentran indicadas a la izquierda.
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La sobreexpresion de ABCI4 confiere resistencia

antimoniales, otros metales y porfirinas toxicas en

Leishmania.

Para estudiar la funcionalidad del transportador ABCI4, se emplearon
principalmente lineas de L. major transfectadas con las construcciones que

permiten sobreexpresar ABCl4 y su version mutada ABCI4“™ inactiva

La implicacién de algunos transportadores de la familia ABC en la resistencia
a determinados compuestos se ha demostrado y estudiado previamente (Coelho
et al. 2003; Castanys-Munoz et al. 2008; Ouellette et al. 2004; Pérez-Victoria et
al. 2001). De esta manera, quisimos comprobar si la sobreexpresion de ABCI4
conferia resistencia a los compuestos leishmanicidas conocidos como Sb'",
anfotericina B, miltefosina, paromomicina, ademas de a otros relacionados con
una actividad anti-protozoaria tales como aminoquinolinas (sitamaquina,
tafenoquina, cloroquina, mefloquina y primaquina), quinina, azoles (ketoconazol),

daunomicina y As" y a las protoporfirinas tdoxicas Zinc-protoporfirina (ZPP) y

feoforbida A.
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Tabla R-2. Resistencia a farmacos en las diferentes lineas de L. major .

Compuesto Promastigote ECso (uM)[RI] °
pXG-Hyg ABCl4 ABCI4™™
Sb (Il 20.87 + 1.80 53.74 + 3.35 [2.6] 21.16 + 3.60 [1.0]
As (Il 2.62 +0.69 5.14 + 0.50 [2.0]* 1.97 £ 0.36 [0.8]
Anfotericina B 0.14 + 0.01 0.11 £ 0.01 [0.8] 0.09 + 0.01[0.6]
Miltefosina 20.08 + 1.30 16.39 + 1.12[0.8] 20.79 + 0.60 [1.0]
Paromomicina 25.36 + 2.36 27.54 +3.21 [1.1] 26.31 % 0.97 [1.0]
Tafenoquina 4.98 + 0.20 4.90 +0.16 [1.0] 3.47 £ 0.28 [0.7]
Sitamaquina 11.52 + 1.23 11.72 + 1.52 [1.1] 11.09 + 0.98 [1.0]
Primaquina 3.69 +0.37 414 +0.65[1.1] 2.27 +0.24 [0.6]
Cloroquina 2.82+0.23 2.32+0.14[0.8] 1.88 + 0.21 [0.7]
Ketoconazol 47.30 + 3.56 45.07 + 4.89 [1.0] 39.72 +2.23[0.8]
Daunomicina 9.09 + 0.36 9.54 +0.23 [1.1] 9.71+0.36 [1.1]
Mefloquina 0.65 + 0.03 0.66 + 0.05 [1.0] 0.62 + 0.08 [1.0]
Quinina 25.11 + 1.45 33.23 + 3.60 [1.3] 22.46 +2.14 [0.9]
ZPP° 4.35+0.67 10.12 + 0.23 [2.1]* 4.85+0.16 [1.1]
Feoforbida A ° 10.01 £ 0.15 8.61+0.53[0.9] 8.90 + 0.66 [0.9]
Amastigote ECs, (M) [RI] °
pXG-Hyg ABCl4 ABCI4"™

Sb™ 5.73+0.41 14.97 + 1.23 [2.6]* 6.45+0.12[1.1]
Pentostam® (Sb") 28.06 + 1.98 53.09 + 2.34 [1.9]* 28.16 +2.30 [1.0]

® Los promastigotes se cultivaron como se indica en Material y Métodos durante 72 h a
28°C en presencia de concentraciones crecientes de los diferentes compuestos. La
viabilidad celular se determiné empleando la técnica colorimétrica basa en la reduccion
del MTT. Por otro lado, se obtuvieron amastigotes intracelulares de las diferentes lineas de
L. major tras la infeccién de macréfagos peritoneales de raton empleando un ratio
macroéfago/parasito de 1:10. Después de 72 h, la actividad del compuesto se determino
comparando el porcentaje de macréfagos infectados y el nimero medio de amastigotes
por macrofago infectado entre cultivos tratados con el compuesto y los que crecieron en
ausencia del mismo. La infeccion se determind mediante el andlisis de dichos factores en
200 macrofagos/pocillo tras la tincién con DAPI.

® El indice de resistencia [RI] se calculo dividiendo la EC para las lineas de Leishmania

sobreexpresando ABCIl4 o ABCI4“™ entre la obtenida para la linea control (pXG-Hyg). Los
datos proceden de medias + desviaciones estandar obtenidas de tres experimentos
independientes.

° La densidad celular se midi6 empleando un contador de particulas electrénico vy
mediante contaje directo con un hemocitémetro.

Las diferencias significativas se determinaron mediante el t-test de Student (*: p<0.01).
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Los resultados mostraron que los parasitos que sobreexpresaban el
transportador ABCI4 eran dos veces mas resistentes al antimonio trivalente (Sb"')

y al arsenito (As"

) que la linea control (parasitos transfectados con el vector pXG-
Hyg vacio). Estos resultados nos sugerian que los iones metalicos podrian ser
sustratos de ABCI4 (Tabla R-2). Posteriormente, se analizo la susceptibilidad de
las diferentes lineas de Leishmania a otros iones metalicos, mostrando que la
sobreexpresiéon de ABCIl4 conferia resistencia a los iones metalicos Cd" y Pb",
pero no afectaba a la susceptibilidad a otros como Cu", zn", Co" y Mn" (Tabla R-
3). Asi, algunos metales pesados, principalmente Sb", podrian ser considerados
posibles sustratos de ABCI4. Estos resultados se validaron realizando el ensayo
de susceptibilidad con una linea transfectada a modo de segundo evento de
transfeccion con ABCI4, para descartar que el fenotipo observado fuera debido a
caracteristicas intrinsecas del clon y que no tuviera nada que ver con la
sobreexpresiéon de ABCI4 (Tabla R-3). Otra verificacion que se realizd para
comprobar que el fenotipo estuviera ligado a la sobreexpresion del transportador,
fue “curar” los parasitos del plasmido pXG-Hyg-ABCl4 (linea revertida, ABCl4rev)
manteniendo los parasitos en cultivo en ausencia del antibidtico de seleccién del
plasmido durante un mes. La linea ABCl4rev mostré una susceptibilidad a
metales pesados similar a la linea control (pXG-Hyg) (Tabla R-3). Los
promastigotes que expresaban GFP-ABCI4 mostraron un comportamiento
fenotipico similar a los parasitos que sobreexpresaban ABCI4, demostrando que
la fusién del marcador en el extremo amino no interfiere con la funcionalidad de
ABCIl4 (Tabla R-3). Los datos de susceptibilidad de la linea que expresaba
ABCI4"M 3 |os diferentes compuestos testados fueron similares a los observados
en la linea control (Tabla R-2 y R-3). Adicionalmente, y para comprobar el
caracter dominante negativo de la proteina mutada ABCI4*M se determiné la
susceptibilidad a Sb" en parasitos que co-expresaban ABCI4-ABCI4KM
(transfectados con pXG-Hyg-ABCl4 y pXG-ABCI4“™) mostrando una
susceptibilidad similar a la observada en la linea control (Fig. R-8); indicando que
la version mutada del transportador se une e inhibe la actividad de ABCI4,
sugiriendo a su vez una baja expresion basal de este transportador en parasitos
control (pXG-Hyg).
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Figura R-8. Susceptibilidad a antimonio en lineas de L.major. Se determiné la
susceptibilidad a Sb" mediante el método basado en la reduccién del compuesto MTT de

las lineas pXG-Hyg (histograma azul), ABCI4 (histograma rojo), ABCI4*M (histograma
verde) y ABCIl4 coexpresando ABCI4M (histograma rallado). Los datos son medias +
desviaciones estandar de tres experimentos independientes.

Por otra parte, debido a la localizacion mitocondrial observada, analizamos
la posibilidad de que ABCI4 estuviera implicado en el transporte de hemo, como
se ha descrito previamente en otros transportadores ABC (Campos-Salinas et al.
2011; Zutz et al. 2009). Determinamos la susceptibilidad a algunas porfirinas
toxicas como zinc-protoporfirina (ZPP), un analogo de hemo validado, y a
feoforbida A, que es un derivado de la clorofila estructuralmente similar a las
protoporfirinas. Como se puede ver en la Tabla R-2, la sobreexpresion de ABCl4
conferia una resistencia significativa a ZPP (dos veces) pero no a feoforbida A.
4KM

La linea mutante ABCI mostré unos niveles de susceptibilidad similares a los

observados en la linea control.

La resistencia observada a Sb" en las formas promastigotas de
Leishmania se mantuvo en formas amastigotas intracelulares obtenidas tras la
infeccion de macréfagos peritoneales de ratén (Tabla R-2). De esta manera, las
formas amastigotas que sobreexpresaban ABCIl4 eran resistentes a Pentostam®,
un farmaco leishmanicida que contiene antimonio pentavalente, el cual es

reducido a Sb"' en las formas amastigotas.
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En los estudios de susceptibilidad llevados a cabo con la linea mutante nulo
para uno de los alelos de ABCI4 no se observaron diferencias significativas en los
niveles de susceptibilidad tanto a iones metalicos como a porfirinas toxicas, los
intentos de obtener un mutante nulo para los dos alelos del gen resultaron

infructuosos

Acumulaciéon v eflujo de Sb", cd" v porfirinas en lineas

de L. major.

Para corroborar que tanto Sb" como Cd" eran sustratos potenciales de
ABCIl4, se midi6 la acumulacion intracelular de ambos iones en las diferentes
lineas de L. major en funcion del tiempo, empleando para ello el ICP-MS vy la
sonda fluorescente Leadmium Green, respectivamente. Se observo que la
acumulacion de Sb" y de Cd" era dependiente del tiempo transcurrido (Fig. R-9).
Los parasitos que sobreexpresaban ABCI4 acumulaban en el punto final de
incubacion (60 min) un 52% de Sb" y un 63% de Cd" de lo acumulado por los
parasitos control (Fig. R-9). La menor acumulacién de Sb" podria explicar la
resistencia observada a antimoniales en los parasitos que sobreexpresan el
transportador ABCI4. Para determinar que la reduccion en la acumulacion era
debida a un eflujo mas rapido del compuesto hacia el exterior celular, las
diferentes lineas de L. major se cargaron en condiciones en las que se acumulara
en su interior la misma concentracion de los metales pesados a estudio, y
posteriormente se midié la cantidad de metal retenido en el interior de estos
parasitos a lo largo del tiempo. Determinamos que el eflujo de Sb" y de Cd" es
dependiente del tiempo y mas rapido en los parasitos que sobreexpresaban
ABCI4 (Fig. R-10), confirmando que las diferencias en la acumulacion de Sb" y
de Cd" eran debidas a un incremento en el eflujo mediado por la actividad de
ABCIl4.
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Tabla R-3. Susceptibilidad a metales pesados en promastigotes de L. major?

ECso (uM) [RI]

Metal pXG-Hyg ABCI4 © 2-ABCl4 ¢ ABCl4rev GFP-ABCl4 3FLAG-ABCI4 ABCI4M

Sb(lll)  20.87 +1.80 53.74+3.35 40.61+3.46 2192+0.36 63.46+2.12 50.75 + 1.32 21.16 + 3.60
[2.6]* [2.0]* [1.0] [3.0]* [2.5]* [1.0]

As (1l 2.62 + 0.69 5.14 + 0.50 497 +0.19 2.86+0.27 5.76 + 0.47 5.06 + 0.37 1.97 +0.36
[2.0]* [1.9] [1.0] [2.2] [2.0]* [0.8]

Cd(ll) 42.36+4.12 82.55 + 8.84 - - - - 40.96 + 2.30
[2.0]* [1.0]

Pb () 82554 +2536 1321.22+52.14 - - - - 826.15 + 38.50
[1.6]* [1.0]

Cu(ll) 164.31+545  221.73+4.73 - - - - 162.63 + 4.50
[1.4] [1.0]

Zn () 590.04 +0.50  728.95+ 1.43 - - - - 555.43 + 12.60
[1.2] [0.9]

Co(ll) 35.33+1.23 35.89 + 1.57 - - - - 38.20 + 2.01
[1.0] [1.1]

Mn ()  30.27 +2.96 32.68 +1.25 - - - - 32.13+2.63
[1.1] [1.1]

® Los promastigotes se cultivaron como se indica en Material y Métodos durante 72 h a 28°C en presencia de concentraciones crecientes
de los diferentes farmacos. La viabilidad celular se determind empleando la técnica colorimétrica basa en la reduccién del MTT. ® El indice
de resistencia [RI] se calculé dividiendo la EC,, para las lineas de Leishmania ABCI4, GFP-LABCI4, 3FLAG-LABCI4 0 ABCI4“My la linea
revertida (ABCl4rev) entre la obtenida para la linea control (pXG-Hyg). Los datos proceden de medias + desviaciones estandar obtenidas
de tres experimentos independientes. © Primer evento de transfeccion con pXG-Hyg-ABCl4. d Segundo evento de transfeccién con pXG-
Hyg-ABCI4.

Las diferencias significativas se determinaron mediante el t-test de Student (*: p<0.01).
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Figura R-9. Acumulacién de Sb"™ y Cd" en lineas de L. major. Las lineas pXG-Hyg

(control; linea azul), ABCI4 (linea roja) y ABCI4“™ (linea verde) se incubaron con 100 uM
Sb" (A) o cd" (B), tomando muestras a lo largo del tiempo de incubacién como se
describe en Material y Métodos. La acumulacion de antimonio se midié mediante ICP-MS.
Para medir la acumulacién de Cd", se empleé la sonda fluorescente Leadmium Green.
Los datos proceden de medias + desviaciones estdndar obtenidas de tres experimentos
independientes. Las diferencias significativas se determinaron mediante el t-test de
Student (*: p<0.01).
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Figura R-10. Eflujo de sb" y cd" en lineas de L. major. pXG-Hyg (control; linea azul),
ABCI4 (linea roja) y ABCI4*™ (linea verde). El ensayo de eflujo se llevé a cabo tras la
incubacion de las lineas de Leishmania con concentraciones compensadas de Sb" (A) o
cd" (B) durante 1 h para asegurar un marcaje similar de las diferentes lineas. Los
parasitos se lavaron y se resuspendieron en tampon PBS sin Sb" o cd". Tras el lavado,
se determinaron los niveles intracelulares de los metales a lo largo del tiempo tal como
se describe el laleyenda de la figura R-12. Los datos proceden de medias + desviaciones
estandar obtenidas de tres experimentos independientes. Las diferencias significativas
se determinaron mediante el t-test de Student (*: p<0.01).

Adicionalmente, para comprobar l|la actividad de transporte a nivel
mitocondrial se realizaron experimentos de eflujo de Cd" en parasitos
permeabilizados con 20 uyM de digitonina, de tal manera que observamos el
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Cd" retenido en mitocondria. Igualmente, Los parasitos que sobreexpresaban
ABCIl4 exportaban mas rapido cadmio, quedando una menor cantidad retenido
en mitocondria. Ademas, el eflujo se observé que era mayor cuando el tampdn
llevaba adicionado ADP en vez de ATP, reforzando la hipdtesis de la
orientacion de los NBD hacia la matriz mitocondrial, empleando el ATP
generado por la ATP sintasa. Este hecho se recomprobé empleando
oligomicina (inhibidor especifico de ATP sintasa) durante el eflujo,
observandose una parada en el eflujo (Fig. R-11).
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Figura R-11. Eflujo de cadmio en parésitos de Leishmania permeabilizados con
digitonina. (A) Eflujo de cadmio en ausencia de ATP y ADP (control pXG-Hyg [azul], ¥y
ABCI4 [rojo]), en presencia de ATP (control [amarillo] y ABCI4 [celeste]) o en presencia
de ADP (control [morado] y ABCI4 [marron]). (B) Eflujo de cadmio en tampoén
suplementado con ADP y en ausencia (WT [azul] y ABCI4 [rojo]) o presencia de
oligomicina (control [negro] y ABCI4 [gris]). Los datos proceden de medias =*

desviaciones estandar obtenidas de tres experimentos independientes. Las diferencias
significativas se determinaron mediante el t-test de Student (*: p<0.01).

A su vez, determinamos, también, la acumulacion de la porfirina toxica
fluorescente zinc-mesoporfirina (ZnMP), como analogo de hemo, y se observé
una menor acumulacion de ZnMP (2,1 veces; con respecto al control) en los
parasitos de Leishmania que sobreexpresaban ABCI4 (Fig. R-12). Los
experimentos de eflujo confirmaron que la menor acumulaciéon de ZnMP es
debida a un incremento significativo de su eflujo (Fig. R-13). Los parasitos que
sobreexpresan ABCI4“M presentan una acumulacion y eflujo similar al

observado en los parasitos control (Fig. R-12 y R-13).
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Figura R-12. Acumulacién de ZnMP en lineas de L. major. Los promastigotes de L. major
pXG-Hyg (control; histograma azul), ABCI4 (histograma rojo) y ABCI4*™ (histograma
verde) se incubaron con 10 pM de ZnMP durante 10 min a 28 °C. La fluorescencia
acumulada se midi6 mediante citometria de flujo. Unidades relativas de fluorescencia
(RFU). Los datos proceden de medias + desviaciones estandar obtenidas de tres
experimentos independientes. Las diferencias significativas se determinaron mediante el
t-test de Student (*: p<0.01).
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Figura R-13. Eflujo de ZnMP en lineas de L. major. pXG-Hyg (control; histograma azul),
ABCI4 (histograma rojo) y ABCI4M (histograma verde). El eflujo se realiz6 cargando las
diferentes lineas de L. major con concentraciones compensadas de ZnMP. Los parésitos
se lavaron y resuspendieron en buffer PBS sin ZnMP, y se realizaron medidas puntuales
a lo largo del tiempo. La fluorescencia acumulada se midié mediante citometria de flujo.
Los datos proceden de medias + desviaciones estandar obtenidas de tres experimentos
independientes. Las diferencias significativas se determinaron mediante el t-test de
Student (*: p<0.01).
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Por el contrario, la acumulacion/eflujo de feoforbida A no mostrd
diferencias entre las diferentes lineas, sugiriendo junto con los datos de
susceptibilidad que feoforbida A no interacciona con el transportador ABCI4
(Fig. R-14).
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Figura R-14. Acumulacién y eflujo de feoforbida A en lineas de L. major. La acumulacion
(histograma azul) se realizé incubando las diferentes lineas con 10 uM de feoforbida A
durante 30 minutos a 28°C. El eflujo se realiz6 en medio libre de feoforbide A durante 60
minutos. Unidades relativas de fluorescencia (RFU). Los datos proceden de medias *

desviaciones estandar obtenidas de tres experimentos independientes. Las diferencias
significativas se determinaron mediante el t-test de Student (*: p<0.01).

Implicacién de los tioles en la resistencia a Sb"

mediada por ABCI4 en Leishmania.

Uno de los principales mecanismos de detoxificacién observado en lineas de
Leishmania resistentes a Sb"' es el incremento de los niveles de tioles
(Mukhopadhyay et al. 1996). En este sentido, determinamos la susceptibilidad
a Sb"' y a Cd" en lineas que sobreexpresan ABCIl4 en presencia de BSO (un
inhibidor de la y-glutamilcisteina sintetasa). La susceptibilidad a los compuestos

en las lineas tratadas con el inhibidor mostré a su vez un descenso significativo
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en los valores de ECsy a Sb" y a Cd", con valores de descenso mas
pronunciados en los parasitos que sobreexpresaban ABCI4 con respecto a los
que sobreexpresaban ABCI4“M o a los controles (Tabla R-4).
Consecuentemente, la resistencia a Sb" y Cd" de los parasitos que
sobreexpresan ABCI4 en L. major, esta asociada directamente con los niveles
de tioles en el interiorcelular de losparasitos, probablemente debido a la

habilidad del transportador de exportar complejos conjugados con tioles.

Tabla R-4. Susceptibilidad a metales de las lineas de L. major en
presencia de BSO.?

Compuesto ECso (UM) [ECso descenso]®
pXG-Hyg ABCl4 ABCI4"™
sp™ 20.87 + 1.80 53.74 + 3.35 21.16 + 3.60

Sb"+BSO® 9.28 +0.48[2.2]* 5.30+1.23[3.6]* 11.48 + 0.96 [1.9]*
cd" 42.36 +4.12 82.55 + 8.84 40.96 + 2.30
cd"+BSO 6.30+0.23[6.7]* 6.85+0.45[13.7]*  6.36 +0.37 [6.4]*

% Los promastigotes se cultivaron como se indica en Material y Métodos durante 72 h a
28°C en presencia de concentraciones crecientes de los diferentes metales. La
viabilidad celular se determin6 empleando la técnica colorimétrica basa en la reduccion
del MTT.

® El descenso de EC,, entre corchetes, se calculd dividiendo los valores de EC,

después del tratamiento con los metales por los valores obtenidos después del
tratamiento con los metales mas BSO en cada linea de Leishmania.

©3 mM BSO (un inhibidor de y-glutamilcisteina sintetasa) se afiadi6 al medio de cultivo
48 horas antes del ensayo de susceptibilidad .

Los datos proceden de medias + desviaciones estandar obtenidas de tres experimentos
independientes. Las diferencias significativas se determinaron mediante el t-test de
Student (*: p<0.01).

Tanto la conjugacion con tioles como el eflujo hacia el exterior celular se
ha descrito estar implicado en la resistencia a antimoniales, tanto clinica como
inducida en laboratorio (Mukhopadhyay et al. 1996). Por lo tanto, analizamos el
eflujo de tioles no proteicos en las diferentes lineas de L. major empleando la
sonda fluorescente ThioStar. En presencia de Sb", la linea que sobreexpresaba
ABCI4 mostré niveles de eflujo de tioles significativamente mas altos que los

observados en las lineas control y mutante (Fig. R-15A). Como era de esperar,
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no hubo diferencias en los niveles de eflujo de tioles en ausencia de Sb"' (Fig.
R-15B). Sin embargo, encontramos que en los parasitos que sobreexpresan
ABCIl4, el eflujo de ZnMP es independiente de tioles (R-16). Como resultado,
sugerimos que el transportador ABCI4 confiere resistencia a Sb"' mediante el
eflujo de complejos Sb'"-tiol, probablemente T(SH), o GSH, y por tanto podria
considerarse a este transportador como una bomba tiol-X como se ha descrito

para otras proteinas ABC (Legare et al. 2001).
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Figura R-15. Eflujo de tioles no proteicos en lineas de Leishmania tras la exposicién con
Sb". Las lineas de Leishmania pXG-Hyg (control; linea azul), ABCI4 (linea roja) y
ABCI4“™ (linea verde) se incubaron con (A) o sin (B) 100 pM de Sb" durante 1 h. Los
promastigotes se lavaron después con PBS y el sobrenadante procesado a lo largo de
diferentes intervalos de tiempo. La fluorescencia de las muestras se determin6é en un
fluorimetro de placas y se expres6-como unidades relativas de fluorescencia (RFU). Los
datos proceden de medias + desviaciones estandar obtenidas de tres experimentos
independientes. Las diferencias significativas se determinaron mediante el t-test de
Student (*: p<0.01).
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Figura R-16. Eflujo de tioles no proteicos en lineas de Leishmania tras la exposiciéon con
ZPP. Las lineas de Leishmania pXG-Hyg (control; linea azul), ABCI4 (linea roja) y
ABCl4*™ (linea verde) se incubaron con (A) o sin (B) 10 uM de ZPP durante 10 min. Los
promastigotes se lavaron después con PBS y el sobrenadante procesado a lo largo de
diferentes intervalos de tiempo. La fluorescencia de las muestras se determind en un
fluorimetro de placas y se expres6-como unidades relativas de fluorescencia (RFU). Los
datos proceden de medias + desviaciones estandar obtenidas de tres experimentos
independientes. Las diferencias significativas se determinaron mediante el t-test de
Student (*: p<0.01).

Determinacion de ATP y AWm en lineas de Leishmania.

Previamente, se ha descrito que el tratamiento con antimonio induce un
malfuncionamiento mitocondrial en Leishmania, provocando un descenso en el
potencial de membrana mitocondrial (AWm) y pérdida de ATP (Mehta et al.
2006). En base a estos antecedentes, determinamos si la sobreexpresion de
ABCI4 conferia algun efecto protector contra el dafio mitocondrial producido
tras el tratamiento con antimoniales. Se observé un descenso en el A¥Wm
durante los primeros 360 min tras la exposicién con Sb" tanto en la linea
control como en la linea ABCI4KM (Fig. R-17) sin embargo, en los parasitos que
sobreexpresaban ABCIl4, el AWm presentd una menor modificacién tras la

exposicion con Sb" (Fig. R-17).

140



Resultados

L sl

o

(@]
O N A O O FLP N b OO DN
| ! ! ! ! ! ! ! ! ! |

JC1 (FL2/FL1 ratio)

o o

Control 30 60 120 240 360 FCCP

Tiempo (min)

Figura R-17. Cambios en el A¥m tras la exposiciéon a Sb" en lineas de L. major. Las

lineas pXG-Hyg (control; histogramas azules), ABCIl4 (histogramas rojos) y ABCI4™
(histogramas verdes) se preincubaron con 100 uM de Sb" a diferentes intervalos de
tiempo (30, 60, 120, 240 y 360 min) y después se incubaron con 5 yM de JC1 durante 10
min para la determinacién del A¥m. El ratio de fluorescencia FL2/FL1 se midié mediante
citometria de flujo. Se emplearon parasitos pretratados con 10 uM de FCCP como control
de despolarizacion. Los datos proceden de medias + desviaciones estandar obtenidas de
tres experimentos independientes. Las diferencias significativas se determinaron
mediante el t-test de Student (*: p<0.01).

El AY,, es esencial para la sintesis de ATP, asi pues, medimos los
niveles de ATP en las diferentes lineas de Leishmania tras la exposicion con
Sb". Aunque se observa un descenso progresivo de los niveles de ATP a lo
largo del tiempo de tratamiento con Sb" (Fig. R-18), los parasitos que
sobreexpresaban ABCI4 mantuvieron valores significativamente altos con
relacién a los observados en las lineas control y ABCI4“M (Fig. R-18). Estos
datos evidencian la habilidad de ABCI4 de proteger frente a la toxicidad
mitocondrial del antimonio manteniendo los niveles de AWm y ATP, mediante la

reduccion en la acumulacion de antimonio.
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Figura R-18. Medida de los niveles intracelulares de ATP tras la exposiciéon a Sb" en

lineas de L. major. Las lineas pXG-Hyg (control; histogramas azules), ABCI4
(histogramas rojos) y ABCI4“™ (histogramas verdes) se preincubaron con 100 pM de Sb"
a diferentes diferentes intervalos de tiempo (30, 60, 120, 240 y 360 min) y después se
mezclaron con el mismo volumen de CellTiter-Glo para la medida de ATP. Los datos
proceden de medias + desviaciones estandar obtenidas de tres experimentos
independientes. Las diferencias significativas se determinaron mediante el t-test de
Student (*: p<0.01).

Produccién de ROS inducida por Sb" en lineas de

Leishmania.

La disminucion de A¥y, inducida en Leishmania por una amplia variedad
de tratamientos farmacoldgicos, se asocia también con el incremento de la
produccion de ROS, causando danos a los componentes de la cadena de
transporte de electrones, anulando la funcién mitocondrial, disminuyendo los
niveles celulares de ATP, y produciendo la muerte celular. Asi, estudiamos la
habilidad de ABCI4 de proteger a los parasitos frente a la produccion de ROS
tras el tratamiento con Sb". Los niveles de ROS se midieron empleando dos

sondas fluorimétricas permeables: H;DCFDA y MitoSOX Red (marca
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selectivamente ROS producido en la mitocondria). Después del tratamiento con
Sb" durante 48 h, se observd que los niveles de ROS aumentaban
significativamente segun se aumentaba la concentraciéon de Sb"' tanto a nivel
citosélico como mitocondrial (Fig. R-19). Los resultados mostraron que la linea
que sobreexpresaba ABCI4 generaba niveles de ROS menores que las lineas
control y mutante ABCI4“™ (Fig. R-19), probablemente debido a un descenso

en la acumulacion intracelular de Sb"".
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Figura R-19. Produccién de ROS en lineas de L. major tras la exposicién a Sb". Los

niveles de ROS intracelulares se midieron empleando dos sondas H,DCFDA (A) %
MitoSOX Red (B). Las lineas pXG-Hyg (control; linea azul), ABCI4 (linea roja) y ABCI4"
(linea verde) se incubaron con diferentes concentraciones de Sb", como se describe en
Material y Métodos. (A) Después del tratamiento con sb", los parasitos se incubaron con
40 nM de H,DCFDA durante 30 min a 28°C. (B) Antes de la adicion de sb", los parasitos
se incubaron con 5 pM de MitoSOX durante 2 h a 28°C. La intensidad de la fluorescencia
se determind mediante citometria de flujo y se expresé como unidades relativas de
fluorescencia. Los datos proceden de medias + desviaciones estandar obtenidas de tres
experimentos independientes. Las diferencias significativas se determinaron mediante el
t-test de Student (*: p<0.01).
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Infectividad y supervivencia de lineas de Leishmania en

macrofagos peritoneales de raton.

También analizamos si la sobreexpresién de ABCI4 conferia alguna
ventaja en términos de infeccion y supervivencia de los amastigotes
intracelulares de Leishmania, como una medida de la habilidad para resistir a
las situaciones de estrés en el interior de las células hospedadoras de
mamifero. De esta manera, se infectaron macrofagos peritoneales de ratén y
se evalud a las 24 y 72 horas post-infeccion el porcentaje de infeccion y el
numero medio de amastigotes por macréfago infectado. Las diferentes lineas
no mostraron diferencias significativas en cuanto al porcentaje de infeccién. Sin
embargo, la linea que sobreexpresaba ABCI4 mostré6 incrementada la
capacidad de replicacion de los amastigotes en el interior de los macréfagos
tras 72 horas post-infeccion en relacién con las lineas control y ABCI4M (Fig.
R-20).

Consecuentemente con los resultados obtenidos, las lineas de
Leishmania que sobreexpresan ABCI4 tienen una mayor capacidad de
supervivencia/division en el interior de la célula hospedadora que el resto de
lineas de Leishmania, aunque esta funcién debe ser estudiada con mayor

profundidad.
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Figura R-20. Infectividad y supervivencia de L. major en macréfagos peritoneales de
ratén. La infeccion de macréfagos peritoneales de ratdn se realizé con parasitos en fase
estacionaria de las diferentes lineas: salvaje (WT), pXG-Hyg (ABCI4, ABCI4“My revertida
(ABCl4rev) empleando una relacion macréfago/parasito de 1:5. El porcentaje de
macroéfagos infectados (A) y el nimero medio de parasitos por macréfago infectado (B)
se determind a las 24 h (histogramas azules) y a las 72 h (histogramas rojos) post-
infeccion. Los datos proceden de medias + desviaciones estandar obtenidas de tres
experimentos independientes. Las diferencias significativas se determinaron mediante el
t-test de Student (*: p<0.01).
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Resultados Il. Identificaciobn de nuevos revertidores

especificos de la resistencia a antimonio mediada por

el transportador ABCI4 en Leishmania.

Algunos moduladores, como los bloqueadores de canales de calcio
(verapamil) (BoseDasgupta et al. 2008), antagonistas de la calmodulina
(derivados de la fenotiazina) (Essodaigui et al. 1999), estatinas (lovastatina)
(Mookerjee Basu et al. 2008), analogos de piridina (PAK-104P) (Essodaigui et
al. 1999), derivados de sulfonilurea (glibenclamida) (Padréon-Nieves et al. 2009)
y derivados de acridona carboxamida (elacridar y zosuquidar) (Pérez-Victoria et
al. 2006), han demostrado experimentalmente que revierten la resistencia
mediada por transportadores ABC en Leishmania. Ademas, compuestos
naturales como los dihidro-B-agarofurano sesquiterpenos se consideran
revertidores prometedores para el fenotipo de resistencia a multiples farmacos
mediado por la sobreexpresion de un transportador glicoproteina-P de la
subfamilia ABCB en Leishmania (Cortés-Selva et al. 2005; Kennedy et al.
2001). Igualmente, el farmaco de uso oral, sitamaquina, se ha demostrado que
es efectivo en la reversion de la resistencia a miltefosina y antimonio mediante
la sobreexpresion de la glicoproteina-P y ABCAS3, respectivamente (Pérez-
Victoria et al. 2011).

Para identificar revertidores eficaces y seguros para el transportador
ABCIl4 en Leishmania, focalizamos nuestros esfuerzos en compuestos que
tuvieran baja toxicidad para células de mamifero. Asi, centramos
principalmente nuestro estudio en 15 compuestos pertenecientes a diferentes
subclases de flavonoides, incluyendo auronas, analogos de isoflavonas,
flavonas, xantonas y chalconas (Fig. R-21). Para ampliar la diversidad quimica,
incluimos dos compuestos derivados de trolox, que compartian en parte una
estructura del tipo flavonoide y que podria actuar como ligando de

transportadores ABC.
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Figura R-21. Estructura de los compuestos flavonoides y analogos ensayados en la
actividad revertidora del transportador ABCI4 en L. major.

Nuestro objetivo era identificar un compuesto que revirtiera
especificamente la resistencia a antimonio mediada por ABCI4, para
posteriormente optimizar dicho compuesto para obtener un candidato mas

activo.

Reversion de la resistencia a Sb" mediada por ABCIl4

en Leishmania.

El transportador ABCI4 esta implicado en la susceptibilidad a antimonio y
a otros metales pesados mediante el eflujo de complejos conjugados con tioles.

Nuestros resultados muestran que el compuesto D2, analogo de Trolox

147



Resultados

presenta una toxicidad muy baja tanto para los parasitos control como para las
células THP-1 (valores de ECsy > 500 pyM, Tabla R-5), revirtiendo a la
concentracion 20 uM completamente la resistencia a antimonio en la linea de
Leishmania que sobreexpresa ABCI4 (Fig. R-22), incrementando 3,6 veces la
susceptibilidad al antimonio (indice de susceptibilidad de 3,6, Tabla R-6). La
reversion total de la resistencia a antimonio se mantiene hasta una
concentracion de 0,5 uM, sin embargo se empleo 20 uM en el primer screening
y en ensayos posteriores como la mayor concentracion a la que no se

observaba efecto toxico con el fin de optimizar la observacion de resultados.

Como puede observarse en la Figura R-23, el compuesto D2 es una etil
carboxamida derivada del trolox, nombre registrado por Hoffman-LaRoche's
para el acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico, un derivado de la
vitamina E que es conocido como un potente antioxidante (Lucio et al 2009).
Las auronas (A1 y A2), isoflavona B1 y chalconas F2 y F4 también revertian
completamente la resistencia a antimonio a la concentracion de 20 pM en
parasitos que sobreexpresaban ABCI4 (Fig. R-22A), aunque su efecto no era
especifico ya que la susceptibilidad al antimonio aumentaba también en la linea
control (Tabla R-6), Este hecho se observdé a su vez con el inhibidor de
referencia empleado ciclosporina A. Los otros inhibidores de referencia
utilizados fueron ineficaces e inespecificos bloqueando ABCI4 (LY, GF y Cuzco
5).
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Tabla R-5. Toxicidad intrinseca de los diferentes compuestos en L. major

y en células THP-1.2

ECso(LM)
L. mqjor Células THP-1
promastigotes
CsA 12.56 £ 2.13 41.27 £ 3.24
GF 14.71 + 3.21 95.13 £ 2.65
LY 47.89 +2.79 361.24 + 12.47
Cuzco5 51.23 £ 3.54 251.36 £ 19.78
Al 276.47 +14.03 246.46 + 13.59
A2 190.17 £ 9.64  354.34 + 14.03
A3 >500 >500
A4 >500 >500
B1 53.52 £ 3.27 >500
B2 97.08 + 13.47 >500
C1 62.17 £ 5.47 >500
C2 91.86 + 7.21 >500
D1 140.75+16.97 395.20 + 17.89
D2 >500 >500
El >500 >500
F1 >500 >500
F2 93.53+4.93  393.64 +28.13
F3 >500 >500
F4 62.97 + 1.45 438.73 + 2417

Los parasitos y las células THP-1 se cultivaron como se describe en Material y Métodos
durante 72 h a 28°C y 37°C respectivamente, en presencia de concentraciones
crecientes de los compuestos. La viabilidad celular se determindé empleando el método
colorimétrico basado en la reduccién del compuesto MTT. Se emplearon algunos
inhibidores de referencia de proteinas ABC: ciclosporina A (CsA), GF120918 (GF,
elacridar), LY335979 (LY, zosuquidar) y Cuzco 5. Los datos proceden de medias +
desviaciones estandar obtenidas de tres experimentos independientes.
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Figura R-22. Susceptibilidad de las lineas de Leishmania major tratadas con varios
compuestos rePresentativos con potencial actividad revertidora (A) y derivados del
trolox (B) al Sb". Se analizé la susceptibilidad al Sb" en las lineas de L. major: pXG-Hyg
(histograma azul) y ABCI4 (histograma rojo) después de 72 h en presencia de 20 uM de
los diferentes derivados de flavonoides (A) y en presencia de 20 uM de los derivados del
trolox (B). Los histogramas control se refieren a parasitos sin tratar con inhibidores. Se
emplearon como agentes revertidores de referencia: 0.5 uM ciclosporina A (CsA), 5 uM
Cuzco 5, 0.5 uyM GF120918 (GF, elacridar) y 5 uM LY335979 (LY, zosuquidar). La viabilidad
celular se determind empleando el método colorimétrico basado en la reduccion del
compuesto MTT. Los datos proceden de medias + desviaciones estandar obtenidas de

tres experimentos independientes. Las diferencias significativas se determinaron
mediante el t-test de Student (*: p< 0.05, #: p< 0.01, : p< 0.005, }: p< 0.005, {: p< 0.001).
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Tabla R-6. Efecto de los diferentes compuestos en el indice de susceptibilidad a Sb™ en

lineas de L. major ®.

indice de Susceptibilidad®

pXG-Hyg ABCl4
CsA°® 3.28 + 0.56 8.04 + 0.64*
GF° 1.69 + 0.23 1.35+0.17
LY 1.54 + 0.27 1.26 + 0.11
Cuzco5® 1.09 £ 0.17 0.97 +0.07
A1 3.12 +0.60 6.59 + 0.84*
A2 1.90 + 0.53 5.82 +1.27*
A3 1.03+0.10 1.06 £ 0.15
A4 1.90 + 1.14 2.47 +0.50
B1 1.46 + 0.50 3.38 + 0.50*
B2 0.76 + 0.15 0.88 +0.12
C1 1.31 +0.41 1.84 + 0.29
C2 1.06 + 0.26 0.90 +0.16
D1 0.73 + 0.07 1.12 +0.20
D2 0.74 + 0.09 3.60 + 0.60*
E1 1.04 +0.15 1.00 +0.11
F1 0.80 + 0.09 0.81+0.12
F2 1.74 + 0.41 2.48 +0.63
F3 0.73+0.16 1.05+0.14
F4 4.51+0.76 10.62 + 2.19*

% Los promastigotes se cultivaron como se indica en Material y Métodos durante 72 h a

28°C en presencia de concentraciones crecientes de Sb. La viabilidad celular se
determin6 empleando la técnica colorimétrica basa en la reduccion del MTT.

®El indice de susceptibilidad se calculé dividiendo la ECsy a Sb

en ausencia de

compuesto entre la ECsgen presencia de 20 uM de compuesto. Como inhibidores de
referencia del transportador ABC se emplearon: ciclosporina A (CsA), GF120918 (GF,

elacridar), LY335979 (LY, zosuquidar) y Cuzco 5.

° Debido a latoxicidad intrinseca del compuesto se empleé una concentracion de 0.5 pM.
? Debido ala toxicidad intrinseca del compuesto se emple6 una concentracion de 5 uM.
Los datos proceden de medias * desviaciones estandar obtenidas de tres experimentos
independientes. Las diferencias significativas de los valores de indice de sensibilidad
entre las lineas pXG-Hyg (control) y ABCI4 se determinaron mediante la t-test de Student

(*: p<0.05).
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De acuerdo con la capacidad inhibitoria de la resistencia a antimonio del
compuesto D2, se sintetizdé una nueva serie de carboxamidas del compuesto
D2 basadas en la estructura del trolox (compuestos D3 a D12) (Tabla R-7).
Estos compuestos se sintetizaron en un unico paso, comenzando la reaccion a
partir de trolox (disponible comercialmente) y aminas. Los compuestos de esta
serie no fueron téxicos ni para los parasitos ni para las células THP-1 (EC5 >
500 pM). Un analisis de la actividad revertidora de los compuestos
pertenecientes a esta nueva serie (Fig. R-22B) mostré que el compuesto
derivado mas activo (compuesto D4) disminuia 3,75 veces la ECsy para Sb" en
parasitos que sobreexpresaban ABCI4. (Tabla R-7). Una sensibilizacién menor
pero igualmente significativa se observo con el resto de compuestos derivados
de trolox, excepto el compuesto D9. Como se muestra en la Tabla R-7, los
derivados con un sustituyente N-propilo (D4) tienen un comportamiento similar
al observado con un sustituyente N-etilo (D2) (indice de susceptibilidad de 3,75
frente a 3,6), siendo ambos mas activos que el compuesto que tiene un
sustituyente N-butilo (D5). Por otro lado, ramificaciones del grupo propilo (D10
y D12 versus D4) producen un descenso en el indice de susceptibilidad. La
adicion de un grupo etilo extra al compuesto D2 (compuesto D11, Tabla R-7)
produce un importante descenso en la actividad revertidora. Se observé un
efecto similar en el compuesto D8, donde el grupo alquilo forma parte de un
anillo de piperidina. Considerando que el potencial de los derivados flavonoides
es debido en parte a los anillos aromaticos triciclicos que forman parte de su
estructura, decidimos introducir un anillo fendlico a la cadena alquilica de trolox
(compuestos D6, D7 y D9). Sin embargo, como se muestra en la Tabla R-7,

esta modificacion no incrementa la actividad revertidora.
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Tabla R-7. Efecto de las carboxamidas derivadas de trolox en el indice de
susceptibilidad a Sb" en lineas de L. major .

Me Meo
Me 0] R
HO
Me
indice de susceptibilidad®
R 0XG-Hyg LABCI4
Trolox OH 1.51+0.15 1.92+0.12*
D2 NH-CH,-CH3 0.74 £ 0.09 3.60 + 0.60*
D3 NH, 1.42 +0.23 2.24 +0.13*
D4 NH-(CH3)2-CHj3 0.93+£0.05 3.75+0.22*
D5 NH-(CH3)3-CHj3 0.90£0.03 1.73+0.13*
D6 NH-CH,-Ph 1.10+£0.12 1.51 £ 0.14*
D7 NH-(CHz)2-Ph 1.35+0.10 1.89 +0.15*
D8 N/:> 0.93+0.11 1.56 + 0.06*
D9 N e 1.09£0.14  1.01%0.06
D10 HN4< 0.94 +0.11 1.54 + 0.16*
D11 /_ 0.94 +£0.10 1.44 + 0.14*
\_
D12 0.96 + 0.11 1.76 £ 0.05*

NHJ\/

% Los promastigotes se cultivaron como se indica en Material y Métodos durante 72 h a
28°C en presencia de concentraciones crecientes de Sb". La viabilidad celular se
determlno empleando la técnica colorimétrica basada en la reducuon del MTT.

El indice de susceptibilidad se calculé dividiendo la ECg a sSb" en ausencia de
compuesto entre la ECsgen presencia de 20 uM de compuesto.

Los datos proceden de medias * desviaciones estandar obtenidas de tres experimentos

independientes. Las diferencias significativas de los valores de indice de susceptibilidad
entre las lineas pXG-hyg (control) y ABCIl4 se determinaron mediante el t-test de Student
(*: p<0.05).
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Los compuestos D2 y D4 también revertian la resistencia a antimonio
mediada por ABCI4 en las formas amastigotas intracelulares mantenidas en
células THP-1 (Tabla R-8).

Tabla R-8. Susceptibilidad a Pentostam (Sb") en formas amastigotes
intracelulares de L. major?.

Pentostam (Sb") ECso (M) [SI]°

oXG-Hyg ABCI4
Control 20.29 £ 1.96 40.64 £ 3.17
D2 16.23+0.91[1.25] 15.79 + 0.57 [2.57]*
D4 14.90 + 128 [1.36] 15.78 + 0.84 [2.57]*

% Los amastigotes intracelulares de las diferentes lineas de L. major se obtuvieron tras la
infecciéon de macroéfagos derivados de monocitos, como se describe en Material y
Métodos. Después de 72 h, la susceptibilidad a Pentostam (Sb") se determiné a partir del
porcentaje de células infectadas y el nUmero medio de amastigotes por macréfago
infectado en cultivos en presencia o ausencia del farmaco. Empleamos los diferentes
inhibidores a una concentracion de 20 uM y estuvieron presentes a lo largo de todo el
experimento.

® El indice de susceptibilidad se calculé dividiendo la ECs, a Sb" en ausencia de
compuesto entre la ECsgen presencia de 20 uM de compuesto.

Los datos proceden de medias * desviaciones estandar obtenidas de tres experimentos
independientes. Las diferencias significativas de los valores de indice de susceptibilidad
entre las lineas pXG-Hyg (control) y ABCI4 se determinaron mediante el t-test de Student
(*: p<0.01).

De hecho, en formas amastigotes intracelulares que sobreexpresaban
ABCI4 y que eran resistentes a antimonio, los compuestos D2 y D4 revirtieron
la resistencia con un indice de susceptibilidad de 2,6 para ambos compuestos,

de forma similar a los valores observados en formas promastigotes.

Inhibicidn de la replicaciéon de las formas amastigotas

intracelulares de Leishmania.

Como se ha descrito previamente, la linea de Leishmania que

sobreexpresa ABCI4 sobrevive mejor en las condiciones hostiles del interior de
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macrofagos peritoneales de ratdn, con una tasa de replicacion mas alta que las
lineas control. Asi, determinamos si los compuestos D2 y D4 podrian modificar
la infectividad y replicacion de las lineas de Leishmania en el interior de los
macrofagos. Como puede observarse, las diferentes lineas de Leishmania
mostraron un porcentaje de infeccion similar tanto en presencia como en
ausencia de los compuestos testados a 72 h post-infeccion (Fig. R-23A). Sin
embargo, se observé que tras el tratamiento con los compuestos D2 y D4
durante 72 h post-infeccion, se revertia totalmente la mayor tasa de replicacién
de los parasitos que sobreexpresaban el transportador ABCI4 (Fig. R-23B). Los
compuestos D2 y D4 probablemente bloqueen la funcionalidad de ABCI4 vy su
habilidad de transportar sustratos aun desconocidos asociados con
mecanismos de detoxificacion en Leishmania, incrementando la habilidad de

sobrevivir en el interior de los macréfagos.
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Figura R-23. Infectividad y supervivencia de lineas de L. major en macréfagos derivados
de monocitos en presencia de los derivados del trolox D2 y D4.

La infeccidon de macréfagos derivados de monocitos obtenidos a partir de células THP-1
con las lineas de Leishmania pXG-Hyg (histogramas azules) y ABCI4 (histogramas rojos)
se realiz6 como se describe en Material y Métodos. El porcentaje de macréfagos
infectados (A) y el niumero medio de parésitos por macréfago infectado (B) se determiné
alas 72 h post-infeccién en presencia o ausencia 20 uM de D2 o D4. Los datos proceden
de medias * desviaciones estandar obtenidas de tres experimentos independientes. Las
diferencias significativas frente a la linea en ausencia de compuesto se determino

mediante el t-test de Student (*: p< 0.01).

Reversion de la resistencia a porfirinas toéxicas

mediada por ABCI4 en Leishmania.

La sobreexpresidon del transportador ABCI4 confiere resistencia a algunas
porfirinas toxicas como ZPP, un analogo de hemo que se ha descrito que es
transportado por ABCG2 (Desuzinges-Mandon et al. 2010). Como se muestra
en la Tabla R-9, los compuestos D2 y D4 revierten de forma eficaz la
resistencia a ZPP con un valor de indice de susceptibilidad de 3.
Consecuentemente, estos resultados muestran claramente el potencial de los
compuestos D2 y D4 como inhibidores efectivos de la actividad de ABCI4,
revirtiendo tanto la resistencia a antimoniales como a porfirinas téxicas en

Leishmania.
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Tabla R-9. Susceptibilidad a ZPP en lineas de L. major 2.

ZPP ECso (M) [SI]°

pXG PXG-ABCl4
Control 435+ 0.67 10.12 +0.23
D2 3.03+0.21[1.43] 3.40 £ 0.36 [2.97]*
D4 3.26+0.16 [1.33] 3.57 £ 0.29 [2.83]*

® Los parasitos se cultivaron como se describe en Material y Métodos en presencia de
concentraciones crecientes de ZPP. La densidad celular se midi6 empleando un
contador de particulas electronico y mediante contaje directo con un hemocitometro. Se
emplearon los inhibidores potenciales D2 y D4 a una concentraciéon de 20 uM vy
estuvieron presentes alo largo de todo el experimento.

® El indice de susceptibilidad (SI) se calculé dividiendo la ECs, a Sb" en ausencia de
compuesto entre la ECsy en presencia de 20 uM de compuesto. Los datos proceden de
medias + desviaciones estandar obtenidas de tres experimentos independientes. Las
diferencias significativas frente a la linea en ausencia de compuesto se determiné

mediante el t-test de Student (*: p< 0.01).

Reversion de la acumulacién v eflujo de Sb" v tioles en

lineas de Leishmania.

Estudiamos la capacidad de los compuestos D2 y D4 de revertir la
acumulacién de antimonio en la linea de L. major que sobreexpresa ABCI4.
Como puede observarse en la Figura R-24A, ambos compuestos revierten
completamente los niveles de acumulacién de Sb"' (alrededor de 3 veces,
respecto a los parasitos sin tratamiento). Para confirmar que el incremento
observado en la acumulacion de antimonio en los parasitos resistentes era
debido a una disminucién en la actividad de eflujo, las lineas de L. major se
cargaron con Sb" durante 1 h, y después de ser lavados, se midié la cantidad
de antimonio retenida en el interior celular en presencia o ausencia de los
compuestos D2 y D4. Los resultados indican que los compuestos D2 y D4
bloquean completamente el eflujo de antimonio mediado por el transportador
ABCI4 (Fig. R-24B).
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Figura R-24. Acumulacién y eflujo de antimonio en lineas de L. major en presencia de los
derivados de trolox D2 y D4. (A) Las lineas de Leishmania pXG—Hyg (histogramas azules)
y ABCI4 (histogramas rojos) se incubaron con 100 uM de Sb" durante 60 min en
presencia o ausencia de 20 uM de D2 o D4 como se describe en Material y Métodos. (B)
Después del ensayo de acumulacién, los promastigotes se resuspenden en buffer HBS
libre de antimonio en presencia o ausencia de 20 uM de inhibidor durante 180 min a 28°C.
El antimonio retenido se midi6 mediante ICP-MS. Los datos proceden de medias +
desviaciones estandar obtenidas de tres experimentos independientes. Las diferencias
significativas frente a la linea en ausencia de compuesto se determiné mediante el t-test

de Student (*: p< 0.01).
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Ya que ABCI4 exporta complejos conjugados de metal con grupos tioles,
estudiamos la capacidad de D2 y D4 de revertir el eflujo de tioles no proteicos
en presencia de Sb". Nuestros resultados indican que los compuestos D2 y D4
revierten totalmente el eflujo de tioles no proteicos mediado por ABCI4 (Fig. R-
25).
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Figura R-25. Eflujo de tioles no proteicos en lineas de L. major en presencia de los
compuestos D2 y D4. Las lineas de Leishmania pXG (histogramas azules) y ABCIl4
(histogramas rojos) se incubaron con 100 uM de Sb" durante 1 h, y el eflujo se realiz6
durante 180 min a 28°C. Los compuestos D2 y D4 se afiadieron a una concentracion de
20 puM durante la incubacién con sp" y permanecieron presentes a lo largo de todo el
experimento. Los parasitos se centrifugaron y los sobrenadantes se incubaron con 3
pg/mL de ThioStar durante 1 h a temperatura ambiente y se determind la fluorescencia
asociada a las muestras. El incremento del eflujo de tioles no proteicos se refiere al
punto inicial de eflujo. Los datos proceden de medias * desviaciones estandar obtenidas
de tres experimentos independientes. Las diferencias significativas frente a la linea en

ausencia de compuesto se determiné mediante el t-test de Student (*: p< 0.01).

Reversion de la acumulacion y eflujo de ZnMP en lineas

de Leishmania.

Al igual que en el caso del antimonio, determinamos que los compuestos
D2 y D4 revierten eficientemente la menor acumulacion (Fig. R-26A) y el mayor

eflujo de ZnMP en la linea que sobreexpresa ABCI4 (Fig. R-26B).
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Figura R-26. Ackpii®lacion y eflujp2de ZnMP en Ifeas de L. major en presencia de los
compuestos D2 y D4. (A) Las lineas de Leishmania pXG-Hyg (histogramas azules) y
ABCI4 (histogramas rojos) se incubaron con 10 uM de ZnMP en presencia o ausencia de
los compuestos D2 y D4. RFU: Unidades relativas de fluorescencia. (B) El ensayo de
eflujo se realiz6 cargando las diferentes lineas de L. major con 10 uM de ZnMP y
resuspendiendo después en buffer HPMI libre de ZnMP. La fluorescencia retenida tanto
en acumulacién como en eflujo se midi6 mediante citometria de flujo. Los datos
proceden de medias * desviaciones estandar obtenidas de tres experimentos
independientes. Las diferencias significativas frente a la linea en ausencia de compuesto

se determiné mediante el t-test de Student (*: p< 0.01).

Consecuentemente, los compuestos D2 y D4 pueden ser considerados
como agentes revertidores especificos que inhiben la actividad del
transportador ABCI4 de Leishmania.
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DISCUSION

Situacidn actual de la leishmaniasis.

La | eishmaniasis es la se gunda e nfermedad par asitaria en i mportancia por
detras de la malaria, tanto desde el punto de vista de | a prevalencia anual de
casos como de | a letalidad de al guna de su s variantes, enel casodenose r
tratada. Segun los datos de la OMS, hay 350 millones de personas en el mundo
en riesgo de padecer la enfermedad, dandose de forma estimada de 0,2 a 0,4
millones de casos de LV y de 0,7 a 1,2 millones de casos de LC cada afio. Los
datos de incidencia son estimados, dado que solo 33 de los 98 paises donde |la
enfermedad es endémica da n i nformacion of icial ac erca de | a i nfeccion. E n
Europa, la leishmaniasis es una enfermedad emergente dependiente del cambio
climatico, de | os nuevos modelos de des arrollo de l1os paises y del trafico de
viajeros y de perros infectados. La LV y LC son enfermedades endémicas en la
region M editerranea y est an ca usadas por L. infantum, apareciendo t ambién
esporadicamente en Greciay pai ses adyacentes brotes de L C debidaa L.
tropica. E n es te se ntido, en E spafna | a en fermedad es endémica ent odo el
territorio nacional, excepto en Canarias. Desde 2009, se ha descrito un brote de
leishmaniasis en el sur de la Comunidad de Madrid en el que la liebre cumple el
papel de hospedadorr eservorio. D e est am anera, | os datos estimados de
incidencia del ae nfermedad en E spafia hana umentado ha stal os 21,54
casos/100.000 hab.

La | eishmaniasis es un ae nfermedad di rectamente r elacionadac onl a
pobreza, as ociandose con estados de malnutricion, migraciones, hacinamiento,
debilidad del sistema inmune y falta de recursos. A su vez, se encuentra también
ligada a cambios en el medio ambiente, tales como deforestacion, construccion
de presas, nuevos sistemas de riego y urbanizacion descontrolada, junto con la

migracion de personas susceptibles (no inmunes) a areas endémicas, factores
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que sedan en paises envias de d esarrollo ( Cattand, 2 006). E n | os ultimos
tiempos, esta enfermedad se esta co nvirtiendo e n un problema muy serio en
zonas proximas al Amazonas, en las regiones tropicales de los paises andinos y
en M arruecos y Arabia S audi, donde s e h an d etenido numerosos programas
destinados al desarrollo socioecondmico debido al aumento del numero de casos
de esta enfermedad. A su vez, es importante destacar la mas reciente asociacion
de coinfeccion con Leishmania en pacientes enfermos de VIH (Alvar et al. 2008),
encontrandose frecuentemente dicha asociacion en pai ses desarrollados del sur

de Europa.

La falta de recursos de los paises donde la enfermedad es endémica provoca
un acce so i nsuficiente a m étodos de di agndstico e fectivos y at ratamientos
adecuados. Ante la ausencia de una vacuna e ficaz, solo queda |levar a ca bo
programas de c ontrol de | as poblaciones del i nsecto v ectory t ratamientos
quimioterapéuticos de los afectados. Actualmente existe un reducido arsenal de
farmacos para el tratamiento de |a | eishmaniasis. Se siguen empleando como
farmacos de primera linea contra la LV los antimoniales pentavalentes, cada vez
mas criticados desde el punto de vista del fallo terapéutico por la aparicion de
resistencias alos mismos en al gunas regiones endémicas como | ndia. O tros
tratamientos incluyen el empleo de anfotericina B mas efectiva y con un reducido
numero de efectos secundarios en su forma liposomal, la miltefosina, el primer
farmaco de a dministracion oral contra la LV y la paromomicina. Sin embargo, la
baja renta diaria de |a poblacion de algunos de estos paises (2 $ diarios en la
India), impide el acce so de |os pacientes al tratamiento e fectivo, den otando | a
necesidad de u nar evision de | os acuerdos establecidos entrela O MS, | os
gobiernos centrales de los paises implicados y las empresas farmacéuticas para
reducir los precios y favorecer el acceso de todos los pacientes a los farmacos y

diagndsticos necesarios (Alvar et al. 2006).
La aparicion de resistencias a los farmacos empleados como primera linea en

el tratamiento de la enfermedad, se dan fundamentalmente debido a mecanismos

de resistencia a ni vel molecular bien en el hospedador o bi en en el parasito
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(Gomez et al. 2013). De esta manera, se hace necesario el desarrollo de nuevos
farmacos eficaces contral al eishmaniasis y la busq ueda d e co mpuestos
revertidores de estos mecanismos de resistencia, que reviertan la eficacia inicial
de est os farmacos. Desde |l a O MS, s e e sta fomentando el us o det erapias
combinadas, empleando los farmacos de primera linea, precisamente para evitar
la rapida aparicion de resistencias, las cuales ya se ha descrito que pueden surgir
de f orma experimental empleando di ferentes combinaciones de f armacos

(Garcia-Hernandez et al. 2012).

Transportadores ABC

Los transportadores ABC representan | a familia de pr oteinas mas amplia
presente tanto en procariotas como en eucariotas, llevando a cabo funciones muy

diversas, y muchas de ellas de gran relevancia clinica (Higgins et al. 1992).

Segun | a cl asificacion m as reciente publicada ( Leprohon et al . 200 6), e n
Leishmania hay 42 genes codificantes para transportadores ABC, agrupados a su
vez en varias subfamilias desde la A hasta la H, excepto 4 genes con muy baja
homologia con el resto de | os transportadores ABC. L os transportadores ABC
descritos hasta el momento en Leishmania forman par te d e | as subfamilias
ABCA, ABC B,ABC Cy ABCG.D os miembros del a subfamilia ABCA,
LtrABCA1.1 y LtrABCAZ2, se encuentran implicados en el trafico de fosfolipidos y
en la infectividad del parasito (Parodi-Talice et al. 2003); Araujo-Santos et al.,
2005). Uno de los miembros de la subfamilia ABCB estudiado (ABCB4/MDR1)
posee una alta homologia con la glicoproteina-P (Pgp) de mamiferos, expulsando
una gran variedad de farmacos al exterior celular y confiere resistencia incluso al
farmaco | eishmaniacida miltefosina, debido a un incremento en el eflujo de los
farmacos (Pérez-Victoria et al. 2006). Miembros de la subfamilia ABCC, también
estan i mplicados en lar esistenciaa farmacos. E | m as estudiado es el q ue
codifica para la PGPA (MRPA), confiriendo resistencia a arsenito y antimoniales

mediante el se cuestroenv esiculas intracelulares de estos co mpuestos
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conjugados con tripanotidn (Ouellette et al. 1998). Los miembros de la subfamilia
ABCG son “half-transporters” y entre ellos encontramos el transportador ABCG2
que se localiza en v esiculas intracelulares proximas al bol sillo f lagelar. E |
transportador ABCG2 esta implicado en |la translocacion de fosfatidilserina a |l a
cara ex ternade | a membrana pl asmaticay port antoe nl ai nfectividad de
Leishmania (Campos-Salinas et al. 2013). El transportador ABCG4, se encuentra
localizado e n la membrana plasmatica y esta implicado en | a translocacion de
fosfatidilcolina, co nfiriendo t ambién r esistencia a al quilfosfolipidos (miltefosina,
edelfosina) (Castanys-Muioz et al. 2007). El transportador ABCG5 se localiza en
vesiculas cercanas al nucl eoy al bol sillo f lagelar, est ando i mplicado en el
transporte i ntracelular de he mo ( Campos-Salinas etal. 2011). F inalmente, el
transportador ABCG6 se encuentra localizado en la membrana plasmatica y esta
implicado e n el t rafico de fosfolipidos confiriendo r esistencia a si tamaquina,
miltefosina y camptotecina (Castanys-Mufioz et al. 2008)

En Leishmania, como se ha comentado con anterioridad, existe un grupo de
genes que codifican para proteinas ABC que se encuentran sin clasificar entre las
subfamilias ya establecidas (ABCA-H). Este grupo denominado inicialmente como
“otros”, incluye cuatro transportadores con muy baja homologia con respecto a
otras proteinas ABC eucariotas, pero poseen cierta similitud con otras proteinas
ABC deesp eciesdel géner o Trypanosoma (Leprohonet al .2006 ;
http://tritrypdb.org/tritrypdb/). Nuestro grupo esta interesado en la caracterizacion
de este grupo divergente de genes sin clasificar, especifico de tripanosomatidos y
ausente en el r estode or ganismos eucariotas. E | gr upo “ otros”, al cu al
nombramos como ABCI, incluye 4 ge nes diferentes denominados como ABCI1
(LmjF12.1190), ABCI2 (LmjF32.2060), ABCI3 (LmjF33.3040)y ABCl4
(LmjF33.3260), t odos ellos codificantes para A BC “ half-transporters”, con un a
disposicion del NBD en el extremo carboxilo pero con un requerimiento comun, la
necesidad de formar homo-/heterodimeros para ser funcionalmente activos. En
este s entido, ¢ abe r esaltar g ue el t ransportador A BCl4 presenta u na mayor
homologia a nivel del NBD con otros transportadores mitocondriales de la familia

ABCB que poseen una disposicion TMD-NBD.
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Localizacion del transportador ABCIl4

Para estudiar la localizacién de |la proteina ABCI4, se crearon quimeras que
nos permitieran tener la proteina fusionada a G FP, tanto en el extremo amino
como e n el ca rboxilo. La adi cién de u n p éptido o epi topo p odrian al terar | a
localizacion y f uncionalidad de | a pr oteina ( Gelissen et al . 20 06), y por ello
generamos quimeras con GFP en ambos extremos. Sin e mbargo, la linea que
sobreexpresaba ABCI4 en carboxilo terminal no se pudo emplear para el analisis
de | al ocalizacién su bcelular de bidoal os bajos niveles de ex presion que
obtuvimos, denotando la importancia de este extremo en la correcta funcionalidad
de la proteina. Se determind, m ediante microscopia co nfocal de fluorescencia,
que | a proteina t enia un a | ocalizacion du al, h allandose m ayoritariamente en
mitocondriay t ambién e n membrana plasmatica ( Fig. D -1). D icho patrénd e
localizacion se observo, de igual manera, mediante inmunofluorescencia indirecta
empleando u na | inea t ransfectada c on A BCI4 f usionada a 3 r epeticiones del
epitopo F LAGena minot erminal, c orroborando | a obs ervaciéon r ealizada
anteriormente. A su vez, no se obs ervo ca mbio en| alocalizacién de ABCI4
mutado en su Walker A (cambio de una lisina por una metionina), a diferencia con

lo descrito anteriormente para otras proteinas ABC (Henriksen et al. 2005).

La localizacion observada en mitocondria y en membrana plasmatica ha sido
descrita par a el half-transporter A BCB6 hum ano que est aria implicado en
funciones de trafico de hemo, contribuyendo al descenso de la acumulacion de
feoforbida Ay he mina ( Paterson et al . 2007). D e forma si milar, | a pr oteina
ABCG2 humana se ha descrito qu e se distribuye en m embrana pl asmatica y
organulos intracelulares, incluyendo la mitocondria, donde regula los niveles de
protoporfirina | X mediada por ALA, exportandola desde la mitocondria al citosol
(Kobuchi et al. 2012).

Estudios posteriores, realizados mediante el analisis de la digestion triptica

controlada de GFP-ABCI4 en parasitos permeabilizados co n d igitonina, nos

permitieron confirmar la | ocalizacion mitocondrial, pudiendo a firmar que el
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transportador A BCl4 se encu entral ocalizadoe nl am embranai nterna
mitocondrial. E stos resultados junto co nl os obtenidos en el anal isis del a
actividad t ranslocadora | levada ca bo co npar asitos permeabilizados con
digitonina, nos sugieren que el NBD de A BCl4 se encuentra orientado hacia la

matriz mitocondrial.

Extracelular

Membrana Plasmatica ABCH4

Citosol

Mitocondria

Figura D-1. Esquema de la localizacion dual del transportador ABCI4 en Leishmania.

Homodimerizacion del transportador ABCIl4

ABCIl4 es considerado un “ half-transporter”, siendo necesario que ho mo-
/heterodimerice p ara se r funcionalmente act ivo. Los experimentos de co -
inmunoprecipitacion r ealizados sugieren que el t ransportador A BCl4

homodimeriza p ara llevar a ca bo su funcion de t ransporte, sin embargo no se
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puede d escartar qu e f orme h eterodimeros con otros transportadores A BC,
cambiando su afinidad por sustratos y realizando por tanto el transporte de otras

sustancias.

Los transportadores ABC per oxisomales (subfamilia A BCD)d e c élulas
humanas, ALDP (ABCD1; P roteina de Adrenoleucodistrofia), ALDRPy PMP70
(ABCD3) hom odimerizan y /o het erodimerizan entre ellos para llevar a ca bo su
funcién d e i mporte de su stratos al i nterior del per oxisoma ( Liu et al . 1999;
Hillebrand et al. 2007). De igual manera, se ha descrito que los transportadores
ABCG1 y ABCG4 homodimerizan para llevar a cabo su funcion reguladora en el
trafico de |l ipidos y esteroles; sin embargo, también heterodimerizarian como se
demuestra mediante experimentos de inactivacion de cada uno de ellos a través
de | a so breexpresion de | as proteinas opuestas mutadas enel Walker A
(Cserepes et al. 20 04). A su v ez, t ambién se ha descritol a necesidad d e
heterodimerizacion de los transportadores ABCG5 y ABCG8 para el transporte de
dicho complejo hacia la zona apical de |a superficie celular donde llevara a cabo
sus funciones; se ha dem ostrado que defectos en este co mplejo dan | ugar a
sitoesterolemia pr ovocando ar terioesclerosis temprana ( Graf etal .2 004).
Ademas, el transportador asociado con el procesamiento del antigeno (TAP) un
heterodimero formado por | aas ociacionde d os half-transporters del a
superfamilia ABCB, TAP1 (ABCB2) y TAP2 (ABCB3), juega un papel esencial en
la r uta de pr esentacidon de antigeno m ediante | a translocacion de pé ptidos

citosélicos al interior del lumen del reticulo endoplasmatico (Corradi et al. 2012).

Recientemente, se hadescr itoque | os transportadores ABCB
mitocondriales ABCB6, ABCB7 y ABCB10, con los que el transportador ABCl4
posee mayor grado de identidad, homodimerizan para llevar a cabo sus funciones
(Zutz et al. 2009; Chavan et al. 2013).
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Resistencia a antimonio y otros metales pesados.

Actualmente, | a mayor par tedel as funciones descritaspar al os
transportadores ABC de Leishmania estan restringidas al trafico de fosfolipidos y

a resistencia a farmacos.

En base a estos antecedentes, decidimos investigar |a implicacion de ABCIl4
enl ar esistencia af armacos. E ncontramos quel os parasitos que
sobreexpresaban A BCl4 er anr esistentes aant imonio,t anto enf ormas
promastigotas como amastigotas intracelulares, asi como aAs", cd" y Pb",
sugiriendo que | os metales pesados podrian ser su stratos potenciales de este
transportador. La resistencia obse rvada al os antimoniales (Sb")r esulté ser
debida a una menor acumulacién co mo consecuencia de un i ncrementode la
actividad de eflujo mediada por ABCI4; observandose este mismo resultado para
cd". Adicionalmente, se mostro que el Sb'"' era transportado, m ediante ABCI4,
hacia el exterior celular posiblemente acomplejado con grupos tioles, sugiriendo
que ABCI4 confiere resistencia al Sb" mediante el eflujo de complejos Sb"-tiol.
Consecuentemente, el transportador A BCl4 podr ia se r co nsiderado co mo un a

bomba tiol-X capaz de reconocer conjugados metal-tiol.

La primera linea de farmacos empleados para combatir tantola LV como la
LC | a co nstituyen | os antimoniales pentavalentes: est ibogluconato de s odio
(Pentostam®) y antimoniato de meglumina (Glucantime®). El Sb¥ es poco tdxico y
es reducido en el interior de la célula huésped o la forma amastigota del parasito
para dar lugar al producto leishmanicida Sb". Anteriormente, se habian descrito
transportadores ABC, per tenecientes a | a su bfamilia A BCC, i mplicados enl a
resistencia a S b'"". L a subfamilia ABCC se define como un grupo de pr oteinas
implicadas en el transporte de co njugados co n tioles. E | primer t ransportador
descrito en Leishmania e implicado en |la resistencia a farmacos (antimoniales y
arsenito) fue A BCC3, t ambién c onocido c omo P GPA o M RPA. ABCC3 e sta
localizado en la membrana de vesiculas intracelulares cercanas al bolsillo flagelar

(Legaré et al. 2001). Inicialmente se detectd en amplicones de DNA (circulo H) de
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formas pr omastigotas r esistentes a metotrexato, per ol ar esistencia a este
farmaco er a de bida a | a so breexpresion de pt eridina r eductasa cuyo gen se
localizaba en el mismo amplicon (Callahan et al. 1991; Legaré etal. 2001). La
sobreexpresion de ABCC3 confiere un nivel de resistencia a antimonio similar a la
observada tras la sobreexpresion de ABCI4 (alrededor de 2-3 veces). Igualmente,
se ha demostrado que la sobreexpresion de ABCC4, ABCC5y ABCC7 (PRP1)
confiere r esistencia a ant imonio ( Coelho e t al . 2003 ; Le prohon et al . 200 9),
aunque n o se hade mostrado su a mplificacién ni so breexpresion en | ineas
mutantes resistentes a antimonio (Leprohon et al. 2006, 2009), observando dicha
resistencia unicamente en formas promastigotas (Coelho et al. 2003, 2007). Sin
embargo, se h a des crito que | a s obreexpresion de ABCC3juntoconlade
enzimas clave en | a sintesis del tiol T(SH), como GGCS o O DC incrementan el
valor de ECs5p (hasta 15 veces) (Legaré et al. 2001) actuando de forma sinérgica,
denotando el importante caracter multifactorial de la resistencia a antimonio, y la
dependencia de T (SH), en| a det oxificacién de metales pesados. D e est a
manera, A BCC3 co nfiere r esistencia a a ntimonio mediante el secuestrod e
complejos tiol-Sb" en vesiculas intracelulares y su posterior exocitosis a través
del bolsillo flagelar. Ademas, los complejos tiol-Sb" producidos en el interior del
parasito p odrian se rt ambién el iminados al ex terior ce lular m ediante u n
transportador tiol-metal localizado en la membrana plasmatica no caracterizado
hasta el momento ( Legaré et al . 2001). La i nfluencia de estostioles enla
resistencia m ediada por A BCl4 se d emostré m ediante | a depl ecion de est os
grupos empleando u ni nhibidord e G GCS ( BSO), obse rvando un m arcado
descenso en la resistencia a Sb". A su vez, hemos observado un incremento del
eflujo de t ioles no proteicos dependiente d e | a presencia d e antimonio en | os
parasitos que sobreexpresan ABCI4.

Se ha descrito en otros organismos la implicacion de los transportadores ABC
en la detoxificacion d e m etales, asi por ejemplo el transportador de | evaduras
HTM1 co nfiere t olerancia a ca dmio m ediante el se cuestro de complejos de
cadmio con fitoquelatina (derivado del glutation) en la vacuola de fision (Ortiz et

al. 1995). De forma similar, el transportador YCF1 confiere resistencia a cadmio y
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arsenito mediante la acumulacion vacuolar de complejos metal-glutation (Li et al.
1996), mecanismo similar al encontrado en células de mamifero y mediado por
MRP1/ABCC1 (Leslie, 2011).

Las plantas se encuentran expuestas a multiples compuestos toxicos, como
los derivados del metabolismo interno, ciertos minerales, toxinas producidas por
patégenos, h erbicidas y material i ndustrial. D e est a m anera, | as plantas han
desarrollado es trategias versatiles parade toxificar estosco mpuestos
potencialmente t6xicos. F recuentemente, se produce mediante la eliminacion o
transporte de | os compuestos toxicos conjugados con glutatién a través de una
bomba tiol-X hacia el interior |a vacuola central. Por homologia con la proteina
humana HsABCC1 que cataliza el transporte de tiol-X, se han identificado | os
transportadores AtABCC1, AtABCC2 y AtABCC3 implicados en el transporte de
cadmio y arsenito conjugados con glutatién hacia el interior de la vacuola de la
planta (Arabidopsis thaliana). Se ha demostrado que la sobreexpresidon de estos

transportadores confiere resistencia a dichos metales (Kang et al. 2011).

Como se describe pr eviamente, | a r esistencia a an timonio es un pr oceso
multifactorial (Leprohon et al. 2009), que i mplica diferencias enlos niveles de
expresion de | as diferentes proteinas implicadas, d ependiendode | al inea
resistente estudiada. Todo esto confirma la heterogeneidad de los mecanismos
de resistencia en p arasitos resistentes a farmacos (Decuypere et al. 2012). Asi,
las diferentes técnicas “omicas” se han usado a nivel de genoma, transcriptoma y
metaboloma p ara detectar ad aptaciones m oleculares en| ar esistencia a
antimonio e n Leishmania. S in e mbargo, d e | os pocos estudios que has ta el
momento se han realizado sobre la identificacion de marcadores de resistencia a
antimonio en aislados clinicos, se desprende que el problema es muy complejo
ya que no se ha encontrado un p atrén consenso ( Decuypere et al. 2012). De
momento n o se ha detectado | a i mplicacién del t ransportador A BCl4 en| a
resistencia a antimonio en aislados clinicos. Por otra parte, no se ha desarrollado
aun un método adecuado para obtener un panel a nivel de expresion proteica de

marcadores de la resistencia a antimonio en aislados de Leishmania.
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Resistencia a la porfirina toxica zinc-protoporfirina

Los organismos pertenecientes ala familia de | os tripanosomatidos (entre
ellos Leishmania) son auxétrofos para la molécula de hemo, siendo necesaria la
captacion desde el exterior celular, bien de la molécula de hemo o bien de su
precursor i nmediato ( protoporfirinal X), par al aco rrectasi ntesis de
hemoproteinas, e ntre el las los citocromos (Pal y Jo shi-Purandare, 2 001;
Srivastava et al., 1997; Rao et al., 2005).

Hemos demostrado que la sobreexpresion de ABCI4 en Leishmania conferia
resistencia a porfirinas téxicas tales como zinc-protoporfirina (ZPP), un a nalogo
de hemo fluorescentey que se ha descrito que es transportado p or ABCG2
humano (Desuzinges-Mandon et al. 2010).

El principal destino del hemo y de la protoporfirina (precursor de hemo) es la
mitocondria, do nde el grupo h emo se incorpora como grupo prostético de |l os
citocromos de la cadena respiratoria. En células humanas se han descrito una
seriedet ransportadores ABC m itocondriales que est arian di rectamente
relacionados con el trafico de hemo. Asi, el transportador ABCBG6, |ocalizado a
nivel de m embrana p lasmatica y m embrana m itocondrial ex terna r ealizaria el
transporte de porfirinas precursoras de hemo hacia el interior mitocondrial donde
se hallan las enzimas implicadas en los ultimos pasos de la biosintesis del hemo
(Krishnamurthy y Schuetz, 2 006; P arterson et al . 200 7; Hamza et al . 201 2).
ABCBY7 s e e ncuentra | ocalizado e nl a membrana m itocondrial i nternay es
esencial para la biogénesis de clusters hierro/azufre y para la ho meostasis del
hemo; de hecho mutaciones en este transportador inhiben la maduracion de los
clusters mencionados, r elacionandola co n | a en fermedad denominada a nemia
sideroblastica ligada al cromosoma X asociada con ataxia cerebelosa (XLSA/A).
Estudios recientes demuestran que ABCB7 interaccionaria con la ferroquelatasa
(ultima enzima e n | a ruta de bi osintesis de hem 0), sugiriendoun papelenl a
homeostasis del hemo en las células eritroides (Zutz et al. 2009). Por su parte,

ABCB10 que se e ncuentra también | ocalizado en | a membrana m itocondrial
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interna, podria estar involucrado en la salida de hemo al espacio intramembranal
(Dunn et al. 2007) (Fig. D-2). En otro sentido, se especula |a existencia de un
exportador de hemo y porfirinas por varias razones: (1) el eflujo debe ser uno de
los principales mecanismos implicados en la detoxificacion de hemo, ya que su
acumulacion es extremadamente t oxica par al as células; ( 2) el e flujo p odria
facilitar e | r eciclaje d el hierro co ntenidoe nl am oléculad e he mo;y ( 3) el

mantenimiento del a ho meostasis delhe moy su ministroa  proteinas
dependientes del mismo. Uno de los transportadores propuestos que llevarian a
cabo esta funcion es FLVCR. La supresion de este gen mediante el virus FLV-C
en fibroblastos embrionarios felinos resulta en un incremento del contenido del
hemo celular (Hamza et al. 2012). A su vez, ABCG2 (BCRP) que se encuentra
localizado e n | a m embrana i nterna m itocondrial en ci ertas células tumorales
ademas de la membrana plasmatica, estaria implicado en el trafico de porfirinas,
aunque no existen pruebas directas que confirmen su implicacion en el eflujo de

las mismas (Krishnamurthy et al. 2007; Hamza et al. 2012).

bioenergetics heme biosynthesis

bicgenasis of
cytosolic Fal'sS
clusters

apoptosis

oxidative stress, aging, etc.

Figura D-2. Esquema de los transportadores ABC presentes en la mitocondria de células
humanas (Zutz et al. 2009).

En Leishmania, nuestro gr upo ha descrito la i mplicacion d el t ransportador
LABCGS5, localizado en vesiculas entre el nucleo y el bolsillo flagelar, en el trafico

de hem o procedente de la endocitosis de hem oglobina (Campos-Salinas et al.
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2011). A si, | ai nactivacion del t ransportador m ediante | a s obreexpresion de |
dominante negativo LABCG5"M, que contiene una mutacion en el dominio Walker
A, da lugar a un dramatico descenso en el crecimiento, siendo posible el rescate
de este fenotipo unicamente mediante la adicion de hemo y no de hemoglobina
(Campos-Salinas et al. 2011).

Potencial de membrana mitocondrial, ATP y generacion
de ROS

El mecanismo de accion por el que actuan los farmacos antimoniales no se
conoce con exactitud en Leishmania. Se ha determinado que |os antimoniales
afectan a | a glicdlisis y a | a B-oxidacion de los acidos grasos, produciendo una
deplecion en los niveles de ATP; igualmente dan lugar a una despolarizacion de
la membrana mitocondrial, con produccion de ROS y fragmentacion del DNA. A
su vez, se ha descrito que los antimoniales inhiben en Leishmania la tripanotion
reductasa, y en células de mamifero di sminuyen | os niveles de glutation en el
interior m itocondrial, i ncrementan | a p eroxidacion | ipidicay | os niveles del a
enzima glutation S -transferasa ( secuestro de t ioles) ge nerando, asi , estres
oxidativo. T odos los ev entos acaecidos sugieren una muerte posi blemente
asociada a un fendmeno de apoptosis (Fig. D-3) (Raza et al. 2002; Ouellette et al.
2004;). En este sentido, se ha descrito que el trioxido de ar sénico (As;03)y el
trioxido de ant imonio ( Sb,O3) i nducen apoptosis en cé lulas mielogénicas y
linfaticas humanas, m ediante el r eclutamiento d e ca spasas, | a pér dida del
potencial de  membrana m itocondrial y pr oduccién de R OS. A demas dichos
efectos se v en amplificados en pr esencia del i nhibidor d el metabolismo d e
glutation BSO, remarcando la importancia del sistema redox basado en glutation.
El As ;03 se encuentra en fase de ensayos clinicos para el tratamiento de la

leucemia promielocitica aguda (Ldsler et al. 2009).
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Figura D-3. Esquema de los mecanismos afectados en el tratamiento de Leishmania con
antimoniales. G: Glicosomas; TR: Tripanotion Reductasa.

El mayor eflujo de los complejos Sb'"-tiol observado en la linea de Leishmania
que sobreexpresa ABCI4, deberia traducirse en un a menor despolarizacioén del
A¥Ymy enu nm antenimiento del os niveles de A TPy R OS ( citosdlicoy
mitocondrial). N uestros resultados corroboran es ta teoria, observandose u n
mantenimiento de estos parametros debido a la menor acumulacion de antimonio
en el interior de esta linea, siendo fundamental para el fenotipo obse rvado de
resistencia a metales pesados. Anteriormente, ya se habia descrito en una linea
de p arasitos r esistentes a antimonio e n | a que existe un a so breexpresion d el
transportador MRPA sin observarse diferencia en cuanto a | os niveles de tioles
intracelulares, al igual que en nuestra |l inea que sobreexpresa ABCI4, que |os
niveles de R OSy | adesp olarizacion del a m embrana mitocondrial so n
significativamente i nferiores trasel t ratamientoco nest os farmacos en
comparacién con |l as lineas su sceptibles ( Moreira et al. 2011; EIF adiliet al.
2005).
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Infectividad vy replicacion de Leishmania en el interior de

macrofagos peritoneales

Las formas infectivas promastigotas y las formas amastigotas intracelulares
de Leishmania son capaces de sobrevivir en el ambiente hostil del interior de los
macrofagos, donde existe una alta produccion y liberaciéon de ROS. Leishmania
sobrevive y se replica inhibiendo el dafio oxidativo o incrementando la proteccion

antioxidante (Van Assche et al. 2011).

Hemos observado quel al ineade Leishmania que so breexpresa A BCl4
sobrevive m ejor en el i nterior d e | os macrofagos per itoneales de r aton c on
respecto al resto de las lineas estudiadas, como se determina por el significativo
aumento en la replicaciéon de | os parasitos a las 72 h post-infeccion. Aunque el
mecanismo por el g ue se i ncrementa e sta ca pacidad de su pervivencial o
desconocemos, sugerimos que ABCI4 podria ser capaz de transportar sustratos
desconocidos y no identificados asociados con mecanismos de detoxificacion. En
este sentido, se ha descrito que el transportador MRP1, implicado en resistencia
a farmacos, es capaz de transportar GSH, ademas de complejos G SH-metal y
GSH-Fe-NO (Maeno et al. 2009; Suryo Rahmanto et al. 2012). Las moléculas de
oxido nitrico (NO), junto con radicales de superoxido, p eroxido de hi drogeno y
peroxinitrito, so n g eneradas por |os macréfagos como m ecanismo d e de fensa
oxidativo frente a Leishmania (Van A ssche et al. 20 11). D e esta m anera, el
transportador ABCI4 al ser considerado como una bomba tiol-X podria transportar
complejos con N O, favoreciendo de estam aneral a su pervivenciad el os
parasitos en el interior del macrdéfago.

Hasta la fecha, no se ha descrito ningun transportador ABC implicado en la
replicacion de | as formas amastigotas de Leishmania en el i nteriorde| os
macrofagos, y por tanto en la mayor infectividad de los parasitos. Sin embargo, si
se ha descr ito | a pa rticipacion de LA BCG2 en| a v irulencia de Leishmania,

transportando fosfatidilserina hacia la cara externa de la membrana plasmatica
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del parasito. De esta manera, los parasitos dominantes negativos para dicho gen
infectan con una tasa significativamente menor que | a | inea salvaje ( Campos-
Salinas et al. 2012).

A m odod er esumen, laso breexpresion delt ransportador A BCl4de nl a
membrana plasmatica podria proteger a | os parasitos contra los efectos toxicos
del antimonio y otros compuestos mediante el eflujo como complejos conjugados
con tioles. Adicionalmente, la sobreexpresién de ABCI4 en mitocondria disminuye
la toxicidad y acumulacién de antimonio y porfirinas, mediante el eflujo al citosol
(Fig. D-4).

Extracelular

Membrana Plasmitica QQ@\ q ) { . V(! ABCH4
N

Citosol

Mitocondria

Figura D-4. Esquema de las funciones que llevaria a cabo el transportador ABCI4 en
Leishmania.
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Identificacion de agentes revertidores especificos de la

resistencia a antimonio mediada por ABCIl4

Los compuestos bas ados en a ntimonio pentavalente co ntinuan si endo
empleados como tratamiento de eleccion para todas las formas de leishmaniasis,
desde | esiones cutaneas a fatales infecciones viscerales, con excepciéon de | a
India donde |la cada vez mayor resistencia a los antimoniales desaconseja su uso.
Eli ncremento en | os ca sos de r esistencia a ant imoniales hace nece sario | a
identificacion y desa rrollo de n uevos compuestos con ac tividad | eishmanicida.
Ilgualmente, hace falta incentivar |a investigacion para dilucidar los mecanismos
que generan la resistencia a farmacos en estos parasitos, con la esperanza de
poder restaurar |a eficacia de | os farmacos existentes y facilitar el desarrollo de
nuevos farmacos que puedan eludir los mecanismos de resistencia desarrollados

por Leishmania.

Entre | os diferentes mecanismos de r esistencia i dentificados destaca el
transporte d e | os farmacos at ravés del as membranas, j ugando un p apel
fundamental en el descenso de la concentracidn intracelular en las localizaciones
diana de los mismos. Los transportadores ABC juegan un papel importante en la
resistencia a multiples farmacos en cé lulas cancerigenas, ademas de su
implicacion en levaduras patdégenas, hongos, parasitos y bacterias. La inhibicién
de la actividad de las proteinas ABC representa una estrategia interesante para el

control de la resistencia a farmacos (Pradines, 2013).

Algunos moduladores, como bloqueantes d e ca nales de calcio ( verapamil),
antagonistas de la calmodulina (derivados de fenotiazina), estatinas (lovastatina),
analogos de piridina ( PAK-104P), d erivados de su [fonilurea ( glibenclamida) y
derivados de acr idonacarboxamida ( elacridary  zosuquidar), r evierten| a
resistencia mediada por transportadores ABC en Leishmania (BoseDasgupta et
al. 2008; Essodaigui et al. 1999; Mookerjee Basu et al. 2008; Padron-Nieves et al.

2009; Pérez-Victoria et al. 2006). Adicionalmente, compuestos naturales como los
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sesquiterpenos dihidro-B-agarofurano s e consideran pr ometedores agentes
revertidores del fenotipo de r esistencia a multiples f armacos en Leishmania
mediada por la sobreexpresion del transportador P-gp, miembro de la subfamilia
ABCB (Cortés-Selva et al. 2005; Kennedy et al. 2001). A su vez, el farmaco oral
sitamaquina h a de mostrado s er e ficaz enl ar eversion de | ar esistencia a
miltefosina y a a ntimonio mediada p or | a sobreexpresion de P-gpy LA BCAS,

respectivamente (Pérez-Victoria et al. 2011).

Inicialmente centramos nuestra busqueda en derivados de flavonoides, dado
que ya se ha d escrito su actividad revertidora so bre transportadores ABC que
confieren resistencia a farmacos (Pérez-Victoria et al. 1999). En este sentido, se
ha descrito que las auronas, una subclase de flavonoides, son capaces de unirse
e inhibir al transportador P-gp (Boumendijel et al. 2002). A su vez, se ha descrito
que | os analogos de i soflavona i nhiben al t ransportador N orA, | a bo mba
bacteriana r esponsable del e flujo d e fluoroquinolonas, m ientras que al gunas
flavonas y ch alconas se ha n d escrito co mo i nhibidores efectivos de P -gp y
ABCG2 (Doleans-Jordheim et al. 2013). De forma similar, algunas xantonas se
han i dentificado c omo e fectores delt ransportador hu mano M RP1/ABCCA1
(Boumendijel et al. 2011; Vaclavikova et al. 2008; Boccard et al. 2009).

178









Conclusiones

—

CONCLUSIONES

El gen ABCI4 de Leishmania codifica para una pr oteina ABC del tipo

“half-transporter” conservada exclusivamente en tripanosomatidos.

Los analisis r ealizados mediante microscopia co nfocal, bi otinilacion y
digestion co n tripsina de p arasitos permeabilizados con di gitonina,
sugieren qu e el transportador A BCI4 d e Leishmania se enc uentra
localizado t anto enl a m embrana mitocondrial i nternaco mo enl a

membrana plasmatica del parasito.

Los ensayos de c o-inmunoprecipitacion empleando parasitos que co-
expresan ABCI4 f usionado con di ferentes epitopos, sugieren que la

proteina homodimeriza

Los parasitos que s obreexpresan ABCI4 pr esentan u nar esistencia
significativa a ant imoniales, y a ot ros metales pesados como arsenito,

cadmio y plomo.

Los parasitos que sobreexpresan ABCI4 acumulan menos compuestos
antimoniales y otros metales pesados debido a uni ncremento ensu

eflujo al exterior celular.

La sobreexpresion de ABCI4 confiere también resistencia a | a porfirina
téxica zinc-protoporfirina, de bido a una menor acu mulacion intracelular
por un m ayor ef lujo através delas membranas donde se ubi ca el

transportador.
El e flujo de m etales pesados mediado p or ABCI4 | leva apar ejado u n

incremento e n | a el iminacion de t ioles no protéicos al medio, loque

sugiere que ABCI4 podria ser una bomba tiol-X.
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8. Los parasitos que sobreexpresan ABCI4 muestran un incremento en la

tasa de replicacion en el interior de macréfagos peritoneales de raton.

9. Los compuestos derivados de trolox D2 (N-etilcarboxamida) y D4 (N-
propilcarboxamida), bl oquean especificamente | a actividad d e A BCI4,
revirtiendo a niveles del a ce pasa lvaje | a se nsibilidad a metales
pesados, Zn-protoporfirina, asi como las tasas de replicacion intracelular

del parasito.
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ANEXO 1

A new ABC half-transporter in Leishmania major is involved in

resistance to antimony.

Antimicrobial Agents and Chemotherapy 57:3719-30; 2013.

José Ignacio Manzano, Raquel Garcia-Hernandez, Santiago Castanys vy

Francisco Gamarro.

A lo largo del articulo se describe la caracterizacién de ABCI4, un nuevo half
transporter perteneciente a la familia ABC (ATP-binding cassette). Mostramos la
implicacion de ABCI4 en la exportacibn de metales pesados, confiriendo
resistencia a Pentostam, Sb (lll), As (lll) y Cd (Il). Asi, parasitos que
sobreexpresaban ABCI4 mostraron un efecto téxico producido por antimonio
menor a nivel mitocondrial, disminuyendo los niveles de produccion de especies
reactivas de oxigeno y manteniendo valores altos de potencial de membrana
mitocondrial y de los niveles de ATP respecto a la linea control. El half transporter
ABCl4 forma homodimeros como se determind mediante un ensayo de
coinmunopreciptacion. Una combinacion de estudios de localizacion subcelular
empleando microscopia confocal y biotinilacién de superficie utilizando parasitos
que expresaban la proteina verde fluorescente- y FLAG-epitopo ABCI4 sugieren
que el transportador presenta una localizacion dual en mitocondria y membrana
plasmatica. Los parasitos que sobreexpresaban ABCI4 presentaron un
incremento en la replicacion en macrofagos peritoneales de ratén. Hemos
demostrado que determinadas porfirinas eran sustrato de ABCI4.
Consecuentemente, la sobreexpresion de ABCI4 conferia resistencia a algunas
porfirinas toxicas, tales como zinc-protoporfirina, debido a la menor acumulacién
resultado de un significativo eflujo, como se determind empleando zinc-
mesoporfirina fluorescente, un analogo validado de hemo. Ademas, ABCI4 tiene
la capacidad de exportar tioles tras la incubacién con Sb (lll), por tanto ABCIl4
podria considerarse como una potencial bomba tiol-X que es capaz de reconocer
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metales conjugados con tioles. En resumen, mostramos que este nuevo
transportador ABC esta implicado en la sensibilidad a farmacos y a otros

compuestos mediante el eflujo de complejos conjugados con tioles.
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A New ABC Half-Transporter in Leishmania major Is Involved in
Resistance to Antimony

J. I. Manzano, R. Garcia-Hernandez, S. Castanys, F. Gamarro

Instituto de Parasitologia y Biomedicina “Lopez-Neyra," IPBLN-CSIC, Parque Tecnoldgico de Ciencias de la Salud, Armilla, Granada, Spain

The characterization of ABCI4, a new intracellular ATP-binding cassette (ABC) half-transporter in Leishmania major, is de-
scribed. We show that ABCI4 is involved in heavy metal export, thereby conferring resistance to Pentostam, to Sb(III), and to
As(III) and Cd(II). Parasites overexpressing ABCI4 showed a lower mitochondrial toxic effect of antimony by decreasing reactive
oxygen species production and maintained higher values of both the mitochondrial electrochemical potential and total ATP lev-
els with respect to controls. The ABCI4 half-transporter forms homodimers as determined by a coimmunoprecipitation assay. A
combination of subcellular localization studies under a confocal microscope and a surface biotinylation assay using parasites
expressing green fluorescent protein- and FLAG-tagged ABCI4 suggests that the transporter presents a dual localization in both
mitochondria and the plasma membrane. Parasites overexpressing ABCI4 present an increased replication in mouse peritoneal
macrophages. We have determined that porphyrins are substrates for ABCI4. Consequently, the overexpression of ABCI4 con-
fers resistance to some toxic porphyrins, such as zinc-protoporphyrin, due to the lower accumulation resulting from a signifi-
cant efflux, as determined using the fluorescent zinc-mesoporphyrin, a validated heme analog. In addition, ABCI4 has a signifi-
cant ability to efflux thiol after Sb(III) incubation, thus meaning that ABCI4 could be considered to be a potential thiol-X-pump
that is able to recognize metal-conjugated thiols. In summary, we have shown that this new ABC transporter is involved in drug

sensitivity to antimony and other compounds by efflux as conjugated thiol complexes.

Despite being prevalent in 98 countries spread across three
continents, leishmaniasis, which is caused by the protozoan
parasite Leishmania, is one of the most neglected tropical diseases
(1). The estimated incidence of leishmaniasis is over 12 million
people worldwide, and it is responsible for a variety of pathologies,
ranging from self-healing cutaneous lesions to fatal visceral infec-
tion (1). Since there are currently no effective vaccines, treatment
largely relies on chemotherapy, although its efficacy is increasingly
limited by growing resistance to first-line drugs, especially anti-
monials, the frequent side effects associated with their use, and the
high cost of treatment (1). The recommended first-line therapies
for visceral leishmaniasis (VL) include: (i) pentavalent antimoni-
als (meglumine antimoniate and sodium stibogluconate), except
in some regions in the Indian subcontinent where there are signif-
icant areas of drug resistance (2); (ii) the polyene antibiotic am-
photericin B; (iii) the liposomal formulation AmBisome; (iv) the
aminoglycoside paromomycin; and (v) the oral drug miltefosine.
Although the World Health Organization (WHO) (1, 3) recently
recommended the use of either a single dose of AmBisome or
combinations of antileishmanial drugs in order to reduce the du-
ration and toxicity of treatment, prolong the therapeutic life span
of existing drugs and delay the emergence of resistance, recent
experimental findings have demonstrated the ability of Leishma-
nia to develop resistance to different drug combinations (4).
One of the main problems of leishmaniasis chemotherapy is
the growing antimonial resistance found in Indian VL. Studies
concerning experimental resistance to antimony in Leishmania
indicate that several mechanisms may occur concurrently in the
same parasite and that different mechanisms may operate in field
isolates compared to lab-generated resistant Leishmania lines (5,
6). One mechanism of resistance to antimony in Leishmania in-
volves a reduction in its accumulation, either by reduced uptake
or increased efflux, with the latter being mediated by the ABC
transporter ABCC3 (also known as PGPA or MRPA) (7, 8). ABC
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transporters constitute one of the largest families of proteins de-
scribed and as such play a broad variety of physiological roles with
major medical consequences. These proteins are evolutionarily
highly conserved, they are present in species ranging from pro-
karyotes to humans (9), and they use the energy provided by ATP
hydrolysis to transport different compounds across biological
membranes, including a variety of leishmanicidal agents such as
antimonials (10), miltefosine (11), pentamidine (12), and sitama-
quine (13).

Functional ABC transporters consist of two homologous
halves, each of which is composed of a transmembrane domain
(TMD) involved in substrate binding and a cytosolic nucleotide
binding domain (NBD), which hydrolyzes ATP (9). Some ABC
transporters are half-transporters with an NBD-TMD or TMD-
NBD topology that requires homo-/hetero-dimerization to be-
come functional (14). The Leishmania genome contains 42 ABC
genes, with representative members from every subfamily (from
ABCA to ABCH) commonly found in eukaryotes (15). To date,
only ABC transporters related to the ABCA, ABCB, ABCC, and
ABCG subfamilies have been described in Leishmania (10, 16).

At least two transporters from the ABCC family appear to be
involved in antimony resistance (17). The Leishmania ABCC3,
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which is located in the intracellular vesicular membrane close to
the flagellar pocket, has been reported to be involved in arsenite
and antimonial resistance in the promastigotes and amastigotes of
several metal-resistant Leishmania species (18, 19). In addition,
this transporter presents the ability to transport thiol-conjugated
metals (19).

One of the proposed mechanisms of resistance to antimony
suggests that conjugation with a thiol and extrusion of the com-
plex by an ATP-coupled pump present in the plasma membrane
(PM) isrequired (20). However, this transport system is not found
for the ABCC proteins of Leishmania since all proteins of this
subfamily have an intracellular location (21). Since there is cur-
rently very little understanding of the transporter responsible for
this antimony efflux system (22), further studies are required to
understand the mechanism of antimony resistance in Leishmania.

The involvement of thiols in antimony resistance is supported
by an increase in the levels of the enzymes responsible for thiol
synthesis ('y-glutamylcysteine synthetase and ornithine decarbox-
ylase) in experimental metal-resistant Leishmania lines and in
clinical isolates resistant to Pentostam (GlaxoSmithKline) (23,
24). Furthermore, this resistant phenotype can be reverted by bu-
thionine sulfoximine (BSO), a biosynthesis-specific glutathione
inhibitor (19). Similarly, the capacity of Leishmania ABCC3 to
efflux toxic metals is known to be accompanied by a decreased
generation of reactive oxygen species (ROS), thus contributing to
decreased antimonial toxicity (25).

The second ABC transporter involved in antimony resistance is
ABCC7-PRP1 (12, 17), a gene that is overexpressed in pentami-
dine-resistant Leishmania lines and confers significant cross-resis-
tance to antimony (26). However, no clear association has been
found between the amplification/overexpression of PRP1 and
pentamidine resistance (27). As described recently, no other
ABCC proteins have been demonstrated to be amplified or over-
expressed in antimony-resistant Leishmania lines (17).

Here, we report the characterization of a new ABC transporter
(ABCI4) in Leishmania major that is included in the unclassified
group of ABC proteins termed as “others” (15). We have renamed
this group ABCI, similar to what has been proposed for plant ABC
classification (53). This transporter encodes a half-transporter
with a TMD-NBD topology that requires at least homodimeriza-
tion, with a dual localization at the PM and mitochondria. ABCI4
has antimony and other heavy metals as potential substrates,
thereby conferring resistance to antimonials due to the lower ac-
cumulation resulting from their active efflux. As such, we postu-
late that ABCI4 could be considered to be a potential thiol-X-
pump that is able to recognize metal-conjugated thiols, thereby
conferring antimony resistance in Leishmania.

MATERIALS AND METHODS

Chemical compounds. Carbonylcyanide p-trifluoromethoxyphenylhy-
drazone (FCCP), trivalent antimony (Sb(III); potassium antimony
tartrate), pentamidine, paromomycin, amphotericin B, ketoconazole,
chloroquine, quinine, mefloquine, primaquine, 4',6-diamidino-2-phe-
nylindole dilactate (DAPI), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphe-
nyltetrazolium bromide (MTT), BSO, CdCl,, CoCl, CuSO,, Pb(NO;),,
NaAsO,, MnCl,, ZnCl,, n-dodecyl-B-p-maltopyranoside (DDM), pheo-
phorbide A, and glutathione (GSH) were purchased from Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO). Miltefosine was purchased from Aterna Zentaris (Frank-
furt, Germany) and daunomycin (DNM) was purchased from Pfizer
(Madrid, Spain). All chemicals were of the highest quality available.
Pentostam, tafenoquine, and sitamaquine dihydrochloride were provided
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by GlaxoSmithKline (Greenford, United Kingdom). MitoSOX Red,
H,DCFDA, and JC-1 were purchased from Invitrogen (Carlsbad, CA).
Zinc-protoporphyrin and zinc-mesoporphyrin were purchased from
Frontier Scientific (Logan, UT).

Animals. Six-week-old male BALB/c mice were purchased from
Charles River Breeding Laboratories and maintained in the Animal Facil-
ity Service of our Institute under pathogen-free conditions. They were fed
aregular rodent diet and given drinking water ad libitum. These mice were
used to collect primary peritoneal macrophages.

Ethics statement. All experiments were performed according to
National/EU guidelines regarding the care and use of laboratory ani-
mals in research. Approval for these studies was obtained from the
Ethics Committee of the Spanish National Research Council (CSIC file
CEA-213-1-11).

Leishmania culture conditions. The promastigotes of L. major
(MHOM/JL/80/Friedlin) and derivative lines used in the present study
were cultured at 28°C in M-199 medium (Invitrogen) supplemented with
10% heat-inactivated fetal bovine serum (hiFBS; Invitrogen).

In vitro infection of mouse peritoneal macrophages. Amastigotes
were cultured for 24 and 72 h in infected peritoneal macrophages from
BALB/c mice (Charles River, Ltd.) as described previously (28).

DNA constructs and site-directed mutagenesis. ABCI4 from L. major
(GeneDB L. major, accession code LmjF.33.3260) was isolated from the
genomic DNA of L. major by PCR using sense (5'-TGCATTCTCACGCC
TTCACAC) and antisense (5'-ACTAGCATTAGCTGCGAGTTCC)
primers. ABCI4 was cloned into the Leishmania expression vector pXG-
Hyg (29) and sequenced. The Leishmania expression vectors pXG-'GFP +
and pXG-GFP+2' (29) were used to construct chimeric ABCI4 fusion
proteins with a green fluorescent protein (GFP) at the C- and N-terminal
positions, respectively. For the C-terminal position of GFP, ABCI4 was
amplified by PCR using sense (5'-ATAGATCTATGAGACTCACTGATG
CTCCGT) and antisense (5'-ATGATATCGCTCACTGCCTGTGCACG)
primers. For the N-terminal position of GFP, ABCI4 was amplified using
sense (5'-ATGCGGCCGCATGAGACTCACTGATGCTCCGT) and anti-
sense (5'-ATAGATCTTCAGCTTCACTGCCTGTGC) primers. To ob-
tain parasites expressing nonfunctional ABCI4, a mutation was intro-
duced in the Walker A motif, replacing lysine 742 for methionine
(K742M) using the QuikChange XL site-directed mutagenesis kit (Strat-
agene, La Jolla, CA) and the sense (5'-GTGGGGCGGGGATGAGTACG
CTGCT) and antisense (5'-AGCAGCGTACTCATCCCCGCCCCAC)
primers. To incorporate an N-terminal FLAG epitope tag, ABCI4 was
amplified by using sense (5'- ATGGACTACAAGGACGACGACGACAA
GATGAGACTCACTGATGCTCC) and antisense (5'-TCAGCTCACTG
CCTGTGCAC) primers. Similarly, sense (5'-ATGGACTACAAGGACGA
CGACGACAAGGACTACAAGGACGACGACGACAAGGACTAC) and
antisense (5'-TCAGCTCACTGCCTGTGCAC) primers were used to add
two additional FLAG epitope tags to the previous construct. These con-
structs were cloned into the expression vector pXG-Hyg.

Gene expression. Total RNA was extracted from different Leishmania
lines using the high pure RNA isolation kit (Roche Diagnostics GmbH,
Germany) and transcribed into cDNA using the qScript cDNA synthesis
kit (Quanta Biosciences, Inc.) according to the manufacturer’s instruc-
tions. The cDNA obtained was diluted (1:10 and 1:50) and amplified with
sense (5'-TGACGAGCATGAAGCGTACAC) and antisense (5'-GCTGT
ATCGATGCAGGCCT) primers for ABCI4 and with sense (5'-GAAGTA
CACGGTGGAGGCTG) and antisense (5'-CGCTGATCACGACCTTC
TTC) primers for GADPH (as internal control) and electrophoresed on
1% agarose gel.

Cell transfection and sensitivity analysis. Parasites transfected with
the constructs obtained above were selected for hygromycin or G418 de-
pending on the vector used in each construct, as described previously (30).
In addition, the Leishmania line overexpressing ABCI4*"™ was cotrans-
fected with ABCI4 to rescue the phenotype induced by the mutant line.
The sensitivity of L. major promastigote lines to different compounds was
determined using the MTT colorimetric assay, as described previously
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(31). The 50% effective concentration (EC,,) is the concentration of drug
that decreases the rate of cell growth by 50%. To determine the relation-
ship between thiol levels and the sensitivity of the different Leishmania
lines, 3 mM BSO (a y-glutamylcysteine synthetase inhibitor) was added at
28°C for 48 h before the sensitivity experiments. The sensitivity of intra-
cellular Leishmania amastigotes to Sb(III) and Sb(V) (Pentostam) was
determined after 72 h of incubation as described previously (28).

Fluorescence microscopy of Leishmania promastigotes. Promasti-
gotes expressing ABCI4 GFP-fused proteins were used for localization
studies. Parasite mitochondria were labeled with 50 nM MitoTracker Red
(Invitrogen) for 30 min at 28°C in RPMI medium without hiFBS. They
were then washed with phosphate-buffered saline (PBS) and analyzed
under an Axiovert confocal microscope (TCS SP5 model; Leica).

Cell surface biotinylation. Parasite surfaces were labeled as described
previously (32), using 3% DDM instead of 1% Nonidet P-40 for parasite
lysis. Protein samples were fractionated by SDS-PAGE under standard
conditions and then electrotransferred onto Immobilon P membranes
(Millipore, Bedford, MA). Immunodetection was performed using
1:5,000 polyclonal anti-GFP or 1:3,000 polyclonal anti-LRos3 (LRos3 is a
PM protein) (32), respectively, in PBS plus 0.01% Tween 20 and 0.1%
bovine serum albumin (BSA). Control of PM integrity was determined by
immunodetection with monoclonal anti-a-tubulin antibody (Sigma-Al-
drich) at 1:5,000. After washing, membranes were incubated with horse-
radish peroxidase-conjugated secondary goat anti-rabbit (1:5,000) im-
munoglobulin G (Dako, Barcelona, Spain) for GFP and LRos3, and rabbit
anti-mouse (1:5,000) immunoglobulin G (Dako) for a-tubulin. Signals
were detected using the enhanced chemiluminescence (ECL) substrate
(Pierce).

Coimmunoprecipitation assays. Leishmania promastigotes (8 X 107)
expressing 3FLAG-ABCI4 and both 3FLAG- and GFP-ABCI4 chimeric
proteins were washed with PBS, resuspended in 1 ml of lysis buffer, and
disrupted for 45 min in a prechilled, high-pressure cavitator (Ashcroft,
USA) connected to a compressed nitrogen cylinder at 100 bar pressure.
The parasite lysates were centrifuged at 1,000 X g to eliminate cell debris;
the supernatant was then centrifuged at 100,000 X g and 4°C for 1 h to
obtain parasite membrane-enriched fractions. The pellets obtained were
solubilized in 550 wl of lysis buffer supplemented with 2.5% DDM, and
the resulting solution clarified by centrifugation at 100,000 X gat 4°C for
30 min. Supernatants were incubated with magnetic beads covalently
bound to anti-GFP for 24 h at 4°C. After incubation, the magnetic beads
were washed three times with lysis buffer supplemented with 0.05% DDM
and eluted with Laemmli buffer. Samples were fractionated by SDS-PAGE
under standard conditions and then electrotransferred onto Immobilon P
membranes (Millipore, Bedford, MA). Immunodetection was performed
using 1:5,000 polyclonal anti-GFP or 1:2,000 polyclonal anti-FLAG
(Pierce), respectively, in wash solution (PBS plus 0.01% Tween 20 and
0.1% BSA). Membranes were incubated with horseradish peroxidase-
conjugated secondary goat anti-rabbit (1:5,000) immunoglobulin G
(Dako), and signals were detected using the ECL substrate (Pierce).

Antimony accumulation and efflux by ICP-MS. Promastigotes (10%
per ml) were incubated with 100 wM Sb(III) in M-199 culture medium for
different time points at 28°C and then centrifuged, and the resultant pellet
stored at —80°C until measurement of antimony accumulation as de-
scribed previously (7). To determine antimony efflux, the different lines
were incubated with compensated Sb(III) concentrations (100 wM for
pXG and ABCI4*M lines and 200 wM for ABCI4 line) in culture medium
at 28°C for 1 h to allow a similar labeling in the Leishmania lines. The
parasites were then washed with PBS, resuspended in culture medium at
28°C, and pelleted at different time points. The cell pellet was dissolved in
200 pl of concentrated nitric acid for 24 h at room temperature. The
sample was diluted to 3 ml with distilled water and then injected into an
inductively coupled plasma mass spectrometer (ICP-MS; Perkin-Elmer)
for quantitation.

Cadmium accumulation and efflux. Cadmium (Cd(II)) accumula-
tion assays were performed using the fluorimetric dye Leadmium Green
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(Invitrogen), as described previously for mammalian cells (33). Thus,
promastigotes (107) were incubated with 100 wM Cd(II) in saline buffer
(21 mM HEPES, 137 mM NaCl, 5 mM KCl, 6 mM glucose; pH 7) for
different time points at 28°C. The parasites were then pelleted and washed
twice with saline buffer. Sample fluorescence was measured using an In-
finite F200 luminescence system (Tecan Austria GmbH). To determine
Cd(II) efflux, pXG and ABCI4 lines were incubated with compensated
concentrations of the metal (100 and 175 pM, respectively), according to
the results obtained in the accumulation experiments. After incubation
for 1 h, parasites were centrifuged, washed twice with saline buffer, and
then resuspended in the same buffer. The fluorescence retained was mea-
sured at different time points as described above.

Zinc-mesoporphyrin accumulation and efflux. Promastigotes in
their logarithmic phase were washed and resuspended in HPMI medium
(120 mM NaCl, 5 mM KCI, 400 uM MgCl,, 40 M CaCl,, 10 mM HEPES,
10 mM NaHCOj3, 10 mM glucose, 5 mM Na,HPO,) at a final concentra-
tion of 5 X 107 promastigotes/ml. The parasites were then incubated with
10 pM zinc-mesoporphyrin (ZnMP) at 28°C for 10 min and washed with
PBS buffer plus 5% BSA. Finally, the parasites were fixed with 2% para-
formaldehyde in PBS, and the fluorescence retained was measured by flow
cytometry (excitation at 405 nm and emission at between 575 and 585
nm) using a FacsAria Cell Sorter III (Becton Dickinson, San Jose, CA). To
determine the ZnMP efflux, the Leishmania control line (pXG) and
ABCI4*M were loaded with 10 wM ZnMP, whereas the Leishmania line
overexpressing ABCI4 was loaded with 20 wM in order to allow for a
similar labeling in HPMI medium at 28°C. The parasites were subse-
quently washed with PBS, and efflux was measured by determination of
the fluorescence retained at different time points by flow cytometry as
described above.

Pheophorbide A accumulation and efflux. Determination of the ac-
cumulation and efflux of pheophorbide A, a phototoxic porphyrin catab-
olite of chlorophyll, was performed as described previously (34), with
some modifications. Briefly, parasites (107) were resuspended in 1 ml of
HPMI medium and incubated with 10 wM pheophorbide A for 30 min at
28°C. The parasites were them washed with PBS buffer and the fluores-
cence retained measured by flow cytometry using a FACScan flow cytom-
eter (Becton Dickinson). For pheophorbide A efflux, after incubation
with 10 pM pheophorbide A, the parasites were washed with PBS and
resuspended in HPMI medium for 60 min at 28°C. The fluorescence re-
tained was measured as described above.

Determination of nonprotein thiol. Intracellular nonprotein thiol
levels were measured by flow cytometry using CellTracker, as described
previously (35). Thiol effluxed to the culture medium was determined
using the thiol fluorescent detection reagent ThioStar (Luminos, Ann
Arbor, MI) (36). Thus, parasites (10%) were incubated with 100 wM
Sb(III) for 1 hin 1 ml of HBS buffer (21 mM HEPES, 0.7 mM Na,HPO,,
137 mM NaCl, 5 mM KCl, and 6 mM glucose, pH 7), washed twice with
PBS buffer and then resuspended again in Sb(III)-free HBS buffer. Para-
sites were collected at different time points, and both the supernatants and
the pellets obtained were treated with 12% trichloroacetic acid at 4°C for
30 min to deproteinize and then centrifuged at 13,000 X g. The superna-
tants were diluted with HBS buffer to reduce the trichloroacetic acid con-
centration to 2% and were then transferred to a 96-well microplate and
incubated with 3 pg of ThioStar/ml for 1 h at room temperature. Sample
fluorescence (excitation, 380 nm; emission, 510 nm) was measured using
an Infinite F200 luminescence system (Tecan Austria GmbH). Different
GSH concentrations were used as a control of the thiol concentration
dependence signal of ThioStar.

Measurement of ATP and mitochondrial membrane potential
(AW, ). ATP was measured using a CellTiter-Glo luminescence assay,
which generates a luminescent signal proportional to the amount of ATP
present, as described previously (28). AW, was measured by flow cytom-
etry using the JC-1 fluorescent marker. Depolarization of AW is indi-
cated by a reduced accumulation of the dye and a shift from red to green,
with a corresponding decrease in the red/green fluorescence ratio. The
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parasites (4 X 10° promastigotes/ml) were incubated with 100 uM Sb(I1I)
for different time points at 28°C in HBS buffer and then washed twice,
resuspended in PBS, and further incubated at 28°C with 5 uM JC-1 for 10
min in HBS buffer. Cellular fluorescence was quantified by calculating the
ratio between FL2 and FL1 using a FACScan flow cytometer (Becton Dick-
inson). Parasites fully depolarized by incubation in 10 wM FCCP for 10
min at 28°C were used as controls.

Measurement of ROS production. The generation of intracellular
ROS was measured in parasites exposed to increasing concentrations of
Sb(III) for 48 h using the cell-permeant H,DCFDA and MitoSOX Red
probes, as described previously (37). The fluorescence retained was mea-
sured by flow cytometry using a FACScan flow cytometer (Becton Dick-
inson).

Statistical analysis. Statistical comparisons between groups were per-
formed using Student ¢ test. Differences were considered significant at a
level of P < 0.05.

RESULTS

Sequence features of ABCI4 and generation of a Leishimania line
expressing an inactive version of the protein. The present study
focuses on characterization of the ABCI4 gene (GeneDB L. major,
accession code LmjF.33.3260) from chromosome 33, and grouped
as “others” according to the recently proposed classification (15).
ABCI4 codes for a 949-amino-acid protein, with a predicted mo-
lecular mass of ~103 kDa. ABCI4 shares a significant percentage
amino acid identity just in the NBD with other Leishmania ABC
transporters of ca. 30% for the ABCB subfamily. In addition, a
similar percent amino acid identity in the NBD domain was ob-
served with other eukaryotic ABC transporters, as for human
ABCB6 and ABCB7 transporters.

Hydrophobicity plots of ABCI4 using the programs TMpred
(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html) and
MEMSAT-SVM  (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ [data not
shown]) showed the expected topology for an ABC half-trans-
porter, with a hydrophilic region, which bears the highly con-
served motifs of ABC transporters (NBD) at the COOH terminus,
and a hydrophobic region (TMD), containing six putative trans-
membrane segments at the NH, terminus.

The dimerization requirement for ABC half-transporters to
become functional led us to test a dominant-negative approach
to downregulate ABCI4 function, as recently described for
Leishmania LABCG5 and LABCG2 (38). To this end, we first
mutated the lysine residue inside the Walker A motif in ABCI4
(742 position), which is known to be critical for ATP hydrolysis
in ABC transporters (38, 39), to a methionine (K742M). The
expression of other ABCG half-transporters with a similar K/M
substitution produces a dominant-negative inhibition in the
wild-type transporters (38, 40). The resulting construct was
transfected into L. major and the expression of ABCI4*"**M
(ABCI4*™) as well as other Leishmania lines overexpressing
ABCI4 was verified by reverse transcription-PCR (RT-PCR)
(see Fig. S1 in the supplemental material). In contrast to the
phenotype observed after LABCG5"'™ expression (38), para-
sites transfected with ABCI4*"™ grew at normal rates (data not
shown).

Localization of ABCI4 in mitochondria and PM using confo-
cal microscopy and biotinylation assay. To ascertain the subcel-
lular localization of ABCI4, we fused ABCI4 and ABCI4*™ with
an N-terminal GFP tag. These constructs were transfected into L.
major promastigotes and overexpression of the corresponding
proteins determined by Western blot analysis of whole parasite
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FIG 1 ABCI4 localizes to the mitochondria and PM of Leishmania parasites.
(A) Confocal microscopy images of L. major stationary promastigotes trans-
fected with GFP-ABCIA4. (a) Nomarski image. (b) Green fluorescence associ-
ated with the GFP-ABCIA4 fusion protein. (c) Red fluorescence associated with
parasites incubated at 28°C with 50 nM MitoTracker Red for 30 min. (d) The
merged image indicates colocalization (yellow) of ABCI4 with the mitochon-
drial probe. The figure illustrates a representative parasite from a total popu-
lation of parasites with a similar fluorescence pattern. The arrow indicates the
localization of ABCI4 in the PM. (B) ABCI4 expression levels in the PM mem-
brane by surface biotinylation. Biotinylated proteins from the promastigote
surface were analyzed by immunoblotting with anti-GFP, anti-LRos3, and
anti-a-tubulin antibodies as described in Materials and Methods. Western
blot assays representative of at least three independent experiments are shown.
(C) Coimmunoprecipitation experiments demonstrate that ABCI4 forms ho-
modimers. The solubilized membrane-enriched fraction of Leishmania para-
sites (a and b) overexpressing 3X FLAG-ABCI4 (lane 1) and 3XFLAG-ABCI4
and GFP-ABCI4 (lane 2) was incubated with magnetic beads covalently bound
to anti-GFP. After incubation, the magnetic beads were washed, eluted and
analyzed by immunoblotting (cand d). The positions of molecular mass mark-
ers (in kilodaltons) are indicated on the left.

lysates. As expected, a band corresponding to GFP-ABCI4 was
observed at ~130 kDa (see Fig. S2 in the supplemental material).
Fluorescence microscopy studies showed that GFP-ABCI4 mainly
colocalizes with the mitochondrial marker MitoTracker (Fig. 1A).
In addition, the protein that localizes at the PM of the parasite was
observed, although with a lower fluorescence intensity (Fig. 1A).
The localization pattern of the protein did not change when GFP-
ABCI4"™ was expressed in Leishmania parasites (data not
shown). Despite several attempts, we were unable to obtain para-
sites expressing GFP-tagged ABCI4 at the COOH terminus, thus
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TABLE 1 Drug resistance profile in L. major lines®

Antimony Transport by ABCI4 in Leishmania

Mean EC,, (uM) =+ SD [RI]”

ABCI4

ABCI4™M

Drug pXG

Promastigote
Sh(IIT) 20.87 *+ 1.80
As(IIT) 2,62 * 0.69
Amphotericin B 0.14 = 0.01
Miltefosine 20.08 = 1.30
Paromomycin 25.36 = 2.36
Tafenoquine 4.98 +0.20
Sitamaquine 11.52 + 1.23
Primaquine 3.69 £ 0.37
Chloroquine 2.82+0.23
Ketoconazole 47.30 * 3.56
Daunomycin 9.09 = 0.36
Mefloquine 0.65 = 0.03
Quinine 25.11 * 1.45
ZPP* 4.35 + 0.67
Pheophorbide A° 10.01 = 0.15

Amastigote
Sb(III) 5.73 £ 0.41
Pentostam [Sb(V)] 28.06 = 1.98

53.74 + 3.35 [2.6]*
5.14 + 0.50 [2.0]*
0.11 = 0.01 [0.8]
16.39 = 1.12 [0.8]
27.54 + 321 [1.1]
4.90 + 0.16 [1.0]
11.72 = 1.52 [1.1]
4.14 + 0.65 [1.1]
2.32 +0.14 [0.8]
45.07 + 4.89 [1.0]
9.54 + 0.23 [1.1]
0.66 = 0.05 [1.0]
33.23 + 3.60 [1.3]
10.12 = 0.23 [2.1]*
8.61 = 0.53 [0.9]

14.97 = 1.23 [2.6]*
53.09 + 2.34 [1.9]*

21.16 *+ 3.60 [1.0]
1.97 * 0.36 [0.8]
0.09 = 0.01 [0.6]
20.79 *+ 0.60 [1.0]
26.31 + 0.97 [1.0]
3.47 +0.28 [0.7]
11.09 = 0.98 [1.0]
2.27 +0.24 [0.6]
1.88 * 0.21 [0.7]
39.72 + 2.23 [0.8]
9.71 + 0.36 [1.1]
0.62 = 0.08 [1.0]
22.46 + 2.14 [0.9]
4.85+0.16 [1.1]
8.90 = 0.66 [0.9]

6.45 + 0.12 [1.1]
28.16 =+ 2.30 [1.0]

@ Promastigotes were grown as described in Materials and Methods for 72 h at 28°C in the presence of increasing concentrations of drugs. Cell viability was determined by using an
MTT-based assay. On the other hand, intracellular amastigotes L. major lines were obtained after infection of mouse peritoneal macrophages with the different promastigote lines
using a macrophage/parasite ratio of 1:10. After 72 h, drug activity was determined from the percentage of infected cells and the number of amastigotes by cells in drug-treated
cultures versus nontreated cultures. The infection was determined by DAPI staining in 200 macrophages/well. Significant differences were determined by using the Student ¢ test (*,

P <0.01).

b Resistance indexes (RI) were calculated by dividing the ECs,, for Leishmania line overexpressing ABCI4 or ABCI4*'M by that for Leishmania line control (pXG). Data are means

from three independent experiments.

¢ Cell densities were measured with an electronic particle counter (Coulter Electronics, United Kingdom) and by direct counting with a hemocytometer.

suggesting that the C-terminal region is critical for maintaining
ABCI4 stability. We also determined that ABCI4 is localized to
mitochondria and PM using a FLAG-tagged ABCI4 (data not
shown). Overall, these studies suggest that ABCI4 has a dual lo-
calization in both mitochondria and the PM of Leishmania.

Surface biotinylation experiments showed that GFP-ABCI4 lo-
calizes at the PM (Fig. 1B). ABCI4 was detected in the fraction
eluted from streptavidin beads by immunoblotting with anti-GFP
(Fig. 1B). LRos3, which is known to be present at the PM of Leish-
mania parasites (41), was used as a positive control (Fig. 1B).
Furthermore, no immunoreactive bands were detected after im-
munoblotting of biotinylated proteins against anti-a-tubulin
(Fig. 1B). This control confirms that the labeling reagent did not
penetrate the PM, thereby demonstrating the specificity of the
biotinylation procedure.

The dimerization requirement for ABC half-transporters to
become functional led us to determine whether ABCI4 forms ho-
modimers or heterodimers to be functionally active. The coim-
munoprecipitation assay was performed using parasites coex-
pressing GFP- and 3XFLAG-ABCI4, and the proteins bound to
magnetic bead anti-GFP fractions were visualized by immuno-
blotting with anti-GFP and anti-FLAG antibodies. Western blot
analysis showed that anti-FLAG and anti-GFP antibodies detected
a specific band of the expected size for tagged-ABCI4 in parasites
overexpressing 3XFLAG-ABCI4 and coexpressing 3XFLAG-
ABCI4 and GFP-ABCI4 (Fig. 1Ca and b). The coimmunoprecipi-
tation assays revealed that anti-FLAG antibody only detected a
specific band only in the eluted fraction of parasites coexpressing
3XFLAG-ABCI4 and GFP-ABCI4 after incubation of the solubi-
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lized membrane-enriched fraction with magnetic beads cova-
lently bound to anti-GFP (Fig. 1Cc), thus suggesting that ABCI4
forms homodimers.

Overexpression of ABCI4 confers resistance to metal ions,
antimonials, and toxic porphyrins in Leishmania. Since several
ABC transporters have been implicated in drug resistance in Leish-
mania (10-13), we analyzed whether overexpression of ABCI4
could confer resistance against several compounds. Different un-
related antileishmanial drugs and other unrelated compounds
with potential use as antiprotozoal drugs, including Sb(III), am-
photericin B, miltefosine, paromomycin, aminoquinolines (sita-
maquine, tafenoquine, chloroquine, mefloquine, and prima-
quine), quinine, azoles (ketoconazole), daunomycin, and As(III),
were tested (Table 1). Parasites overexpressing ABCI4 were ~2-
fold more resistant to Sb(III) and As(III) than the control (para-
sites transfected with the empty vector pXG). These results suggest
that metal ions are possible substrates for ABCI4 (Table 1). Fur-
ther analysis showed that overexpression of ABCI4 conferred re-
sistance to the metal ions Cd(II) and Pb(II) but did not affect the
susceptibility to Cu(Il), Zn(II), Co(II), and Mn(II) (Table 2).
These results suggest that some heavy metals, mainly Sb(III), are
putative ABCI4 substrates. The above results were validated in a
second transfection event with ABCI4 (Table 2). Promastigotes
overexpressing GFP-ABCI4 showed similar behavior to parasites
overexpressing untagged ABCI4, thus showing that tagging at the
NH, terminus did not interfere with the functionality of ABCI4
(Table 2). In addition, the cross-resistance profile obtained in
Leishmania promastigotes overexpressing ABCI4*'™ was similar
to that for control parasites (Tables 1 and 2). To verify that the
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TABLE 2 Heavy metal sensitivity in L. major promastigote lines”

Mean ECy, (uM) *+ SD [RI]”

Metal pXG ABCI4* 2-ABCI4? ABCldrev GFP-ABCI4° 3FLAG-ABCI4 ABCI4¥M

Sb(III) 20.87 = 1.80  53.74 = 3.35 [2.6]* 40.61 = 3.46 [2.0]* 21.92 + 0.36 [1.0] 63.46 = 2.12 [3.0]* 50.75 * 1.32 [2.5]* 21.16 =+ 3.60 [1.0]
As(I)  2.62 * 0.69 5.14 + 0.50 [2.0]* 497 +0.19 [1.9]* 2.86 + 0.27 [1.0] 5.76 = 0.47 [2.2]* 5.06 + 0.37 [2.0]*  1.97 = 0.36 [0.8]
CA(II) 4236 +4.12  82.55 + 8.84 [2.0]* 40.96 * 2.30 [1.0]
Pb(I) 825.54 * 2536 1,321.22 = 52.14 [1.6]* 826.15 = 38.50 [1.0]
Cu(Il) 164.31 * 545 221.73 = 4.73 [1.4] 162.63 * 4.50 [1.0]
Zn(Il) 590.04 + 0.50  728.95 = 1.43 [1.2] 555.43 + 12.60 [0.9]
Co(Il) 3533 +1.23  35.89 + 1.57 [1.0] 38.20 + 2.01 [1.1]
Mn(I) 3027 +2.96  32.68 + 1.25[1.1] 32.13 + 2.63 [1.1]

“ Parasites were grown as described in Materials and Methods for 72 h at 28°C in the presence of increasing concentrations of drugs. Cell viability was determined using an MTT-
based assay. Significant differences were determined by using the Student ¢ test (*, P < 0.01).

b Resistance indexes (RI) were calculated by dividing the ECsy, for Leishmania lines overexpressing ABCI4, GFP-ABCI4, 3FLAG-ABCI4, ABCI4*M, or reverted line (ABCI4rev) by
that for Leishmania control line (pXG). Data are means from three independent experiments.

¢ First ABCI4 transfection event in L. major.
9 Second ABCIA4 transfection event in L. major.
¢ L. major overexpressing ABCI4 fused to GFP in the N-terminal position.

FL. major overexpressing ABCI4 fused to 3XFLAG epitope tag in the N-terminal position.

resistance to some heavy metals observed in parasites overexpress-
ing ABCI4 was due to overexpression of the ABC transporter,
ABCI4 parasites were cured for the plasmid pXG-Hyg (reverted
line, ABCl4rev) by culturing the parasites in the absence of plas-
mid drug selection pressure for 1 month. This reverted line
showed a similar resistance to some heavy metals as the control
(pXG) Leishmania line (Table 2). In addition, parasites coexpress-
ing ABCI4-ABCI4*™ showed similar Sb(III) sensitivity to the
controls (see Fig. S3 in the supplemental material). This finding
indicates that the mutated version of the transporter binds and
inhibits ABCI4 activity and also suggests a low basal expression
level of this transporter in wild-type parasites.

The Sb(III) resistance shown by the promastigote forms of
Leishmania was maintained in intracellular amastigotes obtained
after infection of mouse peritoneal macrophages (Table 1). Fur-
thermore, amastigotes overexpressing ABCI4 were also resistant
to Pentostam, a leishmanicidal drug containing pentavalent anti-
mony, which is reduced to Sb(III) in the amastigote forms. These
findings indicated that the resistance indices to antimonials in the
intracellular amastigotes overexpressing ABCI4 were very similar
to those observed in their promastigote counterparts (Tables 1
and 2).

As far as the mitochondrial localization of ABCI4 and the pos-
sibility of its involvement in heme transport is concerned, as de-
scribed for other ABC transporters, we determined whether por-
phyrins are a substrate for ABCI4, and consequently, whether the
overexpression of ABCI4 confers resistance to some toxic porphy-
rins such as zinc-protoporphyrin (ZPP), a validated heme analog,
and pheophorbide A, which is structurally related to protopor-
phyrins. As can be seen from Table 1, ABCI4 overexpression
ABCI4 confers a significant resistance to ZPP (2-fold) but not to
pheophorbide A. The mutant ABCI4*"™ showed the same sensi-
tivity levels as observed in control parasites.

Reduction in the accumulation of Sb(III), Cd(II) and por-
phyrins due to an increased efflux in L. major overexpressing
ABCIA4. To corroborate that ABCI4 has Sb(III) and Cd(II) as po-
tential substrates, the intracellular accumulation of these metal
ions was measured in L. major lines as a function of time by
ICP-MS and using the fluorimetric dye Leadmium Green, respec-
tively. Accumulation of Sb(III) and Cd(II) was found to be time-
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dependent (Fig. 2A), with parasites overexpressing ABCI4 accu-
mulating 52% of the Sb(III) and 63% of the Cd(II) of control
parasites at the final incubation time (Fig. 2A). The lower Sb(III)
accumulation could explain the resistance to antimonials ob-
served in parasites overexpressing the ABCI4 transporter. To de-
termine whether the reduced level of accumulation of heavy met-
alsin the resistant parasites was due to an increased efflux, L. major
lines were loaded under conditions that yielded similar amounts
of intracellular compounds and the amount of heavy metals re-
tained in the parasites measured at different time points. The ef-
flux of Sb(IIT) and Cd(II) was found to be time-dependent in the
Leishmania lines (Fig. 2A) and was faster for parasites overex-
pressing ABCI4, thus confirming that the differences in Sb(III)
and Cd(IT) accumulation are due to an increased ABCI4-mediated
efflux activity.

We also determined accumulation of the fluorescent zinc-
mesoporphyrin (ZnMP), as a validated heme analog, and found
that Leishmania parasites overexpressing ABCI4 present a lower
accumulation of ZnMP (2.1-fold) than controls (Fig. 2B) due to a
significant efflux (Fig. 2B). Parasites overexpressing ABCI4"/™
present a similar accumulation and efflux to control parasites (Fig.
2B). In contrast, the accumulation/efflux of pheophorbide A did
not differ between the Leishmania lines (data not shown), thus
supporting the sensitivity studies and suggesting that pheophor-
bide A does not interact with ABCI4.

Involvement of thiol in ABCI4-mediated drug resistance. An
increase in thiol levels has been considered to be one of the main
detoxification mechanisms observed in Leishmania lines selected
for resistance to Sb(III) (23). In light of this, we determined the
drug sensitivity profile for L. major lines overexpressing ABCI4 in
the presence of BSO (a y-glutamylcysteine synthetase inhibitor).
After incubation with BSO (3 mM) for 48 h, Leishmania parasites
presented a decrease in thiol levels, as measured by flow cytometry
using CellTracker (data not shown). The drug sensitivity profile
for Leishmania lines treated with BSO showed a significant de-
crease in the ECyys for Sb(III) and Cd(II), with higher rates in
parasites overexpressing ABCI4 than ABCI4*™ or control (Table
3). Consequently, the Sb(III) and Cd(II) resistance of L. major
overexpressing ABCI4 is associated with the thiol levels in the
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FIG 2 Time-dependent accumulation and efflux of Sb(III), Cd(II), and ZnMP in Leishmania lines. (A) L. major pXG (control; ®), overexpressing ABCI4 (H)
and ABCI4*™ (A) were incubated with 100 uM Sb(III) (upper left graphic) or Cd(II) (upper right graphic), and samples were taken at different time points as
described in Materials and Methods. Antimony accumulation was measured by ICP-MS. For Cd(II) accumulation, samples were taken at different time points,
mixed with Leadmium Green, and the fluorescence determined (upper right graphic) as described in Materials and Methods. The efflux assay was performed after
incubation of Leishmania lines with compensated concentrations of Sb(III) (lower left graphic) or Cd(II) (lower right graphic) for 1 h to ensure similar labeling
in the different lines. The parasites were then washed and resuspended in PBS buffer without Sb(III) or Cd(II) and pelleted at different time points. (B)
Promastigotes of L. major lines pXG (control; black histogram), ABCI4 (gray histogram), and ABCI4*™ (white histogram) were incubated with 10 .M ZnMP
for 10 min at 28°C, as described in Materials and Methods (left graphic). Relative fluorescence units (RFU). The efflux assay was performed in L. major lines
loaded with different compensated ZnMP concentrations in order to ensure similar labeling, as described in Materials and Methods (right graphic). In both
graphics, the accumulated fluorescence at different time points was measured by flow cytometry using a FacsAria Cell Sorter III. The data are the means * the
SD of three independent experiments. Significant differences versus the control line were determined by using the Student ¢ test (*, P < 0.01).

parasites, probably due to the ability of the transporter to efflux
thiol-conjugated complexes.

Since both conjugation and extrusion of thiol adducts of
Sb(II) are required for resistance to antimonials (23), we ana-
lyzed the non-protein thiol efflux in L. major lines using ThioStar.
In the presence of Sb(III), L. major lines overexpressing ABCI4
showed significantly higher thiol efflux levels than control and
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mutant lines (Fig. 3A). As expected, no differences in thiol efflux
levels were observed in the absence of Sb(III) (Fig. 3B). However,
we found that in parasites overexpressing ABCI4, the efflux of
ZnMP in Leishmania lines is not thiol-dependent (data not
shown). As a result, we suggest that ABCI4 confers resistance to
Sb(III) via an efflux of Sb(IIT)-thiol complex and that this trans-
porter could be considered to be a potential thiol-X-pump.
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TABLE 3 Metal sensitivity profile of L. major lines in the presence of
BSO*

Mean ECs, (M) = SD [ECy, decrease]”

Compound  pXG ABCI4 ABCI4*M

Sb(III) 20.87 = 1.80 53.74 = 3.35 21.16 = 3.60
Sb(IIT) + BSO* 9.28 = 0.48 [2.2]* 15.30 £ 1.23 [3.6]* 11.48 £ 0.96 [1.9]*
Cd(I1) 42.36 £ 4.12 82.55 + 8.84 40.96 £ 2.30

Cd(II) + BSO  6.30 + 0.23 [6.7]* 6.85 * 0.45 [13.7]* 6.36 = 0.37 [6.4]*

7 Parasites were grown as described in Materials and Methods for 72 h at 28°C in the
presence of increasing concentrations of drugs. Cell viability was determined by using
an MTT-based assay. Data are means from three independent experiments. Significant
differences were determined by the Student ¢ test (¥, P < 0.01).

b The ECs, decrease, indicated between brackets, was calculated by dividing the ECss
after metal treatment by that for metal plus BSO in each Leishmania line.

¢3 mM BSO (a y-glutamylcysteine synthetase inhibitor) was added to the culture
medium 48 h before the sensitivity experiment.

ATP and AWm levels in Leishmania lines overexpressing
ABCIA4. It has previously been reported that antimony induces
mitochondrial dysfunction in Leishmania, as demonstrated by a
decrease in AW'm and ATP loss (41). As a result, we determined
whether ABCI4 overexpression confers a protective effect against
antimony-induced mitochondrial dysfunction in Leishmania par-
asites. A decrease in AW'm was observed within the first 360 min
post-Sb(III) exposure in both control and ABCI4*™ lines (Fig.
4A); however, AWm was altered to a lesser extent after Sb(III)
exposure in parasites overexpressing ABCI4 (Fig. 4A).

Since AW, is essential for mitochondrial ATP synthesis, its
variation with Sb(III) exposure was monitored in Leishmania
lines. Thus, although a progressive decrease in ATP levels was
observed after Sb(III) treatment (Fig. 4B), parasites overexpress-
ing ABCI4 maintained significantly higher ATP values than con-
trol and ABCI4*™ parasites (Fig. 4B). The above data therefore
provide clear evidence for the ability of ABCI4 to protect against
the mitochondrial toxicity of antimony as manifested by the
maintenance of A¥m and ATP levels, probably through reduc-
tion of antimony accumulation.

ROS production induced by Sb(III) exposure in Leishmania
lines. The decrease of AW induced in Leishmania by a variety of
drug treatments, including antimonials (42), has been associated
with ROS production, which induces damage to the components
of the electron transport chain, disrupts mitochondrial function,
decreases cellular ATP levels, and produces cell death. We there-
fore explored the ability of ABCI4 to protect parasites from ROS
production after treatment with Sb(III). ROS levels were mea-
sured using the cell-permeable probes H,DCFDA and MitoSOX
Red, the latter of which selectively targets mitochondria. After
treatment with Sb(III) for 48 h, it was observed that ROS genera-
tion increased significantly with Sb(III) concentration, in a time-
dependent manner, at both cytosolic and mitochondrial levels
(Fig. 4C and D). The results showed that Leishmania line overex-
pressing ABCI4 generated lower ROS levels than control and mu-
tant lines (Fig. 4C and D), probably due to a decreased intracellu-
lar accumulation of Sb(III). Remarkably, ROS generation
occurred 48 h after treatment with Sb(III), whereas a marked de-
crease in AWm was observed at 60 min (Fig. 4A), thus showing
that the Sb(III)-induced ROS increase is a postmitochondrial
event that is significantly reduced by ABCI4 overexpression.

Infectivity and surveillance of Leishmania lines in mouse
peritoneal macrophages. We analyzed whether ABCI4 overex-
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pression confers an advantage in terms of the survival ability of
intracellular amastigotes of Leishmania. Specifically, we deter-
mined the capacity of Leishmania lines to maintain their infectiv-
ity and intracellular replication in mouse peritoneal macrophages
after 72 h postinfection, as a measure of the ability to resist stress
conditions encountered inside the host mammalian cells. Thus,
mouse peritoneal macrophages were infected and the infection
index evaluated at 24 and 72 h postinfection to assess their infec-
tivity and the mean number of amastigotes per infected macro-
phage. In the early stages of infection (24 h postinfection), the
different Leishmania lines showed a similar percentage of infec-
tion in macrophages (Fig. 5A); similarly, no statistically significant
differences were observed in the percentage of infection after 72 h
of infection (Fig. 5A). In addition, the study of the ability of intra-
cellular amastigotes to replicate inside the host peritoneal macro-
phages showed an increased replication of Leishmania lines over-
expressing ABCI4 versus control and ABCI4*/™ parasites after 72
h of infection (Fig. 5B). Consequently, these results lead to the
conclusion that Leishmania lines overexpressing ABCI4 are better
able to survival inside host mammalian cells than the other Leish-
mania lines, although the impact of ABCI4 overexpression on the
biological fitness of these parasites still needs to be explored.
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FIG 3 Nonprotein thiol efflux in Leishmania lines. L. major lines pXG (con-
trol; @), ABCI4 (M), and ABCI4*"™ (A) were incubated with (A) or without
(B) 100 M Sb(III) for 1 h. The promastigotes were then washed with PBS, and
the supernatants processed at different time points, as described in Materials
and Methods. Sample fluorescence (excitation, 380 nm; emission, 510 nm)
was collected using an Infinite F200 luminescence system (Tecan Austria
GmbH) and expressed as relative fluorescence units (RFU). The data are the
means * the standard deviation (SD) of three independent experiments. Sig-
nificant differences versus the control line (*, P < 0.01) were determined by
using the Student £ test.
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FIG 4 Changes of A¥m, ATP, and ROS generation in Leishmania lines exposed to Sb(III). L. major lines pXG (control; black histograms), ABCI4 (gray
histograms), and ABCI4*™ (white histograms) were preincubated with 100 WM Sb(III) for different times (30, 60, 120, 240, and 360 min) and then incubated
with 5 wM JC1 for 10 min for AWm determination (A) or mixed with the same volume of CellTiter-Glo (Promega) for ATP measurement (B), as described in
Materials and Methods. The FL2/FL1 fluorescence ratio was measured by flow cytometric analysis. Parasites were pretreated with 10 wM FCCP for depolarization
control. Intracellular ROS levels were measured using the fluorescent probes H,DCFDA (C) and MitoSOX Red (D). L. major lines pXG (controls; ) and
overexpressing ABCI4 (M) and ABCI4*/™ (A) were incubated with different concentrations of Sb(III), as described in Materials and Methods. (C) After Sb(III)
treatment, parasites were incubated with 40 nM H,DCFDA for 30 min at 28°C. (D) Prior to the addition of Sb(III), parasites were incubated with 5 uM MitoSOX
for 2 h at 28°C. The fluorescence intensity was determined by flow cytometric analysis and expressed as relative fluorescence units (RFU). The data are the means
+ the SD of at least three independent experiments. Significant differences versus the control line were determined by using the Student ¢ test (¥, P < 0.01).

DISCUSSION

ABC transporters are one of the most intriguing protein families
and are of considerable medical significance. However, although
eight subfamilies (ABCA to ABCH) (25) have been identified
since the first ABC transporter, which is involved in drug resis-
tance, was described in Leishmania (43), only a limited amount of
information regarding the functionality of these proteins has been
obtained, mainly as regards drug resistance and lipid/heme traf-
ficking (17, 38). In addition, the family of ABC transporters in
Leishmania contains an unclassified group of proteins termed as
“others” that includes four different transporters with no homol-
ogy with other eukaryotic ABC proteins, but with orthologues in
Trypanosoma brucei and Trypanosoma cruzi (15). We are inter-
ested in the functional characterization of this divergent and un-
classified group of transporters specific to trypanosomatids and
absent in eukaryotic cells. The group “others” includes four dif-
ferent genes, which we have named ABCII (LmjF12.1190), ABCI2
(LmjF32.2060), ABCI3 (LmjF33.3040), and ABCI4 (LmjF33.3260),
all of which code for half-transporters with a variable topological
disposition of the NBD and TMD but with a common requirement to
form homo-/heterodimers in order to be functionally active proteins.

We describe here the characterization of ABCI4, a new Leish-
mania ABC half-transporter with an unusual structure bearing the
highly conserved NBD at the COOH terminus and TMD at the
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NH, terminus. Coimmunoprecipitation experiments suggest that
ABCI4 homodimerizes, although we cannot discard the possibil-
ity that it forms heterodimers.

We have determined that ABCI4 has a dual localization in both
mitochondria and the PM of Leishmania. Somewhat surprisingly,
a similar dual localization has previously been described for hu-
man ABCB6, which localizes in both the mitochondria and the
PM, thereby contributing to a decreased cellular accumulation of
pheophorbide A and hemin (44). Similarly, human ABCG2 has
been reported to be distributed in both the PM and in intracellular
organelles, including mitochondria, where it regulates ALA-me-
diated protoporphyrin IX levels via export from mitochondria to
the cytosol (45).

We decided to investigate the functionality of ABCI4 by study-
ing the overexpression of this transporter in Leishmania parasites.
Interestingly, we found evidence for the antimony transport ac-
tivity of ABCI4 in Leishmania. Thus, parasites overexpressing
ABCI4 were found to be resistant to antimony as well as to other
metal ions such as As(III), Cd(II), and Pb(II), suggesting that
heavy metals are potential substrates for this transporter.

In addition, ABCI4 overexpression confers resistance to ZPP, a
validated fluorescent heme analog transported by ABCG2 (46).
Similarly, the resistance to antimonials [Sb(III)] was found to be
due to a lower accumulation as a consequence of an increased
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FIG 5 Infectivity and surveillance of Leishmania lines in mouse peritoneal
macrophages. Infection of mouse peritoneal macrophages with stationary
wild-type (WT), pXG (control), ABCI4, ABCI4*™, and reverted (ABCl4rev)
Leishmania lines using a macrophage/parasite ratio of 1:5 was performed as
described in Materials and Methods. The percentage of infected macrophages
(A) and the mean number of parasites per macrophage (B) were determined 24
h (black histograms) and 72 h (gray histograms) postinfection. The data are
the means = the SD of three independent experiments. Significant differences
versus the control line were determined by using the Student # test (*, P < 0.01
versus respective control).

ABCI4-mediated Sb(III) efflux activity; similar observations were
obtained for Cd(II). Since ABCI4 has a significant ability to efflux
thiol-conjugated complexes, our results suggest that ABCI4 con-
fers resistance to Sb(III) through an efflux of Sb(III)-thiol com-
plexes. Consequently, the ABCI4 transporter could be considered
to be a thiol-X-pump that is able to recognize thiol-conjugated
metals. Furthermore, our findings indicate that the ABCI4 local-
ized in the mitochondria is functionally active and may contribute
to the traffic of porphyrins as parasites overexpressing ABCI4 are
resistant to ZPP, a heme analog, and present a lower accumulation
of fluorescent ZnMP due to a significant efflux. In this context, it
has previously been described that ABC transporters in mitochon-
dria play important roles in the intracellular traffic of heme and
various protoporphyrin intermediates of heme synthesis (47). By
analogy, the Leishmania ABCC3 (also known as PGPA or MRPA),
which is located in the intracellular vesicular membrane close to
the flagellar pocket, has been described to be involved in arsenite
and antimonial resistance in Leishmania, although it was initially
detected in DNA amplicons (H-circles) of methotrexate-resistant
promastigotes (18, 48). The overexpression of MRPA has been
described to confer resistance to Sb(III) with an EC;, ~2-fold
increase (19); these results are analogous to the observed in para-
sites overexpressing ABCI4. In addition, the overexpression of
MRPA in combination with other proteins such as y-glutamylcys-
teine synthase, increase the resistance index to Sb(III) ~15-fold
(18). These results support that antimony resistance is a multifac-

3728 aac.asm.org

torial process that require the combination of different mecha-
nisms to increase the level of resistance. The high levels of ABCC3-
mediated arsenite and antimony resistance in Leishmania are
associated with the sequestering of metal-thiol conjugates into the
intracellular vesicles (18). These conjugates may then move out-
side the cell by exocytosis, which occurs exclusively through the
flagellar pocket, or may be extruded directly outside the cell by a
PM thiol-X-efflux pump. Here, the influence of thiol levels on
ABCI4-mediated antimonial resistance was confirmed from the
decrease in the drug sensitivity profile in Leishmania lines after
treatment with BSO and by the ability of this transporter to efflux
thiol-conjugated complexes in the presence of Sb(III). We there-
fore consider that ABCI4 confers resistance to Sb(III) by effluxing
an Sb(III)-thiol complex, thereby suggesting that this transporter
could be considered to be a putative thiol-X-pump.

Several ABC transporters other than ABCC3 also appear to
confer metal resistance by sequestration (49). Thus, the yeast ABC
transporter HMT1 confers cadmium tolerance by sequestering
phytochelatin (a glutathione-like molecule) cadmium complexes
in the fission yeast vacuole (50). Similarly, the yeast ABC trans-
porter YCF1 confers cadmium and arsenite resistance by the vac-
uolar accumulation of metal-glutathione complexes (51), a mech-
anism that bears a strong resemblance to the MRP1-encoded
transporter found in mammalian cells.

The efflux of Sb(III)-thiol complex observed in the Leishmania
line overexpressing ABCI4 was supported by the decrease in mi-
tochondrial toxicity of antimony, as determined by the mainte-
nance of AWm and ATP levels, as well as by the lower ROS pro-
duction at both a cytosolic and a mitochondrial level.

Leishmania parasites are able to survive in macrophages, which
provide a hostile environment due to the production and intra-
cellular release of ROS, among other species. Leishmania survives
and replicates by inhibiting the oxidative burst or increasing an-
tioxidant protection (52). Interestingly, we have observed that the
Leishmania line overexpressing ABCI4 has a better survival inside
mouse peritoneal macrophages than the other parasite lines, as
determined by the significantly higher replication at 72 h postin-
fection. Although the mechanism underlying this increased sur-
vival capacity is unknown, we suggest that ABCI4 may be able to
transport unidentified substrates associated with detoxification
mechanisms.

As described previously, Sb(III) resistance is a multifactorial
process (22), with differences in the expression level of the known
proteins involved in the resistance depending on the resistant line
studied, supporting the heterogeneity among drug-resistant par-
asites (6). Omics techniques, including high-throughput sequenc-
ing technologies and mass spectrometry, have been used to screen
the whole genome, transcriptome, and metabolome for detection
of molecular adaptations to antimony resistance in Leishmania;
however, not all changes in expression levels of proteins involved
in Sb(III) resistance are detected in all Leishmania clones resistant
to Sb(III), explaining the fail of these techniques to detect that
ABCI4 is involved in antimony resistance.

In conclusion, overexpression of ABCI4 in the PM may help to
protect cells against the toxic effects of antimony and other com-
pounds by efflux as conjugated thiol complexes. In addition,
ABCI4 overexpression in mitochondria decreases the toxicity and
accumulation of antimony and porphyrins, probably through ef-
flux of these compounds to the cytosol. Future work should lead
to the obtention of null mutants for ABCI4 that could potentiality
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be used to understand the role of ABCI4 in Leishmania, and to
determine whether clinical antimony-resistant Leishmania lines
overexpress this transporter.
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ANEXOQO 2

Identification of specific reversal agents for Leishmania ABCI4-
mediated antimony resistance by flavonoid and trolox derivative

screening.
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José Ignacio Manzano, Florine Lecerf-Schmidt, Marie-Ange Lespinasse, Attilio Di

Pietro, Santiago Castanys, Ahcéne Boumendijel y Francisco Gamarro.

Objetivos: Identificar agentes revertidores para el transportador de Leishmania
ABCI4 que confiere resistencia a antimonio.

Métodos: Potenciales inhibidores de ABCI4 de una serie de 15 derivados o
analogos de flavonoides y trolox se ensayaron evaluando su capacidad de
revertir la resistencia a antimonio en parasitos de Leishmania que
sobreexpresaban ABCI4. Entre los compuestos ensayados, N-etiltrolox
carboxamida (compuesto D2) produjo la mayor actividad revertidora. Con objeto
de optimizar la actividad de D2, sintetizamos una serie de 10 derivados mediante
la condensacion de varias aminas con trolox.

Resultados: El analisis de la actividad revertidora de la resistencia a antimonio
mostré que el N-propiltrolox carboxamida (compuesto D4) fue el inhibidor mas
potente, con una actividad revertidora que se mantenia en la fase amastigota
intracelular. Ademas, los derivados de trolox revertian significativamente la
resistencia a zinc-protoporfirina. EI mecanismo de accion de estos derivados se
encuentra relacionado con una significativa reversion en la acumulacion de Sb
(1) y zinc-protoporfirina y en el descenso en el eflujo de los farmacos.
Conclusiones: Nuestros hallazgos sugieren que los derivados de trolox D2 y D4
podrian ser considerados agentes revertidores especificos del transportador
ABCI4 de Leishmania. La relacion estructura-actividad obtenida del presente

estudio remarca la importancia del tamafo y longitud del sustituyente alquilo
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unido a trolox. Ademas, los datos estructurales obtenidos proporcionan una
valiosa informacién para el desarrollo de nuevos revertidores del transportador

ABCIl4 mas especificos y potentes.
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Objectives: To identify reversal agents for the Leishmania ABCI4 transporter that confers resistance to antimony.

Methods: Selective ABCI4 inhibitors among a series of 15 flavonoid and trolox derivatives or analogues were inves-
tigated by evaluating their ability to reverse antimony resistance in Leishmania parasites overexpressing ABCI4.
Among the compounds screened, N-ethyltrolox carboxamide (compound D2) produced the highest reversal activ-
ity. In order to optimize the activity of D2, we synthesized a series of 10 derivatives by condensation of various
amines with trolox.

Results: Analysis of antimony resistance reversal activity showed that N-propyltrolox carboxamide (compound D4)
was the most potent ABCI4 inhibitor, with reversal activity being maintained in the intracellular amastigote stage.
In addition, trolox derivatives significantly reverted the resistance to zinc protoporphyrin. The mechanism of action
of these active derivatives was found to be related to significant reversion of Sb™ and zinc protoporphyrin accumu-
lation and to a decrease in drug efflux.

Conclusions: Our findings suggest that trolox derivatives D2 and D4 could be considered to be specific reversal
agents targeting the Leishmania ABCI4 transporter. The structure-activity relationship obtained in the present
study highlights the importance of the size and length of the alkyl substituent linked to trolox. Furthermore, the
structural data obtained provide valuable information for the further development of new, even more specific

and potent Leishmania ABCI4 reversal agents.

Keywords: ABC transporters, flavonoid derivatives, trolox derivatives, drug efflux

Introduction

Leishmaniasis is a neglected tropical parasitic disease caused by
protozoan parasites belonging to the genus Leishmania and is
prevalent in 98 countries.! The estimated annual incidence of
this disease is 0.2 -0.4 million cases of visceral leishmaniasis and
0.7-1.2 million cases of the cutaneous form." Although chemo-
therapy is the only current treatment option for leishmaniasis, its
efficacy is increasingly limited by growing resistance to first-line
drugs, especially antimonials, the frequent side effects associated
with their use and the high cost of treatment.? One mechanism of
resistance to antimony in Leishmania involves a reduction in its ac-
cumulation, by either reduced uptake or increased efflux, with the
latter being mediated by the ABC transporter LABCC3 (also known

as PGPA or MRPA).>* ABC transporters constitute one of the largest
families of proteins ever described and as such play a broad variety
of physiological roles with major medical consequences. These
proteins are evolutionarily highly conserved, they are present in
different species, ranging from prokaryotes to humans, and they
use the energy provided by ATP hydrolysis to transport different
compounds, including a variety of leishmanicidal agents, such as
antimonials,” miltefosine,® pentamidine’ and sitamaquine,®
across biological membranes.

The Leishmania genome contains 42 ABC genes, with represen-
tative members from every subfamily (from ABCA to ABCH) com-
monly found in eukaryotes.? Several modulators, such as calcium
channel blockers (veropamil),10 calmodulin antagonists (pheno-
thiazine derivatives),'* statins (lovastatin),*? pyridine analogues

© The Author 2013. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy. All rights reserved.
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(PAK-104P),** sulfonylurea derivatives (glibenclamide)** and acri-
donecarboxamide derivatives (elacridar and zosuquidar),** have
been proposed to experimentally revert ABC transporter-mediated
resistance in Leishmania. Additionally, natural compounds such as
dihydro-B-agarofuran sesquiterpenes have been considered to be
promising reversal agents for the multidrug-resistant phenotypein
Leishmania mediated by overexpression of the ABCB subfamily
member P-glycoprotein-like transporter.'>'® The oral leishmanici-
dal drug sitamaquine has been shown to be effective in overcom-
ing miltefosine and antimony resistance in Leishmania mediated
by overexpression of P-glycoprotein and LABCA3, respectively.*’

The family of ABC transporters in Leishmania contains an un-
classified group of proteins, termed ‘others’, that includes four dis-
tinct transporters with no known homology with other eukaryotic
ABC proteins, but with orthologues in Trypanosoma brucei and
Trypanosoma cruzi.” One member of this group, namely ABCI4, is
located in the plasma membrane and mitochondria and pumps
out antimony and other heavy metals as conjugated thiol com-
plexes, as well as some toxic porphyrins [such as zinc protopor-
phyrin (ZPP)].'®

In order to identify efficient and safe reversal agents for the
ABCI4 transporter in Leishmania, we focused our efforts on inhibi-
tors having, amongst other requirements, low toxicity for mamma-
lian cells and, if possible, specific leishmanicidal effects. We initially
concentrated our search on flavonoid derivatives since a literature
survey revealed this class of compounds to be pharmacophores of
interest dueto their ability to act as ABC transporter reversal agents
that confer resistance to chemotherapeutics. We have previously
reported that aurones, a subclass of flavonoids, are able to bind
and inhibit the ABC transporter P-glycoprotein.*® Furthermore, iso-
flavone analogues have recently been reported to be potentialinhi-
bitors of NorA, the bacterial pump responsible for efflux of
fluoroguinolones,?® and flavones have been reported to be effect-
ive inhibitors of P-glycoprotein and breast cancer resistance protein
(BCRP).2*~ 23 Similarly, xanthones have been identified as effectors
of the human transporter MRP1,?* and finally, depending on their
substitution pattern, chalcones have been found to act as inhibi-
tors of P-glycoprotein and BCRP.?>~ 28

In Leishmania, we found that flavonoids, such as derivatives of
the flavanolignan silybin, effectively inhibit P-glycoprotein by inter-
acting with its nucleotide-binding sites.'*?9%

In the light of the above, we focused our study on investigating
15 diversely substituted compounds belonging to different flavon-
oid subclasses, including aurones, isoflavone analogues, flavones,
xanthones and chalcones (Figure 1). In order to broaden the chem-
ical diversity, we included two trolox derivatives as trolox partly
shares a flavonoid-type structure and could be a ligand for ABC
proteins. Based on the first-line primary screening results, our
goal was then to identify a drug candidate by pharmacomodula-
tion and optimization of the most active candidate.

Materials and methods

Chemicals

The syntheses of compounds A1-A4,B1,B2,C1,C2,E1 and F1-F4 (Figure 1)
have been described previously>®?*?>31:32 and those of trolox carboxa-
mides (D compounds; Table 2) are provided in the Supplementary data
(available at JACOnline). Trivalent antimony (Sb™: potassium antimony tar-
trate), &,6-diamidino-2-phenylindole dilactate (DAPI), MTTand glutathione

(GSH) were purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). ZPP and zinc
mesoporphyrin (ZMP) were purchased from Frontier Scientific (Logan, UT,
USA). All chemicals were of the highest quality available. Pentostam was
provided by GlaxoSmithKline (Greenford, UK).

Leishmania lines and culture conditions

The promastigotes of Leishmania major (MHOM/JL/80/Friedlin) and derived
lines used in this study have been described previously.*® Specifically, we
used an L. major control line (pXG) transfected with the empty vector
pXG, and an L. major ABCl4 line (ABCI4) that overexpresses a newly identi-
fied Leishmania ABC half-transporter that shows resistance to antimony as
well as to some toxic porphyrins, such as ZPP.*® Promastigote forms were
grown at 28°C in M-199 medium (Invitrogen) supplemented with 10%
heat-inactivated fetal bovine serum (hiFBS, Invitrogen).

Human myelomonocytic cell line (THP-1) and culture

The THP-1 celllinewas grown at 37°Cand 5% CO, in RPMI-1640 supplemen-
ted with 10% hiFBS, 2 mM glutamate, 100 U/mL penicillin and 100 pwg/mL
streptomycin.

Infection of THP-1 cells

In order to induce the differentiation of THP-1 cells into monocyte-derived
macrophages, cells (5x10°/well) were transferred into a 24-well micro-
plate provided with glass coverslips (22 mm?). Cells were treated with
phorbol myristate acetate (20 ng/mL) for 48 h to make them adherent.
These cells were then infected with the different Leishmania lines at 35°C
with stationary-phase promastigotes at a parasite-to-cell ratio of 10:1 in
RPMI-1640 medium supplemented with 5% hiFBS. After 6 h of infection,
unphagocytosed parasites were removed by washing with serum-free
medium. The infected macrophages were further incubated in RPMI 1640
medium supplemented with 10% hiFBS for 72 hat 37°Cina 5% CO, atmos-
phere. Followingincubation, samples were fixed for 20 min at 4°Cwith 2.5%
paraformaldehyde in PBS (1.2 mM KH,PO,, 8.1 mM Na,HPO,, 130 mM NaCl
and 2.6 mMKCl, pH 7), then permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS for
10 min. Intracellular parasites were detected by nuclear staining with
Prolong Gold antifade agent with DAPI (Invitrogen).

Antimony chemosensitization experiments

In order to assess the ability of compounds to chemosensitize parasites to
antimony, promastigotes from the L. major lines pXG (control) and overex-
pressing ABCI4 were exposed to different concentrations of Sb™ in the pres-
ence of 0.5, 5 or 20 uM of the different compounds, depending on their
intrinsic toxicity, for 72 h at 28°C. The concentration of Sb™ required to
inhibit parasite growth by 50% (ECso) was determined using the MTT colori-
metric assay as described previously.!® The susceptibility indexes were cal-
culated by dividing the ECsq for Leishmania lines in the absence of
compound by the ECsq in the presence of compound. LY335979 (zosuqui-
dar), GF120918 (elacridar), cyclosporin A (CsA) and Cuzco 5 were used as
reference ABC transporter inhibitors.® To determine the intrinsic toxicity
of the compounds, the pXG and ABCI4 L. major lines were exposed to
them in the absence of Sb'™. After 72 h of incubation at 28°C, the viability
of promastigotes was determined using the colorimetric MTT assay.

To assess the susceptibility of Leishmania amastigotes to SbY (Pentos-
tam), macrophages from THP-1 differentiated cells were infected at a
ratio of 1:10 macrophages/parasites, as described above. Infected macro-
phage cultures were incubated for 72 h with different concentrations of
Pentostam in the presence or absence of the potential inhibitors. The per-
centage of infection and the mean number of amastigotes from infected
macrophages were determined in 200 macrophages/well.
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Figure 1. Structures of the flavonoids and analogues screened in this study.

Determination of cellular toxicity of investigated
compounds

Cellular toxicity was determined using the colorimetric MTT-based assay, '
as described previously for Leishmania promastigotes, except for the incu-
bation temperature, which was 37°C in this study. Briefly, 3x10* THP-1
cells/well were transferred to 96-well microplates and differentiated for
48 h as described above, followed by 24 h of culture in fresh medium. The
culture medium was then extracted and replaced by culture medium sup-
plemented with MTT to determine the ECsq values, as described previously.

Antimony accumulation and efflux using inductively
coupled plasma mass spectrometry

Antimony accumulation and efflux were determined as described previous-
ly*® with some modifications. Thus, promastigotes (1 x 108/mL) were incu-
bated with 100 uM Sb™ in culture medium for 60 min at 28°C in the
presence or absence of the potential inhibitor at a final concentration of
20 wM, then centrifuged, and the resulting pellet was stored at —80°C
until measurement of the antimony accumulation as described below. To
perform the antimony efflux assays, the different Leishmania lines were
incubated for 1 h with 100 uM Sb™ in culture medium at 28°C as described
above. After washing with PBS, the parasites were resuspended in culture

MeO OMe Me
Py
oUNMOny
(o]
F2 F3

Xanthone (E)
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I 0 I OH
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medium at 28°C with or without potential inhibitors at a concentration of
20 wM, and the parasites were then pelleted at 180 min and stored at
—80°C. Intracellular antimony was determined as described previously.®
Briefly, the cell pellet was dissolved in 200 L of concentrated nitric acid
for 24 h at room temperature; the sample was diluted to 100 mL with dis-
tilled water and then injected into an inductively coupled plasma mass
spectrometer (PerkinElmer) for quantification. Antimony was measured
at its m/z ratios of 121 and 123 with rhodium as an internal standard.

ZMP accumulation and efflux

The methodology for determining ZMP accumulation and efflux has been
described previously.'® Briefly, promastigotes (5x107) were resuspended
in HPMI medium (120 mM NaCl, 5 mM KCl, 400 uM MgCl,, 40 pM CaCly,
10 mM HEPES, 10 mM NaHCOs, 10 mM glucose and 5 mM Na,HPO,) and
then incubated with 10 uM ZMP at 28°C for 10 min before being washed
with PBS buffer plus 5% BSA. Finally, the parasites were fixed with 2% par-
aformaldehyde in PBS and the fluorescence retained was measured by flow
cytometry (with excitation at 405 nm and emission at 575-585 nm) using
a FACSAria Cell Sorter III (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). To perform
the ZMP efflux assays, Leishmania parasites were incubated with ZMP as
described above, then washed and transferred into ZMP-free HPMI for
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180 min. Potential inhibitors were added at the concentration of 20 uM
during ZMP accumulation and were present throughout the efflux experi-
ment. Finally, parasites were fixed with 2% paraformaldehyde in PBS and
the fluorescence retained was measured by flow cytometry.

Determination of non-protein thiol

Thiol effluxed into the culture medium was determined using the thiol fluor-
escent detection reagent ThioStar (Luminos, Ann Arbor, MI, USA) as
described previously.'® Briefly, promastigotes (1x10%) were incubated
with 100 uM Sb™ for 1 h in HBS buffer (21 mM HEPES, 0.7 mM Na,HPO,,
137 mM NaCl, 5 mM KCl and 6 mM glucose, pH 7), washed twice with PBS
buffer, then resuspended again in Sb™-free HBS buffer for 180 min. Poten-
tial reversal compounds were added at a concentration of 20 wM during the
Sb™ incubation and remained present throughout the efflux experiment.
Parasites were pelleted and the supernatants were treated with 12% tri-
chloroacetic acid at 4°C for 30 min to deproteinize them, then centrifuged
at 13000 g. The supernatants were diluted with HBS buffer to reduce the tri-
chloroacetic acid concentration to 2% and were then transferred into a
96-well microplate and incubated with 3 wg/mL ThioStar for 1 h at room
temperature. Sample fluorescence (excitation 380 nm, emission 510 nm)
was measured using an Infinite F200 Luminescence System (Tecan

Table 1. Effect of different compounds on the susceptibility index to Sb™
in L. major lines

Susceptibility index®

Austria GmbH). Different GSH concentrations were used as a control of
the thiol concentration-dependence signal of ThioStar.

Statistical analysis

Statistical comparisons between groups were performed using Student’s
t-test. Differences were considered significant at a level of P<0.05.

Results and discussion

Thefirst study highlighting the activity of flavonoids against ABC pro-
teins was reported by Scambia et al.*>* and showed that the naturally
occurring flavonoid quercetin can restore susceptibility to adriamy-
cin in multidrug-resistant cells overexpressing P-glycoprotein. That
report has inspired many research groups to investigate synthetic
analogues of flavonoids as potential modulators of multidrug resist-
ance to enhance the anticancer effects of the conventional che-
motherapeutic drugs. P-glycoprotein and BCRP were the most
commonly targeted in this regard, and several literature reviews con-
cerning the use of flavonoid derivatives as reversal agents are avail-
able. However, to the best of our knowledge, flavonoid analogues
have never been investigated as reversal agents for the Leishmania

Table 2. Effect of the carboxamides derived from trolox on the
susceptibility index to Sb™ in L. major lines

pXG ABCI4
CsAP 3.28+0.56 8.04+0.64*
GF® 1.69+0.23 1.35+0.17
Ly< 1.54+0.27 1.26+0.11
Cuzco© 1.09+0.17 0.97+0.07
Al 3.12+0.60 6.594+0.84"
A2 1.90+0.53 5.82+1.277
A3 1.03+£0.10 1.06£0.15
A4 190+1.14 2.47+0.50
B1 1.46+0.50 3.38+0.50*
B2 0.76 +£0.15 0.88+0.12
a1 1.31+0.41 1.84+0.29
c2 1.06+0.26 0.90+0.16
D1 0.73+0.07 1.12+0.20
D2 0.7440.09 3.60+0.60*
El 1.0440.15 1.00+0.11
F1 0.80+0.09 0.81+0.12
F2 1.744+0.41 2.48+0.63
F3 0.73+0.16 1.05+0.14
F4 4.51+0.76 10.62+2.197

Data are means + SD of three independent experiments.

Me MO
e
Me (0] R
HO Susceptibility index®
Me
R pXG ABCI4
Trolox OH 1.51+0.15 1.92+0.12*
D3 NH, 1.4240.23 2.2440.13*
D4 NH-(CH,),-CHs 0.9340.05 3.7540.22*
D5 NH-(CH,)3-CHs 0.9040.03 1.73+0.13*
D6 NH-CH,-Ph 1.10+0.12 1.514+0.14F
D7 NH-(CH,),-Ph 1.35+0.10 1.89+0.15*
D8 N: : 0.93+0.11 1.56+0.06*
D9 N\ 1.0940.14 1.0140.06
N N-Ph
N
D10 0.9440.11 1.54+0.16*
HN
D11 / 0.94+0.10 1.44+0.14*
N
A
0.96+0.11 1.76+0.05*

LY335979 (LY, zosuquidar), GF120918 (GF, elacridar), CsA and Cuzco 5 were
used as reference ABC transporter inhibitors.

Parasites were grown as described in the Materials and methods section for
72 hat 28°Cin the presence of increasing concentrations of Sb™. Cell viabil-
ity was determined using an MTT-based assay.

%Calculated as described in the Materials and methods section in the
presence of 20 uM compound.

®Due to intrinsic toxicity we used a concentration of 0.5 uM.

“Due to intrinsic toxicity we used a concentration of 5 wM.

*P<0.05 in comparison with the control (pXG).

D12 J\/
NH

Data are means + SD of three independent experiments.

Parasites were grown as described in the Materials and methods section for
72 hat 28°Cinthe presence of increasing concentrations of Sb™™. Cell viabil-
ity was determined using an MTT-based assay.

%Calculated as described in the Materials and methods section in the pres-
ence of 20 uM compound.

*P<0.05 in comparison with the control (pXG).
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ABCI4 transporter. Hence, we focused our study on flavonoid analo-
gues with the aim of identifying structural frameworks for the devel-
opment of ABCI4 transporter reversal agents. An initial library of 15
flavonoid derivatives and analogues (Figure 1) from different flavon-
oid subclasses was constituted and evaluated for its ability to revert
the resistance to antimony mediated by ABCI4 overexpression in
Leishmania parasites. Our aim was to identify potential hits and
then use them as candidates for pharmacomodulation and opti-
mization.

As described previously,*® ABCI4 is involved in drug susceptibility
to antimony and other heavy metals by catalysing the efflux of
conjugated thiol complexes. Our results showed that the trolox

analogue D2 presented the highest efficiency at 20 uM by fully
reverting the resistance to antimony in Leishmania parasites overex-
pressing ABCI4 (Figure 2a), thus giving a high selective susceptibility
index (3.60; Table 1), with very low toxicity in both control parasites
and THP-1 cells (ECsg values >500 uM; Table S1, available as Supple-
mentary data at JAC Online). As shown in Figure 1, compound D2 is
an ethyl carboxamide derivative of trolox, Hoffman-LaRoche’s trade
name for 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid,
aderivative of vitamin E that is known to be a potent antioxidant.>®
Aurones (A1l and A2), isoflavone B1 and chalcone F4 were also
found to sensitize parasites overexpressing ABCI4 to antimony
(Figure 2a), although their effect was not specific since it was
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60 +:P<0.005 | |0 Leishmania ABCI4
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Figure 2. Susceptibility of L. major lines treated with various representative compounds (a) and trolox derivatives (b) to Sb™. L. major lines pXG and ABCI4
were assayed for Sb™ susceptibility at 72 hinthe presence of (a) 20 wM different flavonoid derivatives and (b) 20 wM trolox derivatives. Reference reversal
agents were 0.5 pM CsA, 5 pM Cuzco 5, 0.5 uM GF120918 (GF, elacridar) and 5 uM LY335979 (LY, zosuquidar). Cell viability was determined using an
MTT-based assay as described in the Materials and methods section. Data are the means+SD of three independent experiments. Significant
differences with respect to the corresponding control line incubated in the absence of compounds are indicated.
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also partly produced in control parasites (Table 1), possibly due to
the overall cytotoxicity of these compounds (Table S1, available
as Supplementary data at JAC Online), as was also observed with
the reference inhibitor CsA. These primary results are indicative of
a promising ability of these compounds to sensitize Leishmania
parasites to antimony. The other reference inhibitors (LY335979,
GF120918 and Cuzco 5) were both non-specific and inefficient.
Consequently, the high inhibition potency of compound D2
against antimony resistance prompted us to synthesize a new
series of trolox carboxamides (compounds D3 -D12) by replacing
the ethyl moiety of compound D2 with various substituents
(Table 2). The compounds shown in Table 2 were synthesized in a
single step, in reasonable yields, starting from the commercially
available trolox and amines. The compounds in this series were
not toxic for either the parasites or THP-1 cells (ECso >500 wM;
data not shown).

An analysis of the reversal activity of this new series (Figure 2b)
showed that the most active derivative (compound D4) decreased
the ECsoof Sb™in parasites overexpressing ABCI4, thus leading to a
susceptibility index of 3.75 (Table 2). Lower but significant sensi-
tization of Leishmania parasites overexpressing ABCL4 to antimony
was also observed for the other derivatives, except for D9. Based on
the structure of compound D2, we decided to prepare a homolo-
gous series (derivatives D3, D4 and D5) differing by a single con-
stant unit, in this case a CH, group, in order to check the effect of
the carboxamide chain on the reversal activity. As shown in
Tables 1 and 2, the derivative with an N-propyl carboxamide sub-
stituent (D4) behaved similarly to that with an N-ethyl substituent
(D2), both being much more active than their counterpart with an
N-butyl substituent (D5). Interestingly, branching of the propyl
group (D10 and D12 versus D4) led to a strong decrease in the se-
lectivity index, thus indicating that the size of the alkyl group is im-
portant. A similar effect was observed for compound D8, where the
alkyl group forms part of a bulky piperidine ring. Considering that
the potential of flavonoid derivatives is due to their tricyclic aro-
matic rings, we decided to graft a phenyl ring to the alkyl chain of

Table 3. Susceptibility to Pentostam (Sb") in intracellular amastigotes of
L. major lines

ECsp (uM) (susceptibility index)®

PXG PXG-ABCI4
Control 20.29+1.96 40.64+3.17
D2 16.2340.91 (1.25) 15.7940.57 (2.57)*
D4 14.90+1.28 (1.36) 15.78+0.84 (2.57)*

Data are means + SD of three independent experiments.

Intracellular amastigotes of L. major lines were obtained after infection of
monocyte-derived macrophages with the different promastigote lines as
described in the Materials and methods section. After 72 h, drug suscepti-
bility was determined from the percentage of infected cells and the mean
number of amastigotes per macrophage in drug-treated cultures versus
non-treated cultures. We used the different potential inhibitors at a concen-
tration of 20 pM and they were present throughout the experiment. The
percentage of infection was determined by DAPI staining in 200 macro-
phages/well.

“Calculated as described in the Materials and methods section.

*P<0.01 in comparison with the control.

a) 100 B Leishmania pXG (control)
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O = T T 1
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Figure 3. Infectivity and survival of different L. major lines in monocyte-
derived macrophages in the presence of trolox derivatives D2 and D&4.
Infection of monocyte-derived macrophages from THP-1 cells with
Leishmania pXG and ABCI4 lines was performed as described in the
Materials and methods section. The percentage of infected macrophages
(a) and the mean number of parasites/macrophage (b) were determined
at 72 h post-infection in the presence or absence of 20 wM D2 or D4. Data
are the means+SD of three independent experiments. *P<<0.01 in
comparison with the control without compounds.

Table 4. ZPP susceptibility in L. major lines

ECso (wM) (susceptibility index)®

PXG pXG-ABCl4
Control 43540.67 10.1240.23
D2 3.03+0.21(1.43) 3.40+0.36 (2.97)
D4 3.2640.16 (1.33) 3.5740.29 (2.83)

Data are means + SD of three independent experiments.

Parasites were grown as described in the Materials and methods sectionin
the presence of increasing concentrations of ZPP. Cell densities were mea-
sured with an electronic particle counter (Coulter Electronics, UK) and by
direct counting with a haemocytometer. We used the potential inhibitors
D2 and D4 at a concentration of 20 wM and they were present throughout
the experiment.

%Calculated as described in the Materials and methods section.

*P<0.01 in comparison with the control.
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trolox (compounds D6, D7 and D9). However, as shown in Table 2,
this modification failed to increase activity, again highlighting the
possibly critical role of the size of the substituent. The addition of
an extra ethyl group to compound D2 (compound D11; Table 2)
led to an important decrease in activity.

Thereversion of antimony resistance induced by compounds D2
and D4 in the promastigote forms of Leishmania was recovered in
theintracellular amastigotes obtained afterinfection of THP-1 cells
(Table 3). Indeed, in intracellular amastigotes overexpressing
ABCI4, which were resistant to antimony, D2 and D4 reverted the
resistance with a susceptibility index of 2.6 for both compounds,
similar to the values observed in their promastigote counterparts.
As described previously,'® Leishmania lines overexpressing ABCI4
survive longer inside mouse peritoneal macrophages than the
other parasite lines, as determined by the significantly better
ability of intracellular amastigotes to replicate inside the host peri-
toneal macrophages than controls. Although the mechanism

70
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B Leishmania pXG (control) @ Leishmania ABCI4

Figure 4. Antimony accumulation and effluxin L. majorlines in the presence
of trolox derivatives D2 and D4. (a) Leishmania lines pXG and ABCI4 were
incubated with 100 uM Sb™ for 60 min in the presence or absence of
20 uM D2 or D4, as described in the Materials and methods section. (b)
After the accumulation assays, promastigotes were resuspended in
Sb™-free HBS buffer in the presence or absence of 20 pM of inhibitor for
180 min at 28°C as described previously. The antimony retained was
measured by inductively coupled plasma mass spectrometry. Data are the
means+SD of three independent experiments. *P<0.01 in comparison
with the control without compounds.

underlying this increased survival capacity is unknown, we
suggest that ABCI4 may be able to transport unknown unidentified
substrates associated with detoxification mechanisms. We have
determined the ability of compounds D2 and D4 to influence the
infectivity and replication of Leishmania lines inside macrophages
(Figure 3). As observed, the different Leishmania lines showed a
similar percentage of infection in macrophages in either the pres-
ence or absence of compounds D2 and D4 at 72 h post-infection
(Figure 3a). Additionally, study of the ability of intracellular amasti-
gotes to replicate inside macrophages showed that these com-
pounds fully reverted the increased replication of Leishmania
lines overexpressing ABCI4 at 72 h post-infection, probably block-
ing the ability of ABCI4 to transport unknown substrates associated
with detoxification mechanisms (Figure 3b).

ABCI4 overexpression confers resistance to some toxic porphyr-
ins, such as ZPP,'® g validated fluorescent haem analogue trans-
ported by ABCG2.3® As shown in Table 4, compounds D2 and D4
efficiently reverted resistance to ZPP with a susceptibility index of
3. Consequently, these results clearly highlight the potential of
compounds D2 and D4 as effective inhibitors of the ABCI4 activity
involved in resistance to both antimonials and toxic porphyrins in
Leishmania.

Flavonoid derivatives display a wide range of biological effects,
including antioxidant, anti-inflammatory, antimicrobial and anti-
protozoan activities. Under our experimental conditions, we have
not observed any modification in susceptibility to antimonials or
ZMP in wild-type intracellular amastigotes after treatment with
compounds D2 and Dé4. Additionally, these compounds do not
affect the percentage of infection in macrophages. Consequently,
the putative antioxidant properties of these compounds do not
reduce the efficacy of antimony or ZMP in Leishmania.
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Figure 5. Non-protein thiol efflux in Leishmania lines in the presence of
trolox derivatives D2 and D4. L. major lines pXG and ABCI4 were
incubated with 100 uM Sb™ for 1h, and efflux was performed for
180 min at 28°C, as described in the Materials and methods section.
Compounds D2 and D4 were added at a concentration of 20 wM during
Sb™ incubation and remained present throughout the efflux experiment.
Parasites were pelleted and the supernatants were incubated with
3 pg/mL ThioStar for 1 h at room temperature, as described in the Materials
and methods section. Sample fluorescence at 510 nm was determined
upon excitation at 380 nm using an Infinite F200 Luminescence System
(Tecan Austria GmbH). The fold increase in non-protein thiol efflux is relative
to the initial time point of efflux. Data are the means+SD of three
independent experiments. *P<0.01 in comparison with the control without
compounds.
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As described,*® ABCI4 presents a dual localization in both mito-
chondria and the plasma membrane. ABCI4-mediated resistance
to antimonials (Sb™) has been reported to be due to lower accumu-
lation as a consequence of increased ABCI4-mediated Sb™! efflux
activity.® In this context, we studied the ability of compounds
D2 and D4 to revert antimony accumulation in Leishmania lines
overexpressing ABCI4. As shown in Figure 4(a), compounds D2
and D& both increased the accumulation of Sb™ about 3-fold
with respect to untreated parasites. To determine whether the
increased accumulation of antimony in the resistant parasites
was due to decreased antimony efflux, L. major lines were
loaded with Sb™ for 1 hthen washed, and the amount of antimony
retained in the parasites in the presence or absence of compounds
D2 and D4 was measured at 180 min. As shown (Figure 4b), com-
pounds D2 and D4 induced a significant inhibition of drug effluxdue
to specific inhibition of ABCI4 activity. As ABCI4 has a significant
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Figure 6. Accumulationand effluxof ZMPin L. majorlinesin the presence of
trolox derivatives D2 and D4. (a) L. major lines pXG and ABCI4 were
incubated with 10 uM ZMP in the presence or absence of D2 or D4. RFU,
relative fluorescence units. (b) The efflux assay was performed in the L.
major lines loaded with 10 uM ZMP and then resuspended in ZMP-free
HPMI buffer, as described in the Materials and methods section. The
fluorescence retained in both uptake and efflux assays was measured by
flow cytometry using a FACSAria Cell Sorter III. Data are the means +SD
of three independent experiments. *P<<0.01 in comparison with the
control without compounds.

ability to efflux thiol-conjugated complexes, we studied the
ability of compounds D2 and D4 to revert non-protein thiol efflux
in L. major lines in the presence of Sb™" using ThioStar. Our results
indicate that compounds D2 and D4 fully reverted the non-protein
thiol efflux mediated by ABCI4 (Figure 5).

As reported previously,'® ABCI4 may contribute to porphyrin
trafficking as parasites overexpressing ABCI4 are resistant to ZPP
and present lower accumulation of fluorescent ZMP due to signifi-
cant efflux. We determined that compounds D2 and D4 efficiently
reverted ZMP accumulation (Figure 6a) by reversing ZMP efflux
(Figure 6b), thereby confirming that the increased accumulation
of Sb™ and ZMP was due to inhibition of ABCI4-mediated efflux ac-
tivity. Consequently, compounds D2 and D4 could be considered to
be specific reversal agents that inhibit the transport activity of
ABCI4. It should be noted at this point that compound D2 did
not inhibit human ABCG2 drug efflux activity (A. Di Pietro and
A.Boumendjel, unpublished results). Additionally, these compounds
were not toxic to THP-1 cells. Thus, their ability to sensitize
antimony-resistant Leishmania lines opens the way to their possible
use in combination with conventional chemotherapy against leish-
maniasis. The ready synthesis of these compounds (in only one
step) makes scale-up a simple process for further development.

Acknowledgements

We thank Stephen M. Beverley (Washington University School of Medicine,
USA) for providing the vectors used throughout this research work.

Funding

This work was supported by the Spanish Grants SAF2012-34267 (to F. G.)
and SAF2011-28102 (to S. C.), the Plan Andaluz de Investigacion (Proyecto
de Excelencia CTS-7282) and by FEDER funds from the EU to F. G. and S. C.

Transparency declarations
None to declare.

Supplementary data

The synthesis procedures and the analytical data of Trolox carboxamides
(D compounds) and Table S1 are available as Supplementary data at JAC
Online (http:/jac.oxfordjournals.org/).

References

1 Alvar J, Velez ID, Bern C et al. Leishmaniasis worldwide and global
estimates of its incidence. PLoS One 2012; 7: e35671.

2 Richard JV, Werbovetz KA. New antileishmanial candidates and lead
compounds. Curr Opin Chem Biol 2010; 14: 447-55.

3 Brochu C, Wang J, Roy G et al. Antimony uptake systems in the protozoan
parasite Leishmania and accumulation differences in antimony-resistant
parasites. Antimicrob Agents Chemother 2003; 47: 3073-9.

4 Dey S, Papadopoulou B, Haimeur A et al. High level arsenite resistance in
Leishmania tarentolae is mediated by an active extrusion system. Mol
Biochem Parasitol 1994; 67: 49-57.

5 Ouellette M, Drummelsmith J, Papadopoulou B. Leishmaniasis: drugs in

the clinic, resistance and new developments. Drug Resist Updat 2004; 7:
257-66.

80of9


http://jac.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/jac/dkt407/-/DC1
http://jac.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/jac/dkt407/-/DC1
http://jac.oxfordjournals.org/lookup/suppl/doi:10.1093/jac/dkt407/-/DC1

Reversal agents of ABCI4-mediated antimony resistance

JAC

6 Pérez-Victoria JM, Pérez-Victoria FJ, Parodi-Talice A et al. Alkyl-
lysophospholipid resistance in multidrug-resistant Leishmania tropica and
chemosensitization by a novel P-glycoprotein-like transporter modulator.
Antimicrob Agents Chemother 2001; 45: 2468-74.

7 Coelho AC, Beverley SM, Cotrim PC. Functional genetic identification of
PRP1, an ABC transporter superfamily member conferring pentamidine
resistance in Leishmania major. Mol Biochem Parasitol 2003; 130: 83-90.

8 Castanys-MunozE, Pérez-Victoria JM, Gamarro Fet al. Characterization of
an ABCG-like transporter from the protozoan parasite Leishmania with a
role in drug resistance and transbilayer lipid movement. Antimicrob
Agents Chemother 2008; 52: 3573-9.

9 LeprohonP, Legare D, Girard I et al. Modulation of Leishmania ABC protein
gene expression through life stages and among drug-resistant parasites.
Eukaryot Cell 2006; 5: 1713-25.

10 BoseDasgupta S, Ganguly A, Roy A et al. A novel ATP-binding cassette
transporter, ABCG6 is involved in chemoresistance of Leishmania. Mol
Biochem Parasitol 2008; 158: 176-88.

11 Essodaigui M, Frezard F, Moreira ES et al. Energy-dependent efflux from
Leishmania promastigotes of substrates of the mammalian multidrug
resistance pumps. Mol Biochem Parasitol 1999; 100: 73 -84.

12 Mookerjee Basu J, Mookerjee A, Banerjee R et al. Inhibition of ABC
transporters abolishes antimony resistance in Leishmania infection.
Antimicrob Agents Chemother 2008; 52: 1080-93.

13 Padron-Nieves M, Diaz E, Machuca C et al. Glibenclamide modulates
glucantime activity and disposition in Leishmania major. Exp Parasitol
2009;121:331-7.

14 Pérez-Victoria JM, Cortés-Selva F, Parodi-Talice A et al. Combination of
suboptimal doses of inhibitors targeting different domains of LtrMDR1
efficiently overcomes resistance of Leishmania spp. to miltefosine by
inhibiting drug efflux. Antimicrob Agents Chemother 2006; 50: 3102-10.

15 Cortés-Selva F, Jiménez IA, Mufoz-Martinez F et al. Dihydro-g-
agarofuran sesquiterpenes: a new class of reversal agents of the
multidrug resistance phenotype mediated by P-glycoprotein in the
protozoan parasite Leishmania. Curr Pharm Des 2005; 11: 3125-39.

16 Kennedy ML, Cortés-Selva F, Pérez-Victoria JM et al. Chemosensitization
of a multidrug-resistant Leishmania tropica line by new sesquiterpenes
from Maytenus magellanica and Maytenus chubutensis. J Med Chem
2001; 44: 4668-76.

17 Pérez-Victoria JM, Bavchvarov BI, Torrecillas IR et al. Sitamaquine
overcomes ABC-mediated resistance to miltefosine and antimony in
Leishmania. Antimicrob Agents Chemother 2011; 55: 3838-44.

18 Manzano JI, Garcia-Herndndez R, Castanys S et al. A new ABC
half-transporter in Leishmania is involved in resistance to antimony.
Antimicrob Agents Chemother 2013; 57: 3719-30.

19 Boumendjel A, Beney C, Deka N et al. 4-Hydroxy-6-methoxyaurones
with high-affinity binding to cytosolic domain of P-glycoprotein. Chem
Pharm Bull (Tokyo) 2002; 50: 854-6.

20 Doleans-Jordheim A, Veron JB, Fendrich O et al. 3-Aryl-4-methyl-2-
quinolones targeting multiresistant Staphylococcus aureus bacteria.
ChemMedChem 2013; 8: 652-7.

21 Boumendjel A, Macalou S, Valdameri G et al. Targeting the multidrug
ABCG2 transporter with flavonoidic inhibitors: in vitro optimization and in
vivo validation. Curr Med Chem 2011; 18: 3387-401.

22 Vaclavikova R, Kondrova E, Ehrlichova M et al. The effect of flavonoid
derivatives on doxorubicin transport and metabolism. Bioorg Med Chem
2008;16: 2034-42.

23 Boccard J, Bajot F, DiPietro A et al. A 3D linear solvation energy model to
quantify the affinity of flavonoid derivatives toward P-glycoprotein. Eur J
Pharm Sci 2009; 36: 254 -64.

24 Genoux-Bastide E, Lorendeau D, Nicolle E et al. Identification of
xanthones as selective killers of cancer cells overexpressing the ABC
transporter MRP1. ChemMedChem 2011; 6: 1478 -84.

25 Valdameri G, Gauthier C, Terreux R et al. Investigation of chalcones as
selective inhibitors of the breast cancer resistance protein: critical role of
methoxylation in both inhibition potency and cytotoxicity. J Med Chem
2012;55:3193-200.

26 Bois F, Beney C, Boumendjel A et al. Halogenated chalcones with
high-affinity binding to P-glycoprotein: potential modulators of multidrug
resistance. J Med Chem 1998; 41: 4161 -4.

27 Han'Y, Riwanto M, Go ML et al. Modulation of breast cancer resistance
protein (BCRP/ABCG2) by non-basic chalcone analogues. Eur J Pharm Sci
2008; 35:30-41.

28 Juvale K, Pape VF, Wiese M. Investigation of chalcones and
benzochalcones as inhibitors of breast cancer resistance protein. Bioorg
Med Chem 2012; 20: 346-55.

29 Pérez-Victoria JM, Di Pietro A, Barron D et al. Multidrug resistance
phenotype mediated by the P-glycoprotein-like transporter in Leishmania:
a search for reversal agents. Curr Drug Targets 2002; 3: 311-33.

30 Pérez-Victoria JM, Chiquero MJ, Conseil G et al. Correlation between the
affinity of flavonoids binding to the cytosolic site of Leishmania tropica
multidrug transporter and their efficiency to revert parasite resistance to
daunomycin. Biochemistry 1999; 38: 1736-43.

31 Haudecoeur R, Ahmed-Belkacem A, Yi W et al. Discovery of naturally
occurring aurones that are potent allosteric inhibitors of hepatitis C virus
RNA-dependent RNA polymerase. J Med Chem 2011; 54: 5395-402.

32 Okombi S, Rival D, Bonnet S et al. Discovery of benzylidenebenzofuran-
3(2H)-one (aurones) as inhibitors of tyrosinase derived from human
melanocytes. J Med Chem 2006; 49: 329-33.

33 Cortés-Selva F, Campillo M, Reyes CP et al. SAR studies of dihydro-g-
agarofuran sesquiterpenes as inhibitors of the multidrug-resistance
phenotype in a Leishmania tropica line overexpressing a P-glycoprotein-
like transporter. J Med Chem 2004; 47: 576-87.

34 Scambia G, Panici PB, Ranelletti FO et al. Quercetin enhances
transforming growth factor beta 1 secretion by human ovarian cancer
cells. Int J Cancer 1994; 57:211-5.

35 Lucio M, Nunes C, Gaspar D et al. Antioxidant activity of vitamin E and
trolox: understanding of the factors that govern lipid peroxidation studies
in vitro. Food Biophys 2009; 4: 312-20.

36 Desuzinges-MandonE, Arnaud O, Martinez L et al. ABCG2 transports and

transfers heme to albumin through its large extracellular loop. J Biol Chem
2010; 285:33123-33.

90of9






Anexos

ANEXO 3

Leishmania donovani develops resistance to drug combinations.

PL0S Neglected Tropical Disease 6:€1974; 2012.

Raquel Garcia-Hernandez , José Ignacio Manzano, Santiago Castanys y

Francisco Gamarro.

La combinacién de farmacos para el tratamiento de la leishmaniasis representa
una prometedora y desafiante estrategia quimioterapeutica que se ha
implementado recientemente en diferentes areas éndemicas. Sin embargo, la
inmensa mayoria de los estudios llevados a cabo hasta la fecha han ignorado el
riesgo potencial de que los parasitos de Leishmania puedan desarrollar
resistencia a los diferentes farmacos empleados en estas combinaciones. Como
resultado, este estudio se disefio para elucidar la capacidad de Leishmania
donovani de desarrollar resistencia experimental a combinaciones de farmacos
anti-leishmania. La induccion de resistencia a anfotericina B/miltefosina,
anfotericina B/paromomicina, anfotericina B/Sb(lll), miltefosina/paromomicina, y
Sb(lll)/paromomicina se realizd6 mediante adaptacibn progresiva a
concentraciones crecientes de farmacos. Los amastigotes intracelulares
resistentes a las diferentes combinaciones de farmacos se obtuvieron a partir de
promastigotes de L. donovani resistentes, y se analizaron los niveles de tioles y
ATP, ademas de el potencial de membrana mitocondrial de las lineas resistentes.
Igualmente, esta resistencia se comprobd que era inestable. Mas importante,
observamos que los promastigotes/amastigotes resistentes a una combinacion de
farmacos mostraban una marcada resistencia cruzada a otros farmacos
leishmanicidas. Ademas, los niveles de tioles se incrementaban en las lineas
resistentes protegiendo contra la perdida de ATP y potencial de membrana
mitocondrial inducido por los farmacos. Demostramos que se obtienen diferentes
patrones de resistencia dependiendo de la combinacion de farmacos empleada.

La resistencia a las combinaciones  miltefosina/paromomicina vy
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Sb(lll)/paromomicina se obtiene facilmente de forma experimental. Estos
resultados han sido validados en amastigotes intracelulares, y tienen una
importante relevancia para asegurar la eficacia a largo plazo de las

combinaciones de farmacos.
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Abstract

Drug combinations for the treatment of leishmaniasis represent a promising and challenging chemotherapeutic strategy
that has recently been implemented in different endemic areas. However, the vast majority of studies undertaken to date
have ignored the potential risk that Leishmania parasites could develop resistance to the different drugs used in such
combinations. As a result, this study was designed to elucidate the ability of Leishmania donovani to develop experimental
resistance to anti-leishmanial drug combinations. The induction of resistance to amphotericin B/miltefosine, amphotericin
B/paromomycin, amphotericin B/Sb", miltefosine/paromomycin, and Sb"/paromomycin was determined using a step-wise
adaptation process to increasing drug concentrations. Intracellular amastigotes resistant to these drug combinations were
obtained from resistant L. donovani promastigote forms, and the thiol and ATP levels and the mitochondrial membrane
potential of the resistant lines were analysed. Resistance to drug combinations was obtained after 10 weeks and remained
in the intracellular amastigotes. Additionally, this resistance proved to be unstable. More importantly, we observed that
promastigotes/amastigotes resistant to one drug combination showed a marked cross-resistant profile to other anti-
leishmanial drugs. Additionally, the thiol levels increased in resistant lines that remained protected against the drug-induced
loss of ATP and mitochondrial membrane potential. We have therefore demonstrated that different resistance patterns can
be obtained in L. donovani depending upon the drug combinations used. Resistance to the combinations miltefosine/
paromomycin and Sb"/paromomycin is easily obtained experimentally. These results have been validated in intracellular
amastigotes, and have important relevance for ensuring the long-term efficacy of drug combinations.
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Recently, the WHO [7,10], recommended to use either a single
dose of AmBisome or combinations of anti-leishmanial drugs in
order to reduce the duration and toxicity of treatment, prolong the

Introduction

The use of drug combinations, either in co-formulations or co-

administrations, is an established approach for the treatment of
several infectious diseases including malaria and tuberculosis [1].
This approach has also recently become a priority for other
tropical parasitic diseases, such as visceral leishmaniasis [2—6].
Leishmaniasis, a neglected tropical parasitic disease that is
prevalent in 98 countries spread across three continents, is caused
by protozoan parasites belonging to the genus Leishmania [7]. The
estimated incidence of leishmaniasis is 0.2-0.4 million cases of the
visceral form (VL) and 0.7-1.2 million cases of the cutaneous form
(CL) [7]. Although chemotherapy is the only current treatment
option for leishmaniasis, its efficacy is increasingly limited by
growing resistance to first-line drugs, especially antimonials, the
frequent side-effects associated with their use, and the high cost of
treatment [7,8]. The recommended first-line therapies for VL
include: i) pentavalent antimonials (meglumine antimoniate and
sodium stibogluconate), except in some regions in the Indian
subcontinent where there are significant areas of drug resistance
[9]; i) the polyene antibiotic amphotericin B (AmB); iii) the
liposomal formulation AmBisome; iv) the aminoglycoside paro-
momycin (PMM); and v) the oral drug miltefosine (MLF).

PLOS Neglected Tropical Diseases | www.plosntds.org

therapeutic life span of existing drugs and delay the emergence of
resistance.

Although recent clinical trials have highlighted the efficacy and
safety of anti-leishmanial drug combinations [4,5,10-12], addi-
tional clinical studies are needed to investigate various other
factors, such as the identification of an effective, well-tolerated and
short treatment regimen, logistical aspects, and the potential risk of
developing resistance considering that compliance in field
conditions can be low [13].

Herein we describe the selection and characterization of
experimental resistance to drug combinations in Leishmania
parasites. Our findings clearly demonstrate the acquisition of
resistance to different drug combinations in Leushmania donovani
promastigotes using a step-wise adaptation process to increasing
drug concentrations. Similarly, and perhaps importantly, we have
obtained intracellular L. donovani amastigotes that are resistant to
different drug combinations from promastigote forms resistant to
these same combinations. These results indicate different patterns
of resistance depending on the drug combinations used, with the
combination MLF/PMM selecting resistant L. donovani more
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Author Summary

Leishmania is a protozoan parasite that infects human
macrophages to produce the neglected tropical disease
known as leishmaniasis. Chemotherapy is currently the
only treatment option for leishmaniasis. First-line therapies
include pentavalent antimonials, except in some regions in
the Indian subcontinent, the liposomal formulation of
amphotericin B, miltefosine and paromomycin. The WHO
has recently recommended a combined therapy in order
to extend the life expectancy of these compounds.
However, resistance could be induced in Leishmania if
this approach is not applied in a controlled and regulated
way, thus resulting in a rapid loss of efficacy of not one but
two therapeutic options. In light of this, we have designed
relevant experimental studies in order to determine
whether Leishmania parasites are able to develop resis-
tance to the different potential anti-leishmanial drug
combinations that will be used in the near future. The
results obtained could help us to predict the success of
drug combination therapy. Experimental resistance of
Leishmania donovani promastigotes to drug combinations
was obtained after 10 weeks and remained in the
intracellular amastigotes. We therefore conclude that L.
donovani can easily develop resistance to drug combina-
tions mainly miltefosine/paromomycin and Sb"/paromo-
mycin. These results have been validated in intracellular
amastigotes and are of considerable interest for future
prediction of the success of drug combination therapy.

rapidly than the combination AmB/PMM. Significantly, we have
also observed that promastigotes/amastigotes resistant to one drug
combination show a marked cross-resistance profile to other anti-
leishmanial drugs, a finding that could be of major clinical
relevance. Additionally, our results indicate that the resistant lines
remain protected against the drug-induced loss of ATP and
mitochondrial membrane potential.

Materials and Methods

Chemicals

Trivalent antimony (Sh™), paromomycin (PMM), amphotericin
B (AmB), paraformaldehyde, MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide], Rhodamine 123 (Rh123),
buthionine sulfoximine (BSO), FCCP (carbonyl cyanide 4-trifluor-
omethoxyphenylhydrazone), and Triton X-100 were obtained from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Miltefosine (MLF) was purchased
from Zentaris GmbH (Frankfurt am Main, Germany), and
CellTiter-Glo, CellTracker, and 4’, 6-diamidino-2-phenylindole
dihydrochloride (DAPI) were purchased from Invitrogen. L-
glutamine and penicillin/streptomycin were obtained from Gibco.
All chemicals were of the highest quality available.

Leishmania culture conditions

The L. donovani promastigotes (MHOM/ET/67/HU3) and
derivative lines used in this study were grown at 28°C in RPMI
1640-modified medium (Invitrogen) supplemented with 20% or
10% heat-inactivated fetal bovine serum (HIFBS, Invitrogen). For
thiol assays, they were grown in M-199 medium (Gibco)
supplemented with 10% HIFBS.

Development of drug-resistant Leishmania

promastigotes
The resistant lines were obtained following a previously
described step-wise adaptation process [14,15]. This process

PLOS Neglected Tropical Diseases | www.plosntds.org
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started with drug pressure in the wild-type (WT) L. donovan: line
at a concentration below the drug ECs (the concentration of the
drug required to inhibit parasite growth by 50%), gradually
increasing the drug pressure over 10 weeks. After this period, the
resistant lines were maintained for eight further weeks at the final
drug concentration. The drug combination resistant lines gener-
ated, based on WHO recommendations [7], were AmB+MLF
(AM), AmB+PMM (AP), AmB+Sh™"! (the antimonial active form;
AS), MLF+PMM (MP) and Sh™™+PMM (SP). Singly resistant lines
named A, M, P, and S were obtained in a similar manner. All
resistant lines were maintained in the continuous presence of
drugs. Resistance stability was checked at one and four months
after removal from drug pressure. The ECs, resistance index
(ECsq ratio for resistant and W'T parasites), and cross-resistance
profile were determined for each line using an MTT colorimetric
assay after incubation for 72 h at 28°C in the presence of
increasing concentrations of the drug, as described previously [16].

Animals

Six-week-old male BALB/c mice were purchased from Charles
River Breeding Laboratories and maintained in the Animal
Facility Service of our Institute under pathogen-free conditions.
They were fed a regular rodent diet and given drinking water ad
libitum. These mice were used to collect primary peritoneal
macrophages.

Ethics statement

All experiments were performed according to National/EU
guidelines regarding the care and use of laboratory animals in
research. Approval for these studies was obtained from the Ethics
Committee of the Spanish National Research Council (CSIC file
CEA-213-1-11).

Drug sensitivity in intracellular Leishmania amastigotes
Mouse peritoneal macrophages were obtained as described
previously [17] and plated at a density of 1x10°> macrophages/
well in RPMI 1640 medium supplemented with 10% HIFBS,
2 mM glutamate, penicillin (100 U/mL) and streptomycin
(100 pg/mL) in 24-well tissue culture chamber slides. Late-stage
promastigotes from WT and resistant lines were used to infect
macrophages at a macrophage/parasite ratio of 1:10. Eight hours
after infection at 35°C in an atmosphere containing 5% CO,,
extracellular parasites were removed by washing with serum-free
medium. Infected macrophage cultures were maintained in RPMI
1640 medium plus 10% HIFBS at 37°C with 5% CO, at different
drug concentrations. After 72 h, macrophages were fixed for
30 min at 4°C with 2.5% paraformaldchyde in phosphate-
buffered saline (PBS; 1.2 mM KH,PO,, 8.1 mM Na,HPO,,
130 mM NaCl, and 2.6 mM KCIl adjusted to pH 7), and
permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS for 30 min.
Intracellular parasites were detected by nuclear staining with
Prolong Gold antifade reagent plus DAPIL. Drug activity was
determined from the percentage of infected cells and the number
of amastigotes per cell in drug-treated versus non-treated cultures

[17].

Determination of intracellular levels of non-protein thiols

The levels of non-protein thiols were measured by flow
cytometry using CellTracker, as described previously [18].
Parasites (107 promastigotes/mL), grown in M199 medium plus
10% HIFBS were washed twice with PBS and incubated with
2 uM CellTracker for 15 min at 37°C. They were then washed
again with PBS and analysed by flow cytometry in a FACScan
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flow cytometer (Becton-Dickinson, San Jose, CA) equipped with
an argon laser operating at 488 nm. Fluorescence emission
between 515 and 545 nm was quantified using the Cell Quest
software. Non-protein thiol-depleted parasites obtained after
incubation with 3 mM BSO (a y-glutamylcysteine synthetase
inhibitor) for 48 h at 28°C were used as controls.

ATP measurements

ATP was measured using a CellTiter-Glo luminescence assay,
which generates a luminescent signal proportional to the amount of
ATP present, as described previously [19]. Promastigotes 4x10°/
mL) were incubated at 28°C in RPMI plus 20% HIFBS containing
0.2 uM AmB or 25 uM MLF for 3 h, or 2 mM Sb™ for 8 h. The
drug concentration and incubation time were selected by monitor-
ing parasite viability under a microscope. A 25-uL aliquot of
parasites was then transferred to a 96-well plate, mixed with the
same volume of CellTiter-Glo, and incubated in the dark for
10 min. The resulting bioluminescence was measured using an
Infinite F200 microplate reader (T'ecan Austria GmbH, Austria).

Measurement of mitochondrial membrane potential
(A¥m)

A¥m was measured by flow cytometry using Rh123 accumu-
lation, as described previously [20]. The parasites (4x10°
promastigotes/ml) were incubated with the drugs as described
above. 0.5 uM Rh123 was then added and the parasites incubated
for a further 10 min. They were then washed twice, resuspended
in PBS and analysed by flow cytometry in a FACScan flow
cytometer (Becton-Dickinson, San Jose, CA) equipped with an
argon laser operating at 488 nm. Fluorescence emission between
515 and 545 nm was quantified using the Cell Quest software.
Parasites fully depolarized by incubation in 10 pM FCCP for
10 min at 28°C were used as controls.

Statistical analysis

Statistical comparisons between groups were performed using
Student’s #test. Differences were considered significant at a level of
$<0.05.

Resistance to Drug Combinations in Leishmania

Results

Generation of singly and drug combination resistant
promastigote lines

The resistant lines were selected i vitro in L. donovani promasti-
gotes by a stepwise adaptation process, with drug concentrations
starting below the ECs( values and gradually increasing, over 10
weeks (equivalent to 90 generations), to a maximum concentration
of 0.1, 8, 20 and 80 uM for AmB, MLF, PMM and Sb™,
respectively. Resistance to single drugs and to double drug
combinations was induced. The singly AmB-resistant line (A) and
the lines resistant to the combination of AmB with MLF (AM),
PMM (AP) or Sh™ (AS) showed similar EC5, values for AmB of
0.14 pM, a value two-fold higher than for the WT line (Table 1). In
contrast, the singly MLF-resistant line (M) and the lines resistant to
the combination of MLF with AmB (AM) or PMM (MP) showed
ECs values for MLF 1.81, 3.10, and 4.43-fold higher than for the
WT line, respectively (Table 1). Likewise, the singly PMM-resistant
line (P) and the lines resistant to combinations with AmB (AP), MLF
(MP) or Sb™ (SP), showed ECis values for PMM 11.02, 2.12, 14.25,
and 18.35-fold higher than for the WT line, respectively (Table 1).
Finally, the line resistant to Sb'™ alone (S) and the lines resistant to
Sb™ in combination with AmB (AS) or PMM (SP) showed ECs,
values for Sb™ that were 3.04, 2.05, and 2.18-fold higher than for
the WT line, respectively (Table 1). All the resistant lines showed a
similar growth rate, morphology, motility and macrophage
infectivity to the WT line (data not shown).

Maintenance of drug resistance in intracellular
amastigotes

We undertook additional experiments to determine whether the
resistance to single drugs and drug combinations shown by the
promastigote forms was maintained in intracellular amastigotes
obtained after infection of mouse peritoneal macrophages (Table 2).
The results indicated that the resistance indices to drugs in the
different resistant intracellular amastigote lines were maintained
and were very similar to those observed in their promastigote
counterparts (Tables 1 and 2). The exception was the S-resistant

Table 1. Drugs sensitivity profile in L. donovani promastigote lines.

Drugs ECso (M)-Resistance Index

Lines
AmB MLF PMM sb'"
wT 0.07%0.01 5.84+0.43 12.09+1.76 87.33+5.72
A 0.14%0.04" (2.00£0.57) 5.28+0.58 (0.90=0.16) 19.67£1.307 (1.63+0.34) 74.38+4.98" (0.85+0.12)
m 0.07+0.03 (1.00+0.56) 10.56+1.06""" (1.81+0.31) 6.93+0.80 (0.57+0.15) 92.23+7.09 (1.06+0.16)
P 0.07+0.02 (1.00+0.42) 4.98+0.38" (0.85+0.12) 1332912367 P (11.02+1.63) 138151554 (1.58+0.29)
0.07+0.02 (1.00+0.42) 425+0.44"" (0.73+0.13) 109.34+2.94™" (9.04+0.85) 266.07+10.12"""9€ (3,04+0.32)
AM 0.14+0.04" (2.00+0.86) 18.03+1.07""" (3.09+0.40) 19.35+3.67" (1.60=0.53) 108.97%4.67" (1.25+0.14)
AP 0.14+0.04" (2.00+0.86) 10.86+1.67 " (1.86+0.42) 25.67+226"" (2.12+0.40) 96.69+5.60 (1.11=0.14)
AS 0.14%0.04" (2.000.86) 5.79+0.40 (0.99%0.13) 22.82+2.92"" (1.89+0.51) 178.88+5.91"" (2.05+0.49)
mMP 0.07+0.03 (1.00+0.56) 25.90+1.74"" (4.43+0.61) 172.27+3.52"" (14.25+1.35) 74.59+3.85" (0.85+0.10)
SP 0.07%0.02 (1.00%0.42) 4.61+1.02 (0.79+0.23) 221.88+30.15 (18.35+2.15) 190.57£20.96"" (2.18+0.39)
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Promastigote forms of L. donovani lines: wild-type (WT) and resistant lines to AmB (A), MLF (M), PMM (P), Sb™ (S), AmB+MLF (AM), AmB+PMM (AP), AmB+Sb" (AS),
MLF+PMM (MP), and Sb"+PMM (SP), were grown as described in Materials and Methods section for 72 h at 28°C in the presence of increasing concentrations of drugs.
Cell viability was determined using an MTT-based assay. Resistance indexes, between parentheses, were calculated by dividing the ECs, for each resistant line by that for
WT line. Data are means of ECs, or resistance indexes values = SD from three independent experiments. Significant differences versus the WT were determined using
Student’s t-test (: p<<0.05; ”: p<<0.01; ™ p<0.005; ***: p<0.001) and for comparison of singly versus doubly-resistant lines (*: p<<0.001 M vs. AM or MP; ®: p<<0.05 P vs.
MP or SP; <: p<0.001 P vs. AP; %: p<<0.05 S vs. SP; & p<<0.005 S vs. AS).
doi:10.1371/journal.pntd.0001974.t001
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line, which showed a significantly higher resistance index to Sh™
(12-fold, Table 2) than that observed for the promastigote form (3-
fold, Table 1). The higher resistance index for PMM in the singly P-
resistant line (l1-fold) and in the MP-(11- and 14-fold for
intracellular amastigotes and promastigotes, respectively) and SP-
resistant lines (16- and 18-fold for intracellular amastigotes and
promastigotes, respectively) it worthy of note. Furthermore, a
comparison of AP with P, and AS or SP with S, shows that the
doubly resistant lines exhibit lower EC5( values for PMM or sp™
than their singly resistant counterparts. In contrast, the SP line
exhibits a higher EC;5, value for PMM than the P line (Table 2).

Stability of resistance to drug combinations

The resistant phenotypes were stable in a drug-free medium for
1 month in the singly A-resistant and AM, AP, and AS doubly-
resistant lines for AmB. In contrast, the remaining resistances were
unstable, although the EC5q values were higher than for the WT
line, except for the M and AP lines, which lost resistance against
MLF and PMM, respectively (Figure 1). After culture for four
months in a drug-free medium, all lines lost their resistance levels
either completely or partially, except the AP line, which
maintained a similar initial resistance level for AmB (Figure 1).
These findings suggest that the resistance phenotype of the
induced drug combination resistance is unstable.

Cross-resistance profile to drugs in resistant lines

We investigated the cross-resistance profile of the promastigote
and intracellular amastigote forms of each resistant line to different
anti-leishmanial drugs (Tables 1 and 2). Both the A- and S-
resistant lines showed a significant cross-resistance profile to PMM
(Table 1), and the P-resistant line showed resistance to Sb™
(Table 1). However, the M and P lines only showed resistance to
Sb™ in their intracellular amastigote forms (Table 2). In the case
of drug combination resistant lines, we found that the AP-resistant
line showed significant cross-resistance to MLF in both its
promastigote and intracellular amastigote forms. Similarly, the
AS-resistant promastigote line shows cross-resistance to PMM, and
the AM-resistant promastigote line shows cross-resistance to PMM

Resistance to Drug Combinations in Leishmania

and Sb"" (Tables 1 and 2). However, the MP and SP lines showed
no cross-resistance to other anti-leishmanial drugs as either
promastigotes or intracellular amastigotes (Tables 1 and 2). Our
results concerning the stability of the cross-resistance in resistant
lines maintained without drug pressure for one month showed that
all lines maintained their resistance, except the AM line, which lost
its cross-resistance to Sb'™ (Figure 2).

Intracellular thiol levels in resistant lines

An increase in thiol levels has been considered to be one of the
main detoxification mechanisms observed in lines selected for
resistance to Sh™' [21]. In light of this, we determined the total
intracellular non-protein thiol content in the different resistant
promastigote lines using CellTracker. The results of this study
showed significantly higher thiol levels in the resistant lines than in
the WT line, except for the M and S lines (Figure 3). The highest
thiol values were found in the MP and SP lines. As expected, a
drastic decrease in thiol content was observed in all lines after
incubation with BSO (Figure 3).

The effect of anti-leishmanial drugs on ATP synthesis in
drug-resistant lines

We assessed the ATP levels in the presence of AmB, MLF and
Sb™, which are known to induce an apoptotic-like process
associated with ATP depletion in Leishmania [22]. PMM was not
assessed as this drug kills the parasites by a different mechanism
[22-24]. The WT parasites exhibited a significant decrease in total
ATP levels after treatment with AmB, MLF or Sb'™, with the
former showing the highest decrease (Figure 4A). The lines
resistant to single and drug combinations remained protected or
were more tolerant to ATP loss (Figure 4A), with the AS-resistant
line in particular showing a very small decrease in ATP levels after
treatment with AmB or Sb™. A similarly small decrease in ATP
levels was also observed after treatment of the M- and MP-
resistant lines with MLF, and the S-resistant line with Sb™
(Figure 4A). Additionally, we observed that the M- and S-resistant
lines presented significantly higher basal ATP levels without drug
pressure (Figure 4A), thus suggesting that these resistant lines have

Table 2. Drugs sensitivity profile in L. donovani intracellular amastigote lines.

Drugs ECso (LM)-Resistance Index

Lines
AmB MLF PMM sb'"
wT 0.027+0.002 2.18+0.43 3.93+0.60 3.66+0.14
A 0.057+0.003""" (2.110£0.270) 2.03%0.33 (0.93%0.13) 4.43+045 (1.13+0.28) 2.38+0.19" (0.650.07)
M 0.028+0.002 (1.03720.145) 512+0.51" (2.35+0.69) 5.26+0.35 (1.34+0.29) 5.11+046" (1.40+0.18)
P 0.0260.003 (0.963=0.180) 1.98+0.23 (0.910.28) 41.45+3.7877P< (10.55+1.57) 4.66+0.35 (1.27+0.14)
0.024+0.002 (0.889+0.140) 2.08+0.17 (0.95+0.26) 436+0.53 (1.11+0.30) 44.47+4.23779% (12,15+0.92)
AM 0.064+0.002""" (2.370+0.251) 462+0.39" (2.12+0.87) 3.45+0.49 (0.88+0.26) 3.36+0.23 (0.92+0.09)
AP 0.058+0.003""" (2.148+0.273) 3.98+0.41" (1.83+0.24) 7.10+0.62""" (1.81+0.43) 3.98+0.29 (1.09+0.09)
AS 0.042+0.003" (1.556=0.342) 3.46+0.54 (1.59+0.16) 3.93+0.51 (1.00£0.28) 6.61£0.57" (1.81£0.22)
MP 0.036=0.004 (1.333+0.256) 7.09+1.07"" (3.25+1.31) 41.58+3.44"" (10.58=1.49) 3.48+0.27 (0.95+0.14)
SP 0.026+0.004 (0.963*0.226) 2.46+0.47 (1.13£0.23) 64.48+534"" (16.41+1.84) 14.05+2.04"" (3.84:0.69)

P

€ p<<0.001 S vs. AS).
doi:10.1371/journal.pntd.0001974.t002
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Intracellular amastigote L. donovani lines were obtained after infection of mouse peritoneal macrophages with the different promastigote resistant lines as described in
Material and Methods section. After 72 h, drug activity was determined from the percentage of infected cells and the number of amastigotes by cells in drug-treated
cultures versus non-treated cultures. Resistance indexes, between parentheses, were determined as previously described in Table 1. Data are means of ECsq or resistance
indexes values + SD from three independent experiments. Significant differences versus the WT were determined using Student’s t-test (: p<<0.05; “": p<<0.01;
: p<0.005; ”": p<0.001) and for comparison of singly versus doubly-resistant lines (*: p<<0.05 A vs. AS; : p<<0.05 P vs. SP; <: p<<0.001 P vs. AP; %: p<<0.005 S vs. SP;
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Figure 1. Stability of resistance to drugs in L. donovani promastigote lines. (A) The stability of resistance with respect to the initial ECs,
(black columns) is determined at 1 (gray columns) and 4 months (white columns) after removal of the drug pressure. The results shown are the
average of three independent experiments = SD. Significant differences versus the initial ECs, were determined using Student’s t-test (*: p<<0.05;
**: p<0.01; ***. p<<0.005; ****. p<<0.001). (B) Results from panel A expressed in terms of the resistance index. The horizontal black line represents a
resistance index of 1 equivalent to a completely loss of resistance. % line that lose resistance after 1 month in a drug-free medium; °: line that maintain

similar initial resistance levels after 4 months in a drug-free medium.
doi:10.1371/journal.pntd.0001974.g001

developed, amongst other resistance mechanisms, an increase in
ATTP levels. In contrast, the AM- and AP-resistant lines presented
significantly lower basal ATP levels (Figure 4A).

Tolerance to drug-induced depolarization of A¥Ym in
drug-resistant lines

AW¥m is essential to mitochondrial ATP synthesis and changes
to it are one of the markers for apoptosis induced by exposure to
AmB, MLF and Sb™ (but not exposure to PMM) [22].
Furthermore, mitochondrial oxidative phosphorylation in Lesk-
manta accounts for most of the ATP expenditure of Leishmania
parasites [25]. As a result, we tested the A¥m of WT and the
various resistant lines by measuring Rh123 accumulation
(Figure 4B). WT parasites incubated with AmB, MLF or Sh'™
showed a significant decrease in Rh123 accumulation (7.7-, 2.6-
and 1.4-fold, respectively). These values (except for that for Sh'™

PLOS Neglected Tropical Diseases | www.plosntds.org

were even lower than those obtained upon incubation of parasites
with the control uncoupling reagent FGCP (Figure 4B). Except for
the M-resistant line, the untreated resistant lines showed a
significantly lower accumulation of Rh123; however, after
treatment with the different anti-leishmanial drugs, the resistant
lines showed a lower reduction ratio of Rh123 accumulation than
the WT line (Figure 4B). Consequently, the resistant parasites
remain protected against the oxidative stress induced by treatment
with the anti-leishmanial drugs AmB, MLF and Sh™.

Discussion

Drug combinations for the treatment of leishmaniasis represent
a promising and challenging chemotherapeutic strategy that has
recently been implemented in different endemic areas. This
approach has several advantages over single-drug therapies,
including shortening of the treatment period and reduction of
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doi:10.1371/journal.pntd.0001974.g002

the probability of selecting drug-resistant parasites. However, this There i1s still a great deal of debate concerning the clinical
approach must be used with care given to the possibility that, if not relevance of findings in promastigotes since this is not the stage
applied in a controlled and regulated way, resistance could be that will eventually become exposed to the drug. It has recently
induced in Leishmana, thus resulting in a rapid loss of efficacy of been shown that differences can be obtained during the
not one but two therapeutic options [13]. It is therefore important experimental induction of resistance to PMM using promastigotes
to design relevant experimental studies in order to determine and intracellular amastigotes depending on the resistance-selection
whether Leishmania parasites are able to develop resistance to the protocol [26]. The methodology and technical difficulties required
different potential anti-leishmanial drug combinations that are in inducing resistance to drug combinations justify the use of
likely to be used in the near future. The results obtained from such promastigote forms in this manuscript. However, experiments
experimental studies could help to predict the likely success of drug using intracellular amastigotes derived from resistant promasti-
combination therapy. gotes could be useful when considering future recommendations
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Figure 3. Thiol levels in L. donovani promastigote lines. Log-phase promastigotes from WT and resistant lines were labelled with 2 uM
CellTracker (black columns), and fluorescence was analyzed as described in the Materials and Methods section. Promastigotes were depleted of thiols
by treatment with 3 mM BSO (a y-glutamylcysteine synthetase inhibitor) for 48 h at 28°C (white columns). The results are the average of three
independent experiments = SD. All lines show significant differences with respect to WT (*: p<<0.001) and when comparing singly versus doubly-
resistant lines using Student’s t-test (*: p<<0.05 A vs. AS; b. p<<0.005 A vs. AP; < p<<0.001 A vs. AM; d. p<<0.001 M vs. AM or MP; € p<<0.05 P vs. AP;
f: p<0.001 P vs. MP or SP; 9: p<<0.001 S vs. AS or SP). The black line indicates the threshold at which the thiol levels have been modified with respect
to WT.

doi:10.1371/journal.pntd.0001974.g003
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differences (%: p<0.05; ®: p<<0.01; <: p<<0.005; %: p<<0.001) when comparing the corresponding control values for each line with itself after treatment. A

comparison of the different untreated lines with untreated WT lines also shows significant differences (*: p<<0.05; **: p<<0.005; ***: p<<0.001).

doi:10.1371/journal.pntd.0001974.g004

for optimal drug combinations to combat different Leishmania
species.

Studies in clinically resistant isolates, where the mechanisms of
resistance involve multi-factorial events that contribute to the
tolerance to chemotherapeutic agents in Leishmania, are somewhat
more complex [27,28]. In this paper, we have induced experi-
mental resistance to the drug combinations AM, AP, AS, MP and
SP in L. donovan: MHOM/ET/67/HUS3, also known as LV9 or
1.82). The sensitivity values of the parental L. donovan: strain to the
different anti-leishmanial drugs used were similar to, or even lower
than, the published data for this and other L. donovani strains
[11,26,29-31]. It is important to point out that this is the first
description of an experimental induction of resistance to a
combination of different anti-leishmanial drugs. Consequently,
the conditions and times required for the induction of resistance
can not be compared to the previously described induction of
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resistance to single anti-leishmanial drugs. Additionally, the single-
drug resistance studies in L. donovani described by different groups,
obtained higher levels of resistance after increasing the drug
pressure and exposure times. Thus, an approximately 14-fold
resistance has been obtained for MLF resistance [32], an
approximately 5- toll-fold resistance for PMM, depending on
the L. donovani strain used [26], and an approximately 20-fold
resistance for AmB [31]. Moreover, it is important to note that, in
clinical isolates resistant to sodium stibogluconate, an up to 41-fold
higher tolerance to Sh™ has been observed with respect to the
susceptible clones of promastigote forms in the stationary growth
phase [27].

In summary, the results of this study show that L. donovani can
easily develop resistance to the drug combinations MLF/PMM
and Sb™/PMM, with higher resistance indices than those found
for AmB/MLF, AmB/PMM or AmB/Sb™. These results have
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been validated in intracellular amastigotes and are of considerable
interest for future applications. Experimental resistance of L.
donovani to the drug combination MLF/PMM, a combination that
could, in theory, have advantages over other drug combinations as
regards future use, is easily achieved. Similarly, the experimental
studies described herein confirm how the ease with which
experimental resistance to Sb''/PMM is induced in Leishmania.
These studies should therefore be taken into account when it
comes to future recommendations for their use in endemic areas,
especially as the Sh™/PMM combination appears to be effective
against VL (in East Africa) and has the additional advantage of low
cost [7]. Consequently, further research into combination
regimens when given for a short period and at lower total dose
are required.

We have also confirmed that Leshmania-resistant parasites
develop an increase in cellular thiol redox metabolism as a drug-
detoxification mechanism to protect against drug-induced loss of
ATP and mitochondrial membrane potential. As described
previously, the anti-leishmanial drugs AmB, MLF and Sb™ (but
not PMM) induce a significant decrease in the mitochondrial
membrane potential, thus leading to a bioenergetic collapse of the
parasite and drug-induced cell-death [22]. A link between the
mode of killing of drugs against Leishmania infantum (such as AmB,
MLF and Sbh, which share a similar mode of killing), and the
tolerance towards cell death induced by their respective anti-
leishmanial drugs, has been described previously [22]. Although,
in contrast to PMM, this was thought to facilitate the emergence of
multidrug resistance, similar findings were not observed under our
experimental conditions. Instead, our results show a significant
cross-resistance profile to PMM in the AM- and AS-resistant lines
and to MLF in the AP-resistant line. Conversely, the AP-resistant
intracellular amastigote line acquired cross-resistance to MLF. A
similar absence of a link between cross-resistance to drugs with
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similar mechanism-of-death pathways was observed in the singly
A- and S-resistant promastigote lines, with a cross-resistance to
PMM, and in the P-resistant line, with resistance to Sh™. The
absence of any such correlation could be explained by taking into
account that different Leishmania species present different drug
susceptibilities and different abilities to respond to drug pressure.

In light of the characteristics of this infectious disease and the
existence of different Leishmania species, with their different drug
susceptibilities, it is possible that each Leshmania species will
require a different drug combination. Suitable options for
combination treatment must therefore be optimised in further
experimental studies. In this respect, genome-sequencing and
metabolomics experiments are currently underway to determine
the specific resistance mechanisms developed by Leshmania
parasites to different drug combinations. Finally, in view of the
proven value of these results for the research community, and
considering the debate as regards the use of promastigotes or
mtracellular amastigotes for induction of drug resistance to drug
combinations, we are currently attempting to induce resistance to
drug combinations in intracellular amastigotes, as the results
obtained will be of greater significance in terms of the conditions
found in the field.
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ANEXO 4

Oxazolo[3,2-a]pyridine. A new structural scaffold for the

reversal of multi-drug resistance in Leishmania.

Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 22:6272-5; 2012.

Esther Caballero , José Ignacio Manzano, Pilar Puebla, Santiago Castanys,

Francisco Gamarro y Arturo San Feliciano.

Compuestos pertenecientes a tres diferentes clases de sistemas heterociclicos
fusionados, estructuralmente relacionados con bloqueantes de canales de calcio
de la familia 1,4-dihidropiridina, se evaluaron en su capacidad para revertir la
resistencia a farmacos leishmanicidas comunes en una linea MDR de Leishmania
tropica. Compuestos con un esqueleto de oxazolo[3,2-a]piridina mostraron una
reversion significativa de la resistencia a daunomicina y miltefosina con indices
de reversion de 6,7 y 8,7 veces, respectivamente. Lo mas interesante es que el
compuesto enantiopuro 20S alcanzé a revertir la resistencia a ambos farmacos y

de forma mas significativa que su enantiomero 20R.
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tiomer 20R.

Compounds belonging to three different classes of fused heterocyclic systems, structurally related to Cal-
cium-channel blockers of the 1,4-dihydropyridine family, were evaluated in their ability to overcome
leishmanial resistance to common drugs in a MDR Leishmania tropica strain. Compounds with the skeletal
basis of oxazolo[3,2-a]pyridine displayed significant reversion of resistance to daunomycin and miltefo-
sine, with reversion indexes up to 6.7-fold and 8.7-fold, respectively. Most interestingly, the enantiopure
compound 20S attained to revert the resistance to both drugs and fairly more significantly than its enan-

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Leishmaniasis is a poverty-related neglected disease character-
ized by its high morbidity, being the most important emerging and
uncontrolled infectious disease and the second cause of death
among the protozoan parasitic diseases, after Malaria. Globally
there are an estimated 70,000 deaths each year and 350 million
people are at risk of infection. To date there are no protective vac-
cines, and chemotherapy is the only effective weapon, limited to a
few first-line drugs, including miltefosine, paromomycin, ampho-
tericin B and its derivatives, along with pentavalent antimonials,
although the latter are no longer effective in endemic areas as in
Bihar (India) due to drug resistance. One of the major problems
of leishmaniasis chemotherapy is the intrinsic or acquired resis-
tance of parasites to the available drugs. ATP-binding cassette
(ABC) transporters are commonly involved in the resistance to dif-
ferent antiparasitic drugs such as antimonials,' pentamidine,? mil-
tefosine,®> and sitamaquine.* Leishmania P-glycoprotein-like
transporter (Pgp-like) is included in the ABC subfamily B and its
overexpression confers a multi-drug resistance (MDR) phenotype
involved in a significantly reduction in intracellular accumulation
of drugs, similar to that characterised in mammalian cells over-
expressing Pgp.>® Inhibitors of Pgp have thus been advocated as
promising candidates for overcoming MDR.

Parasite resistance to drugs has emerged as a major problem in
current medicine, and therefore, there is great clinical interest in

* Corresponding authors. Tel.: +34 923294528 (E.C.), +34 958181667 (F.G.).
E-mail addresses: escab@usal.es (E. Caballero), gamarro@ipb.csic.es (F. Gamarro).

0960-894X/$ - see front matter © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.bmcl.2012.07.100

developing compounds that overcome resistances with lower host
toxicity.” Several types of compounds with diverse levels of MDR
reversal properties have been described.® One of the physio-phar-
macological categories of drugs displaying such reversion ability is
that of Calcium channel blockers represented by verapamil and
nifedipine related drugs.® Here we report on the evaluation of
the MDR reversal abilities of representative members of three
types of fused heterocyclic compounds structurally related to
nifedipine and 1,4-dihydropyridines, that had previously displayed
long-acting antihypertensive effects, presumably due to its proba-
ble Ca%*-channel blocker pro-drug character.!®

The syntheses of the heterocyclic compounds shown in Table 1
were achieved following the known Hantzsch procedure as previ-
ously reported (Scheme 1).!! This methodology afforded com-
pounds 1-7 in good yields, starting with enamines of
acetoacetate esters obtained from 2-aminoethanol (compounds
1-4, 6 and 7, Table 1) and 1-amino-2-propanol (5). The use of thi-
oethanolamine enamine led to the thiazolopyridine 8 and that of 3-
aminopropanol enamine rendered the pyrido-oxazine 9.

Compounds 1-9 include three types of fused heterocyclic sys-
tems, with seven diversely substituted oxazolo[3,2-a]pyridines,
one thiazolo[3,2-a]pyridine and one pyrido[2,1-b]oxazine, which
were initially evaluated in their MDR reversal potentiality on
promastigotes of a highly daunomycin-resistant strain of Leish-
mania tropica.'> Daunomycin (DNM) resistance in this line is re-
lated to a decreased intracellular drug accumulation mainly due
to the Pgp-like transporter overexpression.'> This resistant line
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Table 1

6273

Structures and growth inhibition results (%) of wild-type (WT) and MDR L. tropica lines by daunomycin (DNM, 150 uM) in the presence of selected heterocyclic compounds

(+) oxa(thia)zolo[3,2-a]pyridines

() pyrido[2,1-b]Joxazine

Compound X R! R? R® Ar (Het) [Comp.] =3 uM [Comp.] = 6 uM [Comp.] = 8 uM

WT MDR WT MDR WT MDR
1 (0] H HH CH,OH 3-NO,Ph <10 <10 <10 <10 <10 26.3+0.2
2 (e] H HH COOMe 3-NO,Ph <10 75.3+23 <10 92.3+0.9 21.8+1.0 97.6 0.5
3 (e] H HH COOBn 3-NO,Ph <10 239+1.0 16.4+£0.2 71.6+3.7 65.1+3.3 93.3%+04
4 (0] H HH COOBn 3-CIPh <10 <10 <10 <10 <10 <10
5 (6] Me (6} COOMe 3-CIPh <10 <10 <10 <10 <10 <10
6 (¢] H H,H COOMe 2-furyl <10 <10 <10 <10 <10 <10
7 (0] H HH COOMe 2-pyrrolyl <10 57.3+33 <10 778%1.5 <10 80.3+4.2
8 S H HH COOMe 3-CIPh <10 432+25 <10 789%2.0 <10 838158
9 <10 18.1+£0.2 <10 36.8+1.1 <10 748 £3.6

Data shown are the average of three independent experiments * SD, relative to the control, grown in the absence of DNM and compounds. Values above 75% inhibition are

boldfaced to facilitate comparisons.

Rs XH
Het) A .
( e) T | S/ Rl l

—_—
o *
MeOOC HN )n
RZ
R3
(Het) Ar X R!
N

MeOOC )n

R2

Scheme 1. The synthesis of oxa(thia)zolo[3,2-a]pyridines (n=0) and pyrido[2,1-
bloxazines (n=1).

has an MDR phenotype similar to tumour cells, with a cross-resis-
tance profile to several unrelated drugs and an overexpressed
drug-efflux Pgp-like transporter (LMDR1).'* The wild-type (WT)
L. tropica LCR-strain was also included in the assays. To determine
the intrinsic toxicity of compounds, the WT and MDR Leishmania
lines were exposed to compounds in the absence of DNM.!> The
cytotoxicity of compounds for human myelomonocytic THP-1 cells
was also determined,'® and the results (data not shown) showed
that these compounds present a significantly low toxicity with
ICso values higher than 400 pM.

In order to assess the chemosensitising activity of the com-
pounds, promastigotes of the L. tropica MDR line were exposed to
both 150 pM DNM and three different concentrations (3, 6 and
8 uM) of the compounds in racemic form. The preliminary evalua-
tion results included in Table 1 showed that several oxazolo[3,2-
a]pyridines were able to revert the resistance to DNM and that
compound 2 achieved a 75% parasite inhibition after 72 h at a
low 3 puM concentration. Additionally, compounds 7, 8 and 9 dis-
played a moderate MDR reversal activity with lower toxicity.

These encouraging results moved us to design and perform new
evaluation experiments focused on establishing ICsq values of
resistance reversion for the most active compounds. Considering
that the MDR Leishmania line showed a significant cross-resistance
to miltefosine (MLF),!® the ICso and the reversal index (RI) values to
DNM and MLF were determined for compounds 2, 7, 8 and 9.

Parasites were exposed to increasing concentrations of drugs in
the absence or presence of a 6 UM concentration of the com-
pounds. The Rl is defined as the ratio between the ICsq values found
for a certain drug in absence or in presence of each compound. In
other words, a RI value of 3 indicates a 3-fold enhancement of drug
effectiveness against the multi-resistant parasite. The calculated
maximum RI value with DNM (ratio between ICsq values for
MDR and parental drug-sensitive parasites) is 64. The maximum
RI value with MLF is 22.

As shown in Table 2, the selected compounds showed RI values
ranging from 3.9 to 1.3 for DNM, and from 3.5 to 1.5 for MLF. As can
be observed, among the oxazolo[3,2-a]pyridines, compound 2 dis-
played the strongest MDR reversal potential with RI values of 3.9
and 3.4 for both drugs DNM and MLF, respectively. These values
are of the same order and comparable to those obtained with Cuz-
co 5 (1a,20-diacetoxy-6,9p-difuroyloxy-4p-hydroxydihydro-g-
agarofuran), a known and rather complex natural sesquiterpenoid
isolated from Maytenus canariensis, being considered up to date as
the most promising reversal compound of MDR phenotype in
Leishmania.'® Consequently, Cuzco 5 was used in this research as
the positive control of MDR reversion.

Aiming at discovering better MDR reversal agents of this type, we
evaluated a larger number of oxazolo[3,2-a]pyridines, including
several enantiomerically pure compounds. The structures of the
evaluated compounds 10-25 are shown in Table 3. The enantiose-
lective synthesis of 2,3,8,8a-tetrahydro-7H-oxazolo[3,2-a]pyridines

Table 2
Quantitative effects of compounds 2, 7, 8, and 9 on the ICso values for daunomycin
(DNM) and miltefosine (MLF) in the MDR L. tropica line

Compound (6 pM)  ICso(pM) for DNM  Rlpym ICso(pM) for MLF Rl g
— 179.8+1.1 — 239.5+2.1 -

2 47.0+6.4 39 70.8+3.9 34

7 138.6 +4.4 13 123.2+2.7 1.9
8 83.0+4.0 2.2 69.2+6.3 35

9 55.7+0.4 32 161.2+2.8 1.5
Cuzco5 38.3+0.6 4.7 39.7+2.1 6.0

ICsp values for the WT line in absence of compounds were: 2.8 + 0.1 (DNM), and
10.9 £ 2.1 (MLF). RI values above 3.0 are boldfaced for comparison purposes. Data
are expressed as average + SD (n = 3) of concentrations of DNM and MLF necessary
to inhibit parasite growth by 50%.
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Table 3

Resistance reversal effects for further oxazolo[3,2-a]pyridine derivatives on the MDR line of L. tropica

R3
R*-Ph o
78711 R!
SN (2
MeOOC 4{— MeOOC
RZ

2S-series (r)-racemic 2R-series
Compound (6 uM) R! R? R® R* ICso (uM) for DNM ICso (uM) for MLF
- 179.8£1.1 239.5+2.1
10(r) H HH CH,0AC 3-NO, 179.7 £ 4.2 131.7£0.0
11(r) H HH COOMe 3-Cl 189.0+2.0 154.2+4.2
12(r) H HH COOEt 3-NO, 187.6£2.1 185.1+5.4
13(r) H HH COOEt 3-Cl 206.7 +11 1245+1.4
14(r) H HH COOAllyl 3-Cl 342104 71.1+24
15(r) H HH COOtBu 3-NO, 187.9+2.2 2383+84
16(r) H H,Et COOMe 3-NO, 54.2+0.8 58.1+0.6
17(r) H H,Et COOMe 3-Cl 569+2.1 38.7%03
188 Me HH CH,0Ac 3-Cl 50.7+0.3 55.1+23
19(r) Me HH COOMe 3-NO, 173.5+35 133.7+£7.1
19R Me HH COOMe 3-NO, 172.6 £5.1 1713225
20R Me HH COOMe 3-Cl 79.6 +4.6 843+2.0
208 Me HH COOMe 3-Cl 26.7%+4.2 45.6 3.6
21(r) Me HH COOEt 3-NO, 172.1+£8.4 151.6+0.4
22R Me HH COOEt 3-Cl 421120 55.5+29
22§ Me HH COOEt 3-Cl 579+3.2 45.8+2.8
23R Me HH COOtBu 3-Cl 51.4+23 27.7%22
24R Me HH COOBn 3-Cl 45.7t1.4 509+3.6
24§ Me HH COOBn 3-Cl 61.2+0.2 46.0+3.3
25R Me (6] COOEt 3-Cl 88.8+0.7 62.1+43
Cuzco5 38.310.6 39.7%21

ICs values for the WT line in absence of compounds were: 2.8 + 0.1 uM (DNM) and 10.9 + 2.1 uM (MLF). Data are expressed as average + SD (n = 3) of concentrations of DNM
and MLF necessary to inhibit parasite growth by 50%. ICso values similar as or better than those found for Cuzco 5 are boldfaced for comparison purposes.

was carried out with enamines prepared from homochiral 1-amino-
2-propanols as previously reported by some of us.'® It is noticeable
that the formation of three new stereocenters in the bicyclic system
is highly controlled by the presence of a single chiral carbon atom in
the starting enamine reagent, and placed in the end product three,
four and five bonds away from the newly created stereocenters.
When racemic 1-amino-2-propanol and 2-aminobutanol were
used, racemic 16, 17, 19 or 21 were obviously produced.

The results of the MDR reversal evaluation are shown in Table 3.
As it can be seen, the tested compounds behave differently
depending on their respective structures and on the antileishma-
nial drug being considered. Thus, while most compounds reverted
Leishmania resistance to one or both drugs in a similar manner as
the mentioned above for compounds 2 and 8, several of them re-
sulted practically inactive and even one compound (13) increased
the resistance to DNM. These experimental facts support the exis-
tence of fair structure/resistance-reversal relationships that can
also be extended to the stereochemical aspects, as in the case of
the enantiomers 20R and 20S.

A first observation related to the influence of the m-
substituted phenyl group attached to position C-7 reveals that
the 3-chlorophenyl group is preferred to the nitro group at the
same position.

It can also be observed that compounds 14 and 20S significantly
revert the ICsq values for DNM, by more than 5- and 6-fold, respec-
tively, with higher RI values than the reference Cuzco5 (Table 3,
Fig. 1). Indeed, among the tested compounds, 20S showed the high-
est potency for DNM-resistance reversion. Additionally, compound
23R reverts around 8.7-folds the ICsq value for MLF, with higher RI
than Cuzco 5 for this drug (Fig. 1). Interestingly, both compounds
20S and 23R present a low toxicity for human THP-1 cells, with
ICso values higher than 400 uM (data not shown). Therefore, within

the series of oxazolo[3,2-a]pyridine derivatives tested, compound
20S which produces a significant reversion of resistance to both
drugs DNM and MLEF, is considered as a good candidate for further
studies as reversal agent of Leishmania MDR. Similarly, compound
23R, with the highest RI against the modern antileishmanial agent
MLF would play a similar role. Complementarily, we attempted to
determine the MDR reversal activity of these compounds on intra-
cellular amastigotes, however due to the high intrinsic cytotoxicity
of MLF and DNM for the human THP-1 cells, with ICsy values:
26.9 +£3.1 uM (MLF) and 7.0 £ 0.04 uM (DNM), it was difficult to
quantify the resistance reversion.

In order to assess the expectancy of these oxazolo-pyridines as
potential lead compounds is important to note that several repre-
sentative compounds of this series were tested already in vivo,
having demonstrated their antihypertensive efficacy with low tox-
icity.'® However, such assays were performed under intraperito-
neal administration only, and some doubts emerged about their
bioavailability under oral administration, the ordinary route of
administering MLF and DNM. At this respect, the expectancy for
the potential clinical use of compounds 17, 20, 22 and 23 results
reinforced by fulfilling of the Lipinski rules, and complemented
with favourable theoretical physico-chemical, ADME and toxico-
logical calculations and predictions (data not shown) obtained
for those compounds. Consequently, compounds 20S and 23R
could be considered as drug leads for MDR reversal in the treat-
ment of resistant leishmaniasis. Furthermore, the good results
found for 208, 14 and other compounds of the series in the reversal
of resistance to DNM, a well established and clinically used anti-
cancer drug, suggest the potential interest of these family of com-
pounds for the treatment of anthracycline-resistant neoplastic
diseases. In this sense, in vitro MDR reversal studies on human
neoplastic cells have been initiated.
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Figure 1. Reversal indexes of oxazolo[3,2-a]pyridine derivatives, showing their comparative effects on the resistance to DNM and MLF by the MDR line of L. tropica. Reversal
index (RI) values for a compound and drug (DNM: black; MLF: grey) correspond to the ratio ICso (without)/ICso (with compound). Continuous (DNM) and dotted (MLF) lines
define the RI values for Cuzco 5 to allow an easy comparison of compounds with the positive reference. Bars represent the average of three independent experiments = SD (*p

<0.05).

As a conclusion, the results here shown constitute a first report
which justifies the interest of the oxazolo[3,2-a]pyridine moiety as
a good structural base for MDR reversal. Accordingly, it seems rec-
ommendable to continue the research with evaluation of a wider
family of compounds, including further variants in substituents
and arrangements all around the fused heterocyclic system, and
to extend the research to other therapeutic areas. In order to bring
about this task, experimental studies of in vivo efficacy and acute
toxicity, and the establishment of the mechanism of action with
identification of the target molecule(s) or the biochemical path-
way(s) of MDR reversion used by this type of compounds will be
necessary.
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ANEXO 5

Uptake of the Antileishmania Drug Tafenoquine Follows a Sterol-

Dependent Diffusion Process in Leishmania.

Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 66:2562-5; 2011.

José Ignacio Manzano, Luis Carvalho, Raquel Garcia-Hernandez, José Antonio

Poveda, José Antonio Ferragut, Santiago Castanys y Francisco Gamarro.

Este trabajo se disefio para dilucidar el mecanismo de entrada de la tafenoquina
en Leishmania, y su dependencia de esteroles. Al ser la tafenoquina un
compuesto fluorescente, mediante espectrofluorimetria pudimos monitorizar su
entrada al parasito. El farmaco presenta una cinética rapida en la entrada, el
proceso es independiente de energia y no saturable, pero dependiente del
gradiente de protones y de temperatura. La reduccién de esteroles de la
membrana plasmatica, obtenida tras el tratamiento con metil-B-ciclodextrina,
produce una disminucion significativa de la entrada de tafenoquina en el parasito.
Estos resultados sugieren que la entrada de tafenoquina en Leishmania tiene
lugar mediante un proceso de difusion y que los cambios en el contenido de
esteroles de la membrana plasmatica pueden causar una disminucion en la

entrada del farmaco.
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Objectives: The present study was designed to elucidate the mechanism of tafenoquine uptake in Leishmania

and its sterol dependence.

Methods: Because tafenoquine is a fluorescent compound, spectrofluorimetric analysis allowed us to monitor
its uptake by Leishmania promastigotes and intracellular amastigotes, and to evaluate the effect of tempera-
ture, energy and H* gradient on drug entry. The influence of sterols on tafenoquine uptake in Leishmania para-
sites was determined in experiments using sterol-depleting agents such as methyl-g-cyclodextrin or cholesterol

oxidase.

Results: Tafenoquine exhibited fast entry kinetics into Leishmania in an energy-independent, but pH- and
temperature-dependent, non-saturable process. Furthermore, sterol depletion decreased tafenoquine uptake.

Conclusions: These findings suggest that Leishmania takes up tafenoquine by a diffusion process and that
decreases in membrane sterol content may induce a decrease in drug uptake.

Keywords: 8-aminoquinolines, tafenoquine uptake, plasma membrane fluidity, sterol depletion

Introduction

Leishmaniasis, which is caused by the parasitic protozoan
Leishmania, has a wide variety of clinical manifestations,
ranging from self-healing cutaneous lesions to visceral disease,
with an annual incidence of more than 2 million new cases.
Treatment of this disease relies exclusively on chemotherapy,
limited to a few first-line drugs, including miltefosine, paromo-
mycin, amphotericin B deoxycholate and lipid amphotericin B,
along with pentavalent antimonials, although the last group
are no longer effective in endemic areas in Bihar (India) due to
drug resistance. The limited number of active drugs has
prompted the WHO to recommend combination therapy in
order to extend the life expectancy of these compounds. New
drugs, including the 8-aminoquinolines, are being developed as
part of the search for cheaper oral treatments for visceral leish-
maniasis. The 8-aminoquinoline scaffold has been extensively
used in the development of antiprotozoal drugs,’ typically as
antiplasmodial compounds. The most recent application for
these drugs is the use of sitamaquine and tafenoquine as
alternative leishmanicidal compounds; these two drugs are at
different stages of introduction because of differences in their

haematological toxicity (primarily metahaemoglobinaemia and
haemolysis).

Tafenoquine, an 8-aminoquinoline analogue of primaquine
that is in clinical trials for the treatment and prevention of
Plasmodium infections,® may be a good candidate for an alterna-
tive leishmaniasis therapy. Indeed, tafenoquine has shown
potent in vivo leishmanicidal activity by affecting mitochondrial
activity in Leishmania parasites, leading to an apoptosis-like
death process;*> however, the precise mechanism of tafeno-
quine uptake in Leishmania remains unknown. The present
article is focused on elucidating the mechanism of tafenoquine
uptake in Leishmania and its sterol dependence.

Methods

Leishmania strain and culture

Leishmania major (MHOM/JL/80/Friedlin) promastigotes were grown at
28°C in RPMI 1640 modified medium (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) sup-
plemented with 20% heat-inactivated fetal bovine serum (HIFBS) (Invi-
trogen).® Intracellular amastigotes were obtained as described
previously.” Briefly, macrophages differentiated from THP-1 cells were

© The Author 2011. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy. All rights reserved.
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infected with late-stage promastigotes at a ratio of 1:10 macrophages/
parasites. Infected macrophages were maintained for 96 h at 37°C and
5% CO, in RPMI 1640 medium plus 10% HIFBS. Amastigotes were har-
vested from macrophages selectively lysed with 0.0125% SDS in PBS
(1.2 mM KH,PO,, 8.1 mM NaH,PO,4, 130 mM NaCl and 2.6 mM KCl, pH 7).

Tafenoquine uptake

Promastigotes (2x 107 cells/mL) were treated with 5 wM tafenoquine for
different times (1, 3, 5, 8, 10 and 15 min) or with different tafenoquine
concentrations (0.2, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10 and 20 uM) for 1 min in
culture medium at 28°C. For tafenoquine uptake experiments in amasti-
gotes, 107 cells/mL were treated with 10 uM tafenoquine for different
times (1, 5 and 15 min) in culture medium (pH 5.5) at 37°C and 5%
CO,. Parasites were then washed with the same medium followed by
PBS and re-suspended in 10% SDS. Tafenoguine accumulation was deter-
mined fluorimetrically by recording an emission spectrum in the range
360-460 nm upon excitation at 340 nm using an Aminco-Bowman
Series 2 spectrometer as described previously.®

Effects of temperature, energy and H* gradient on
tafenoquine uptake

These experiments were performed as described previously.® Briefly, pro-
mastigotes (2x107 cells/mL) or amastigotes (107 cells/mL) were incu-
bated for 10 min with 5 puM tafenoquine at 28 and 4°C or with 10 pM
tafenoquine at 37 and 4°C, respectively, in HEPES-buffered saline (HBS;
21 mM HEPES, 137 mM NaCl, 5mM KCl, 0.7 mM NaH,PO, and 6 mM
glucose, adjusted to pH 7.4 for promastigotes or pH 5.5 for amastigotes),
and the amount of drug incorporated into the cells was determined as
described above. For energy depletion studies, promastigotes or amasti-
gotes were pre-incubated for 30 min with 5 mM 2-deoxy-p-glucose and
20 mM NaNs at 28 or 37°C, respectively, in HBS buffer without glucose.
H*-gradient dependence was determined in parasites pre-treated with
10 wM of the ionophores nigericin and monensin in HBS for 10 min at
28 or 37°C.

Preparation of parasite surface membrane-enriched
fraction

Leishmania promastigotes (10° cells/mL) in lysis buffer (10 mM Tris-HCl,
2 mM EDTA and 25 pg/mL leupeptin, pH 8.0) were disrupted for 45 min in
a pre-chilled, high-pressure cavitator. The parasite lysates were centri-
fuged at 1000 g to eliminate cell debris, then the supernatant was cen-
trifuged at 8000g at 4°C for 30 min to obtain parasite surface
membrane-enriched fractions. The supernatant was removed and the
pellets were washed twice with 10 mM HEPES/145 mM NaCl, pH 7.4,
buffer before being re-suspended in the same buffer. Alkaline phos-
phatase tartrate-resistant activity was determined as a control for
membrane-enriched fractions, as described previously.'°

Anisotropy of parasite plasma membrane

Leishmania plasma membrane samples (0.14-0.15 mg/mL) in 10 mM
HEPES/145mM NaCl, pH 7.4, buffer were incubated with 1,6-
diphenylhexa-1,3,5-triene (DPH) or 1-[4-(trimethylamino) phenyl]-6-
phenylhexa-1,3,5-triene (TMA-DPH) probes in N,N'-dimethylformamide
(DMF) in the dark for 30 min at a 1/2500 probe/protein weight ratio.
The final DMF concentration in the membrane suspension was always
<0.05%. The slit widths for both excitation and emission were 5 nm
and the integration time was 1 s. Steady-state fluorescence anisotropy
(r), as defined by Lackowicz,'! was determined by measuring the
vertical and horizontal components of the fluorescence emission with

excitation polarized vertically. The excitation wavelength for DPH and
TMA-DPH was 360 nm, with emission being monitored at 430 nm. Temp-
erature ramps were done from 4 to 40°C in steps of 0.5°C, with an equi-
libration time at each temperature of 30 s and a heating rate of 30°C/
min. The data point at each temperature was the average of ten 1 s ani-
sotropy measurements.

Tafenoquine uptake dafter sterol depletion in L. major

Promastigotes (107 cells/mL) were pre-incubated with 10 mM methyl-
B-cyclodextrin (MCD) or 1 U/mL cholesterol oxidase (CH-OX) for 1h in
culture medium without HIFBS at 4°C in order to deplete sterols
from the plasma membrane, as described previously.*? Similar exper-
iments with intracellular amastigotes (107 cells/mL) were determined
using 10 mM MCD in culture medium (pH 5.5). After washing twice
with PBS, parasites were stained with the sterol dye marker filipin.*®
Leishmania parasites were incubated on ice with 10 pg/mL filipin for
10 min in culture medium without HIFBS and washed twice with
PBS, and the sample fluorescence was determined by recording an
emission spectrum (400-600 nm) upon excitation at 350 nm. After
sterol depletion, promastigotes and amastigotes were incubated,
respectively, with 5 pM tafenoquine at 28°C and 10 pM at 37°C for
15 min in culture medium. Tafenoquine accumulation was measured
as described above.

Statistical analysis

Statistical comparisons between groups were performed using
Student’s t-test. Differences were considered significant at a level of
P<0.05.

Results and discussion

The present work aimed to examine the mechanism of tafeno-
quine uptake in the protozoan parasite Leishmania; tafenoquine
is a promising leishmanicidal oral drug with less haematological
toxicity than sitamagquine. The tafenoquine concentrations used
in these experiments were designed considering the ECsq value
of tafenoquine in L. major promastigotes (2.24 uM), as previously
described.® The uptake of tafenoquine at 28°C reached satur-
ation in about 5 min (Figure 1a); similar behaviour was observed
at 4°C, but with lower accumulation than at 28°C (Figure 1a).
Similar results were obtained in amastigotes incubated at 37°C
(Figure 1a). Furthermore, the initial rate of tafenoquine uptake
was not saturable at up to at least 20 uM tafenoquine
(Figure 1b). No differences in tafenoquine uptake were observed
in the ATP-depleted parasites (Figure 1c), although tafenoquine
uptake was found to be 50% lower at 4°C than at 28°C
(P<0.05) for promastigotes and 60% lower at 4°C than at
37°C for amastigotes (P<<0.05) (Figure 1c). In summary, tafeno-
quine shows fast entry kinetics into Leishmania parasites in a
protein- and energy-independent, but temperature-dependent,
non-saturable process. Furthermore, the accumulation of
weakly basic aminoquinolines such as chloroquine and, more
recently, sitamaquine seems to be pH-dependent.'*'® This
finding was confirmed by the observation of a significant
reduction in tafenoquine accumulation only in promastigotes
pre-incubated with the ionophores monensin and nigericin
(P<0.05) (Figure 1c), which enable the exchange of sodium
and potassium ions with protons, respectively, thereby affecting
the pH gradient in the cell. No differences in drug accumulation
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Figure 1. Tafenoquine (TFQ) uptake by Leishmania parasites. (a) Kinetics of tafenoquine uptake at 28°C (diamonds) and 4°C (filled circles) in
promastigotes and at 37°C in amastigotes (open circles). a.u., arbitrary units. (b) Concentration-dependent uptake of tafenoquine in
promastigotes. a.u., arbitrary units. (c) Inhibition of tafenoquine uptake. Non-treated parasites (100% uptake), parasites treated with nigericin plus
monensin (NIG+MON) or 2-deoxy-p-glucose plus NaN; (2DDG+NaNs) and parasites incubated at 4°C. Promastigotes, black bars; amastigotes,
white bars. Data are the means+SD of three and two independent experiments for promastigotes and amastigotes, respectively.

Temperature-dependent steady-state fluorescence anisotropy experiments in promastigotes using DPH (d) and TMA-DPH (e) probes. Data are
averages of three independent experiments.
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Figure 2. Tafenoquine (TFQ) accumulation after sterol depletion. (a) Filipin staining after incubation without (Control) or with MCD or CH-OX for 1 h at
4°C. a.u., arbitrary units. (b) Tafenoquine uptake after sterol depletion. Promastigotes, black bars; amastigotes, white bars. Results are means +SD of
three and two independent experiments for promastigotes and amastigotes, respectively.

were observed in amastigotes after ionophore treatment due lower tafenoquine uptake observed at 4°C (with lower fluidity).
to the acidic pH of the incubation medium (pH 5.5). Finally, flu- Consequently, tafenoquine appears to cross the plasma mem-
orescence anisotropy studies showed significant differences brane via a diffusion process driven by its chemical potential gra-
between the anisotropy values for the measurements at 4 and dient and the pH gradient, as well as being influenced by the
40°C (Figure 1d and e). Since the anisotropy values for lipophilicity of this compound (XlogP3=5.4; http:/pubchem.
TMA-DPH and DPH give an estimate of their free rotation in the  ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=115358).

lipid bilayer, higher fluorescence anisotropy should correspond The plasma membrane is the site where the drug is taken up,
to a decrease in membrane fluidity. This could explain the and any modification to its composition or dynamics is therefore
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likely to have an impact on drug-membrane interactions,
especially when the drug must be solubilized into the lipid bilayer
before it can be taken up. To study the influence of sterols on tafe-
noquine uptake in Leishmania parasites, we first examined
whether treatment with MCD or CH-OX induced changes in the
sterol content of L. major, using filipin fluorescence to monitor
sterol depletion. The relationship between sterol content and
plasma membrane fluidity has been described in a previous
study’? showing that a decrease in sterol content in Leishmania
was associated with higher fluidity. As can be seen from
Figure 2(a), treatment with MCD and CH-OX produced a 45% and
21% decrease in filipin fluorescence, respectively. Similar behav-
jour was observed in amastigotes after MCD treatment
(Figure 2a). Furthermore, sterol depletion induced by MCD and
CH-OX did not have a significant effect on parasite viability, as
assessed by morphology and motility (data not shown), in agree-
ment with previous findings.'? Sterol depletion resulted in a signifi-
cant 26% reduction in tafenoquine uptake in promastigotes after
MCD treatment (P<0.05), whereas no significant difference was
observed after treatment with CH-OX (Figure 2b). In amastigotes,
a 45% reduction in tafenoquine uptake was observed after MCD
treatment (P<0.05) (Figure 2b). These results can be explained
by the extent of sterol extraction observed in Figure 2(a). These
results were consistent with possible drug entry through lipid raft
domains, as previously described for the uptake of other antileish-
mania drugs.’? However, recent studies have shown that sitama-
quine uptake in Leishmania parasites is a sterol-independent
diffusion process.'® Thus, there is significant variability in the
uptake phenomena of different compounds included in the
8-aminoquinoline family.

In conclusion, our results suggest that tafenoquine uptake in
Leishmania follows a sterol-dependent diffusion process.
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ANEXO 6

Increased Glycolytic ATP Synthesis is Associated with

Tafenoquine Resistance in Leishmania major.

Antimicrobial Agents and Chemoterapy, vol. 55, p. 1045-52; 2011.

José Ignacio Manzano, Luis Carvalho, José M. Pérez-Victoria, Santiago Castanys

y Francisco Gamarro.

La tafenoquina, una 8-aminoquinolina usada para prevenir y tratar infecciones
con Plasmodium, puede representar una terapia alternativa para tratar la
leishmaniasis. La tafenoquina ha mostrado tener una significativa actividad
leishmanicida tanto in vitro como in vivo, tiene como blanco de accion la
mitocondria del parasito y le induce un proceso de muerte similar a la apoptosis.
Con el objetivo de aportar datos sobre la durabilidad que tendria en clinica este
potencial farmaco leishmanicida, es importante determinar la probabilidad de que
Leishmania pueda desarrollar resistencia a tafenoquina y los mecanismos de
resistencia que pueda generar. Para abordar este estudio, se selecciond una
linea de promastigotes de Leishmania major resistente a tafenoquina (R4). Esta
resistencia, la cual resultd inestable en medio libre de farmaco (linea revertida),
se mantuvo en la forma amastigote intracelular en macrofagos. Ademas, los
promastigotes de la linea R4 presentaron resistencia cruzada a otras 8-

aminoquinolinas. Tanto en la linea R4 como en la linea revertida, se observo una
disminucién en la acumulacién de la tafenoquina, lo cual probablemente esté
asociado con la alcalinizacion del pH intracelular y una reduccién en el contenido
de acidocalcisomas que desarrollan ambas lineas, dado que no se apreciaron
diferencias en el eflujo de tafenoquina en comparacién con la linea salvaje. En
todas las lineas de Leishmania se observé una disminucion en la sintesis de ATP
debido a la accion de la tafenoquina, aunque los niveles de ATP total se
mantuvieron mas altos en los parasitos de la linea R4. Igualmente, se observé

que la sintesis de ATP mediante la via glucolitica estaba significativamente
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incrementada en los parasitos de la linea R4, mientras que la sintesis de ATP
mitocondrial era similar a la de los parasitos salvajes. Por lo tanto, concluimos
que el incremento en la sintesis de ATP glucolitico es el principal mecanismo

responsable de la resistencia a tafenoquina en la linea R4 de Leishmania.
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Tafenoquine (TFQ), an 8-aminoquinoline used to treat and prevent Plasmodium infections, could represent
an alternative therapy for leishmaniasis. Indeed, TFQ has shown significant leishmanicidal activity both in
vitro and in vivo, where it targets Leishmania mitochondria and activates a final apoptosis-like process. In order
not to jeopardize the life span of this potential antileishmania drug, it is important to determine the likelihood
that Leishmania will develop resistance to TFQ and the mechanisms of resistance induced. To address this
issue, a TFQ-resistant Leishmania major promastigote line (R4) was selected. This resistance, which is unstable
in a drug-free medium (revertant line), was maintained in intramacrophage amastigote forms, and R4
promastigotes were found to be cross-resistant to other §-aminoquinolines. A decreased TFQ uptake, which is
probably associated with an alkalinization of the intracellular pH rather than drug efflux, was observed for
both the R4 and revertant lines. TFQ induces a decrease in ATP synthesis in all Leishmania lines, although
total ATP levels were maintained at higher values in R4 parasites. In contrast, ATP synthesis by glycolysis was
significantly increased in R4 parasites, whereas mitochondrial ATP synthesis was similar to that in wild-type
parasites. We therefore conclude that increased glycolytic ATP synthesis is the main mechanism underlying

TFQ resistance in Leishmania.

Treatment for leishmaniasis currently relies on a reduced
arsenal of drugs, including pentavalent antimonials (which can-
not be given in areas where drug resistance is endemic), am-
photericin B deoxycholate, lipid formulations of amphotericin
B, miltefosine, and paromomycin, all of which have drawbacks
in terms of toxicity, efficacy, price, and inconvenient treatment
schedules (6, 17). To increase the therapeutic life span of these
drugs and delay the emergence of resistance, the World Health
Organization has recommended combination therapy as a
strategy to be implemented in clinical trials. Of the new drugs
under development, 8-aminoquinolines such as sitamaquine
(WR6026; GlaxoSmithKline), which is currently in phase 2b
clinical trials (12, 34), represent a promising new oral leish-
manicidal treatment. Although the mechanism of action of
sitamaquine is still unknown, it has been reported that acido-
calcisomes play a key role in the accumulation of sitamaquine,
although they do not determine the leishmanicidal potency of
the drug (14). Other 8-aminoquinolines chemically related to
primaquine have been synthesized and evaluated for their an-
tiparasitic activity (1, 25). Thus, tafenoquine (TFQ), formerly
known as WR238605, is a primaquine analogue which is being
developed jointly by the Walter Reed Army Institute of Re-
search and GlaxoSmithKline pharmaceuticals for the treat-
ment and prevention of relapsing malaria (31). Phase I, II, and
III clinical studies with this drug have shown that TFQ is a safe,
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well-tolerated, and highly effective oral chemoprophylactic
agent for the treatment of plasmodial infections (8, 24, 30).
Recently, we have proposed that TFQ could be used as a new
leishmanicidal drug (33) and have determined that TFQ tar-
gets Leishmania mitochondria by specifically inhibiting mito-
chondrial cytochrome ¢ reductase, thus leading to a final
apoptosis-like process (3). However, to ensure the future long
life of this promising leishmanicidal drug, it is important to
determine how easy it is to induce TFQ resistance experimen-
tally, as this information can then be extrapolated to the pos-
sible emergence of drug resistance in the field. The mechanism
of resistance to other aminoquinoline derivatives, such as the
4-aminoquinoline derivative chloroquine, in Plasmodium, for
example, has been associated with a reduction in drug accu-
mulation (13, 27).

In the present study, we have determined the mechanism of
resistance to TFQ in Leishmania parasites and have found that
TFQ resistance is unstable. TFQ accumulation was lower in
resistant parasites than in sensitive parasites, although reduced
drug accumulation was found not to be a mechanism of resis-
tance, as it was present in revertant (i.e., nonresistant) lines.
However, the mechanism of TFQ resistance does appear to be
linked to increased ATP synthesis from glycolysis.

MATERIALS AND METHODS

Chemical compounds. TFQ [2-methoxy-4-methyl-5-(3-trifluoromethylphe-
noxy)primaquine succinate], sitamaquine [N,N-diethyl-N’-(6-methoxy-4-meth-
ylquinolin-8-yl)hexane-1,6-diamine] dihydrochloride and [benzene ring-U-
14Clsitamaquine  (['*CJsitamaquine; 2.07 GBg/mmol) were provided by
GlaxoSmithKline (Greenford, United Kingdom). ["*C]Glucose (11.8 GBgq/
mmol) was purchased from PerkinElmer. Amplex Red, LysoTracker Green
DND-26, LysoTracker Red DND-99, BCECF-AM [2',7'-bis-(2-carboxyethyl)-5-
(and-6)-carboxyfluorescein, acetoxymethyl ester], and BCECF (free acid) were
purchased from Invitrogen. Dicyclohexylcarbodiimide (DCCD), trivalent anti-
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mony, pentamidine, paromomycin, amphotericin B, ketoconazole, chloroquine,
quinine, mefloquine, primaquine, glucose, sodium azide, ammonium chloride,
nigericin sodium salt, 2-deoxy-p-glucose, DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole
dilactate), phosphoenolpyruvate, propidium iodide, MTT [3-(4,5-dimethylthia-
zol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide], phenylmethanesulfonyl fluoride
(PMSF), flavin adenine dinucleotide (FAD), thiamine pyrophosphate (TPP),
horseradish peroxidase (HRP), pyruvate oxidase, and sodium pyruvate were
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Lactate dehydrogenase was
purchased from Roche Applied Science, and miltefosine was purchased from
/Aterna Zentaris (Frankfurt, Germany). All chemicals were of the highest quality
available.

Leishmania culture conditions. Promastigotes of Leishmania major (MHOM/
JL/80/Friedlin) and derivative lines used in this study were cultured at 28°C in
RPMI 1640 modified medium (Invitrogen, Carlsbad, CA) supplemented with
20% heat-inactivated fetal bovine serum (iFBS; Invitrogen), as described previ-
ously (10). All parasite lines were collected from culture by centrifugation after
48 h of growth and washed in phosphate-buffered saline (PBS; 1.2 mM KH,PO,,
8.1 mM Na,HPO,, 130 mM NaCl, and 2.6 mM KCI adjusted to pH 7). The final
parasite concentration was determined using a Coulter Z1 counter.

Generation of a TFQ-resistant L. major line. A TFQ-resistant L. major line
was obtained by following a previously described stepwise selection process (4,
23) with a starting concentration of 2.5 uM TFQ increasing to 4 pM TFQ over
10 weeks. The TFQ-resistant (R4) line was maintained in the continuous pres-
ence of 4 uM TFQ. To determine the stability of the resistant phenotype, the R4
line was grown in a drug-free medium for 1 month (revertant line; revR4). The
sensitivity of wild-type (WT), R4 and revR4 L. major promastigotes to TFQ and
the cross-resistance profile of the R4 line to different compounds were deter-
mined after incubation for 72 h at 28°C in the presence of increasing concen-
trations of the drug. The concentration of TFQ required to inhibit parasite
growth by 50% (ECs,), and the resistance indices (ratio of ECsgs for resistant
and WT parasites) were calculated using an MTT colorimetric assay, as de-
scribed previously (11).

TFQ sensitivity in intracellular amastigotes of Leishmania. Late-stage pro-
mastigotes from the WT and R4 lines were used to infect mouse peritoneal
macrophages from BALB/c mice (Charles River, Ltd.) at a macrophage/parasite
ratio of 1:10, as described previously (14). After infection for 6 h, extracellular
parasites were removed by washing with serum-free medium. Infected macro-
phage cultures were maintained at 37°C with 5% CO, at different TFQ concen-
trations in RPMI 1640 medium plus 10% iFBS, as described previously (14).
After 72 h, macrophages were fixed for 20 min at 4°C with 2.5% paraformalde-
hyde in PBS, permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS for 10 min, and
treated with RNase A (1 mg/ml) for 30 min. Intracellular parasites were detected
by nuclear staining with 5 pg/ml propidium iodide and Prolong Gold antifade
reagent without DAPI (Invitrogen).

TFQ uptake and efflux. L. major promastigotes (2 X 107 per ml) were incu-
bated with 5 puM TFQ for 15 min at 28°C in culture medium and then washed
twice with PBS and lysed by the addition of 10% SDS, pH 4. Sample fluorescence
(in the range of 360 to 460 nm) was then measured using an Aminco Bowman
series 2 spectrometer upon excitation at 340 nm. The time course uptake of TFQ
at 28°C was determined at different time intervals (1, 3, 5, 8, 10, and 15 min). To
determine TFQ efflux, WT and R4 parasites (2 X 107 per ml) were incubated
with 2 and 2.5 uM TFQ, respectively, for 1 h in culture medium at 28°C to allow
for a similar labeling in the two lines. The parasites were then washed with PBS
and resuspended in culture medium at 28°C, and the fluorescence retained was
measured at different time points (0, 15, 30, 60, and 90 min).

Acc lation of sit: quine. Sitamaquine accumulation was determined as
described previously (14). Briefly, promastigotes were incubated at 28°C with 0.5
uM ['*C]sitamaquine for 15 min and then washed with PBS containing 100 pM
nonradioactive sitamaquine. The cell-associated radioactivity was measured by
liquid scintillation counting, and the protein concentration was determined using
a Bradford kit (Bio-Rad).

Microscopy analysis. Promastigotes (107 per ml) were incubated with 5 pM
TFQ for 15 min in culture medium. After being washed twice with PBS, the
pellet was resuspended in PBS and analyzed by fluorescence microscopy (Zeiss).
Acidocalcisome accumulation of the acidotropic dye LysoTracker Red DND-99
was determined by confocal microscopy analysis, as described previously (14).
Briefly, promastigotes were incubated with 75 nM LysoTracker Red DND-99 in
HBS buffer (21 mM HEPES, 0.7 mM Na,HPO,, 137 mM NaCl, 5 mM KCl, and
6 mM glucose [pH 7]), and the parasites were then washed with PBS and
analyzed with a confocal microscope (TCS SP5 model; Leica) equipped with a
He/Ne laser (633 nm) and coupled to an MRC1024 model confocal scanning
laser equipment.
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pHi measurement. The intracellular pH (pHi) of L. major lines was deter-
mined fluorimetrically using a BCECF-AM probe, as described previously (28).
Briefly, promastigotes (2 X 107 per ml) were resuspended in standard buffer
(136.89 mM NaCl, 2.68 mM KCl, 1.47 mM KH,PO,, 8.46 mM Na,HPO, 11.1
mM glucose, 1 mM CaCl,, 0.8 mM MgSO,, and 20 mM HEPES [pH 7.4]). After
incubation for 30 min at 28°C in the presence of BCECF-AM (5 pg/ml), the
parasites were washed twice. The fluorescence ratios (excitation ratio, 490 nm/
440 nm; emission, 535 nm) were monitored continuously using an Aminco
Bowman series 2 spectrometer. For calibration curves, the BCECF ratio fluo-
rescence as a function of pH was obtained using a parasite suspension incubated
with BCECF-AM and treated with the ionophore nigericin (5 pug/ml). Different
pH values were obtained by the addition of 1 M MES (morpholineethanesulfonic
acid; pH 5.0) or 1.5 M Tris-CIH (pH 8.8) followed by measurement of the pH.
The intracellular alkalinization of parasites was obtained after pretreatment of L.
major lines at 28°C with 20 mM NH,CI for 1 min, followed by incubation with 5
M TFQ in the presence of NH,Cl for 15 min. For the studies involving parasite
acidification, the pHi was lowered using the NH,CI prepulse technique, as
described previously (15). Thus, promastigotes (2 X 107) were resuspended in 50
wl of standard buffer (described above) containing 40 mM NH,CI at 28°C for 15
min. The parasites were then centrifuged and resuspended in standard buffer
with or without the H"-ATPase inhibitor DCCD and in chloride-free buffer (135
mM sodium gluconate, 5 mM potassium gluconate, 5 mM glucose, 1 mM calcium
gluconate, 1 mM MgSO,, and 10 mM HEPES-Tris [pH 7.4]). The rate of
recovery from acidification was determined from the slope of the initial 100 s of
recovery, and the final pHi was determined after 10 min. To determine the
acidification produced by TFQ and sodium azide, BCECF-loaded promastigotes
(2 X 107 per ml) were incubated in culture medium with 5 uM TFQ or 20 mM
sodium azide for different times (1, 3, 5, 10, and 30 min).

Proton efflux ements for Leish ia parasites. Extracellular pH, which
reflects the proton efflux activity of parasites, was determined as described
previously (15). Thus, parasites (1 X 10%) were washed and resuspended in 2 ml
of weakly buffered (0.1 mM HEPES-Tris; pH 7.4) standard buffer containing 0.38
pM BCECF (free acid). The fluorescence excitation ratio (490 nm/440 nm;
emission, 535 nm) was then recorded and translated into nmol of H" released/
min on the basis of ratios obtained at various extracellular pHs by the addition
of known HCI equivalents.

ATP measurements for L. major lines. ATP was measured using a CellTiter-
Glo luminescent assay (Promega), which generates a luminescent signal propor-
tional to the amount of ATP present. Promastigotes (4 X 10° per ml) were
incubated in culture medium at different TFQ concentrations (1, 2, 5, 10, and 20
M) for 60 min. For glycolytic and mitochondrial ATP determination, parasites
were incubated separately in HBS buffer plus 20 mM sodium azide to inhibit
mitochondrial oxidative ATP generation, and glucose-free HBS buffer plus 5
mM 2-deoxy-D-glucose and 5 mM sodium pyruvate to inhibit glycolytic ATP
generation, for 1 h at 28°C. For the study of ATP levels at different pHi values,
promastigotes (2 X 107 per ml) were incubated in distinct buffers to obtain a
different pHi, as described previously (15). The buffers used were regular buffer
(135 mM NaCl, 5 mM KCl, 5 mM glucose, 1 mM CaCl,, 1 mM MgSO, and 10
mM HEPES-Tris for pH 7.4 or 10 mM MES-Tris for pH 5.5), regular buffer
containing 25 mM HCO; ™, sodium-free buffer (135 mM choline CI, 5 mM KClI,
5 mM glucose, 1 mM CaCl,, 1 mM MgSO, and 10 mM HEPES-Tris [pH 7.4])
and chloride-free buffer (described above). The pHi of parasites was measured
using BCECF-AM as the pHi fluorescent probe, as described above. A 25-pl
aliquot of parasites was then transferred to a 96-well plate, mixed with the same
volume of CellTiter-Glo, and incubated in the dark for 10 min, and the biolu-
minescence was measured using an Infinite F200 microplate reader (Tecan
Austria GmbH, Austria).

Determination of intracellular pyruvate levels in Leishmania lines. Pyruvate
was extracted as described by Zhu et al. (35). Briefly, 5 X 10® parasites were
incubated in HBS buffer or in glucose-free HBS buffer plus 5 mM 2-deoxy-p-
glucose for 1 h at 28°C. The parasites were then collected and resuspended in 0.1
ml of ice-cold 0.25 M HCIO, and incubated on ice for 5 min. The resulting
mixture was neutralized with 2.8 pl of 5 M K,CO; (pH ~6.5). The supernatant
was collected after centrifugation at 10,000 X g for 5 min. Pyruvate was measured
using a fluorimetric assay (35) based on the oxidation of pyruvate by pyruvate
oxidase. The hydrogen peroxide generated reacts with nonfluorescent Amplex
Red at a 1:1 stoichiometry to form the red fluorescent product resorufin. This
fluorescence is proportional to the initial pyruvate concentration in the solution.
Briefly, 20 pl of intracellular pyruvate extract was pipetted into a 96-well white
plate, and 180 pl of reaction solution (final concentration, 100 mM potassium
phosphate with 1 mM EDTA [pH 6.7], 1 mM MgCl,, 10 uM FAD, 0.2 mM TPP,
0.2 U/ml pyruvate oxidase, 50 uM Amplex Red, and 0.2 U/ml HRP) was then
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FIG. 1. TFQ sensitivity of L. major promastigotes. L. major WT
(diamonds), R4 (squares), and revR4 (triangles) lines were assayed for
TFQ sensitivity by determination of the percent cell viability using an
MTT-based assay, as described in Materials and Methods. Shown are
the means * standard deviations (SD) from four independent exper-
iments.

added. Fluorescence at 590 nm was measured upon excitation at 535 nm using a
microplate reader (Infinite F200; Tecan Austria GmbH, Austria).

Determination of pyruvate kinase activity in Leishmania lines. Pyruvate kinase
activity was determined as described previously (21). Briefly, parasites (1 X 10%)
were washed twice in PBS, resuspended in hypotonic buffer (10 mM Tris-HCI,
pH 7.4) plus a protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich) for 10 min at 4°C, and
then disrupted by nitrogen cavitation (90 bar, 30 min, 4°C). Cell debris was
removed by centrifugation at 800 X g and 4°C for 10 min, and the supernatant
was then centrifuged at 100,000 X g and 4°C for 60 min. Pyruvate kinase activity
was determined with a lactate dehydrogenase-coupled assay system by measuring
the decrease of NADH absorbance at 340 nm. The enzymatic assay was per-
formed at 25°C in 1 ml of reaction mixture containing 50 mM triethanolamine
buffer (pH 7.2), 2.5 mM phosphoenolpyruvate, 2 mM ADP, 6 mM MgSO,, 50
mM KCl, 0.42 mM NADH, and 6.25 g lactate dehydrogenase. The reaction was
initiated by the addition of 50 ug of protein from the supernatant from the
centrifugation performed at 100,000 X g.

Glucose uptake assay for Leishmania lines. The accumulation of glucose was
determined after incubation of 2 X 107 promastigotes with 0.15 nCi/ml [**C]glu-
cose for 10 min at 28°C in glucose-free HBS buffer. The parasites were subse-
quently washed with PBS containing 6 mM nonradioactive glucose at 4°C and
then with PBS alone. The cell-associated radioactivity was measured by liquid
scintillation counting, and the protein concentration was determined using a
Bradford kit (Bio-Rad).

Statistical analysis. Statistical significance was calculated by using Student’s ¢
test. Differences were considered significant at a P value of <0.05.

RESULTS

Generation of a TFQ-resistant L. major line. A TFQ-resis-
tant L. major line was selected in vitro by a stepwise adaptation
process up to a maximum of 4 uM TFQ. Subsequent attempts
to increase the level of TFQ resistance were unsuccessful. This
TFQ-resistant line (R4) has an ECy, of 545 = 0.35 pM, a
2.5-fold-higher concentration than for the WT line (Fig. 1 and
Table 1). The R4 parasites showed a growth rate similar to that
of the WT line. Additionally, no morphological differences
were observed between the two lines, as determined by light
microscopy and flow cytometry analyses (data not shown). The
resistance phenotype was unstable in drug-free medium for up
to 4 weeks; the revertant line (revR4) presented a sensitivity
(2.26 = 0.02 wM) that was similar to that of the WT parasites
(Fig. 1). Additionally, we found that TFQ resistance in the
promastigote forms was maintained in intracellular amasti-
gotes obtained after infection of mouse peritoneal macro-
phages with WT and R4 promastigotes (ECs,s of 0.38 = 0.03
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and 0.95 = 0.02 uM for intracellular WT and R4 amastigotes,
respectively) and that R4 amastigotes were 2.5-fold more re-
sistant, similar to the value obtained for R4 promastigotes.
Additionally, the R4 line profile showed significant cross-resis-
tance to the 8-aminoquinolines sitamaquine (2-fold more re-
sistant) and primaquine (1.9-fold; Table 1); no cross-resistance
to the 4-aminoquinolines chloroquine and mefloquine and the
quinoline derivative quinine was observed. As can be seen
from Table 1, the R4 parasites did not show any significant
cross-resistance to other antileishmanial drugs, such as triva-
lent antimony, pentamidine, miltefosine, paromomycin, and
ketoconazole.

TFQ uptake and accumulation in acidic vesicles. To deter-
mine whether TFQ resistance in R4 parasites was associated
with a failure to accumulate the drug, TFQ uptake experiments
were therefore carried out using spectrofluorometric tech-
niques. The time course uptake of TFQ in WT, R4, and revR4
lines showed that TFQ uptake became saturated after 5 min
(data not shown), with a 24% lower uptake in R4 parasites with
respect to their WT counterparts and intermediate values for
the revR4 line (data not shown). Additionally, no significant
differences in TFQ efflux between the R4 and WT parasites
were observed (data not shown). A decrease in R4 and revR4
drug uptake was also observed for ['*C]sitamaquine, which
present a 55% lower uptake in R4 parasites than in WT par-
asites, and the revR4 line presents accumulation values of 25%
(data not shown). Since TFQ and sitamaquine accumulate in
acidic vesicles, such as acidocalcisomes (3, 14), the differences
in the size of such organelles could determine the TFQ accu-
mulation. In fact, with the acidic organelles in WT parasites
being larger than those in the R4 and revR4 lines, as can be
seen from the significantly lower accumulation of LysoTracker
Green (data not shown), a fluorescent acidotropic probe was
used to label acidic organelles (mainly acidocalcisomes) in
Leishmania (18).

TABLE 1. Drug sensitivity profile for L. major promastigote lines*

ECs (M)
Drug RI¢
WwT R4

Tafenoquine 224 = 0.15 5.49 = 0.35 2.5%
Sitamaquine 12.02 = 0.38 2449 £1.92 2%
Primaquine 27.73 £ 0.24 53.04 = 1.14 1.9*
Quinine 9.41 = 0.11 9.53 = 0.06 1
Chloroquine 18.75 = 1.25 23.82 = (.81 1.3
Meflpquine 12.48 = 0.55 13.92 = 0.86 1.1
Sbir 1543 +0.73 21.12 = 0.88 1.4
Amphotericin B 1.87 £ 0.12 3.16 £ 0.23 1.7
Ketoconazole 19.98 = 0.56 28.05 = 0.71 1.4
Pentamidine 0.28 = 0.02 0.45 = 0.04 1.8
Miltefosine 17.69 = 0.51 25.69 = 1.12 1.5
Paromomycin 4.29 = 0.04 3.98 = 0.14 1
Daunomycin 0.22 = 0.01 0.38 = 0.01 1.7

“ L. major WT and R4 lines were grown as described in Materials and Methods
for 72 h at 28°C in the presence of increasing concentrations of drugs. Subse-
quently, cell viability was determined using an MTT-based assay.

® Data are means of ECsys = SD from three independent experiments.

¢ Resistance index (RI) was calculated by dividing the ECss for R4 parasites
by that for WT parasites. Significant differences were determined by Student’s ¢
test (x, P < 0.05).

4 ECsqs for Sb!!! are expressed in pg/ml.
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FIG. 2. Determination of intracellular pH (pHi) in L. major lines.
Leishmania WT promastigotes loaded with BCECF-AM (5 pg/ml, 30
min) were exposed to a KCI/HEPES-nigericin (NIG)-containing solu-
tion (pH 7.1). The traces represent the fluorescence signal ratio (ex-
citation ratio, 490 nm/440 nm; emission, 535 nm) obtained at different
pHs after the addition of acidic MES or basic Tris-CIH. The inset
represents the dependence of the fluorescence excitation ratio on pHi,
i.e., extracellular pH. According to this calibration curve, L. major WT
has a pHi of 6.75. Similar calibration curves were obtained for R4 and
revR4 parasites (data not shown). R4 has a pHi of 7.21, and revR4 has
a pHi of 7.11.

An increase in pHi reduces TFQ accumulation. The accu-
mulation of weakly basic aminoquinolines, such as amodia-
quine, chloroquine, and more recently, sitamaquine, seems to
be pH dependent (9, 14). Initially, we determined the pHi of
Leishmania lines using BCECEF as a fluorescent-dependent pH
indicator (28). Under physiological culture conditions, WT
promastigotes maintained a steady-state pHi of 6.75 = 0.01
(n = 5) (Fig. 2), a value similar to that reported by other
authors (28), whereas R4 parasites presented a pHi of 7.21 +
0.02 (n = 5) (Fig. 2), which is 0.46 pH units higher than that
observed for WT parasites. Interestingly, a similar pHi alka-
linization was observed in revR4 parasites, which presented a
pHi of 7.11 = 0.01 (Fig. 2), 0.36 units higher than that for WT
parasites. These findings suggest that an increased pHi could
be associated, in part, with decreased TFQ accumulation in R4
parasites. To validate this hypothesis, we induced an intracel-
lular alkalinization of parasites with NH,CI and then incubated
the parasites with TFQ. The pHi obtained for WT parasites
pretreated with NH,Cl increased by 0.94 units (n = 4) and was
associated with a significant reduction in TFQ accumulation
(close to 35%) with respect to the control parasites (Table 2).
Similar experiments using R4 and revR4 parasites led to a
moderate increase in the pHi values (0.24 and 0.30 units, re-
spectively), both of which were associated with a lower, but
nevertheless significant, decrease in TFQ accumulation (4%
and 11.7% for R4 and revR4, respectively; Table 2).

Activation of a plasma membrane P-type H"-ATPase in R4
parasites. One proposed mechanism for pHi regulation in
Leishmania promastigotes involves a plasma membrane P-type
H™"-ATPase (15) identified for other unicellular organisms (15,
28). In light of the possibility that the increased pHi observed
with the R4 and revR4 Leishmania lines could be due to an
increased P-type H*-ATPase activity, we determined the pro-
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ton efflux activity as described previously (15). The fluores-
cence ratios obtained (excitation at 505/440 nm and emission
detected at 530 nm) were transformed into the amount of H*
released min ™. The results confirmed that the proton efflux in
R4 parasites was significantly higher, with a value of 24.58 +
0.05 nmol H*/min per 10® cells (7.65 = 0.44 nmol H*/min per
10® WT parasites). The R4 parasites therefore presented a
higher proton efflux activity (3.21-fold) than WT parasites as a
mechanism of pHi alkalinization. Additionally, revR4 parasites
presented a proton efflux activity similar to that of R4 parasites
(22.63 = 0.37 nmol H*/min per 10® cells). Experiments to
determine the recovery capacity of pHi following acidification
support these findings. Thus, as can be seen from Table 3, R4
parasites recovered their pHi significantly faster than WT par-
asites (recovery rates of 0.32 = 0.04 and 0.17 = 0.02, respec-
tively). Similar results were obtained for revR4 parasites, which
presented a recovery rate intermediate between those for WT
and R4 parasites (0.28 = 0.02; Table 3). The recovery rates for
the different Leishmania lines were slightly lower when using
the specific H"-ATPase inhibitor DCCD, and a significant
decrease in the final pHi was also observed. These results
support the presence of a plasma membrane H"-ATPase as a
major pHi regulator (15). The pHi recovery was also deter-
mined by using chloride-free buffer, as the chloride ion is
essential for acid extrusion in Leishmania promastigotes (29).
The recovery rates for the R4 and revR4 Leishmania lines were
found to be higher than that for WT parasites under these
conditions (Table 3).

The effect of TFQ on ATP synthesis. We assessed the ATP
levels in L. major lines in the presence of TFQ and found that
WT parasites exhibit a significant decrease in total ATP levels
in response to different TFQ concentrations (Fig. 3A). Fur-
thermore, R4 parasites showed significantly higher basal ATP
levels than WT parasites, along with a lower decrease in ATP
levels in response to TFQ treatment (Fig. 3A). Additionally,
revR4 parasites presented ATP levels intermediate between
those for the WT and R4 lines, although the levels were similar
to those for WT parasites at TFQ concentrations above 5 uM
(Fig. 3A). We also examined whether the increased total ATP
levels observed for R4 parasites were due to an increase in
mitochondrial ATP synthesis or increased glycolysis. Sodium
azide treatment inhibits the F1-ATPase and cytochrome ¢ ox-
idase from complex IV, thus producing a loss of mitochondrial
membrane potential that is critical for the electron transport

TABLE 2. pHi dependence of tafenoquine accumulation in
Leishmania promastigotes”

pHi TFQ uptake (AU/mg protein)
Promastigote
Control NH,CI Control NH,CI
WT 6.75 =0.01 7.69 =0.02* 10,775 =149 7,009 £ 95*
R4 721 +£0.02 7.45=*0.01* 8809 =84 8,462 + 67*

revR4 7.11 £0.01 7.41 *=0.02* 9,657 = 127 8,524 + 59*

“WT, R4, and revR4 L. major promastigotes were pretreated at 28°C with
20 mM NH,CI for 1 min and incubated with 5 wM tafenoquine (TFQ) in the
presence of NH,CI for 15 min. pHi values were determined as described in
the legend of Fig. 2. Data are the means = SD from three independent
experiments. Significant differences were determined by Student’s ¢ test (*, P
value was <0.05 versus the corresponding control without NH,CI). AU,
arbitrary units.
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TABLE 3. pHi recovery in L. major lines®

Final pHi Recovery rate
Buffer (pH 7.4)
WT R4 revR4 WT R4 revR4
Standard 6.73 = 0.03 7.13 = 0.02* 7.03 = 0.02* 0.17 £ 0.02 0.32 = 0.04* 0.28 £ 0.02*
DCCD (50 pM) 6.52 + 0.04F 7.03 = 0.03* 6.88 = 0.03*F 0.14 = 0.01 0.26 = 0.03* 0.21 £ 0.01%F
Cl™ -free 6.37 = 0.03F 6.87 = 0.01*7 6.78 = 0.02*F 0.06 £ 0.01F 0.18 = 0.02*F 0.15 £ 0.02%F

“ BCECF-loaded (5 mg/ml, 30 min) WT, R4, and revR4 promastigotes were acidified by NH,Cl pretreatment (40 mM) for 15 min and resuspended in standard or
Cl™ -free buffers at pH 7.4. The H*-ATPase inhibitor DCCD (dicyclohexilcarbodiimide) was added to the standard buffer at 50 pM. Rate of recovery from acidification
was determined from the slope of the initial 100 s of recovery, and final intracellular pH (pHi) was determined after 10 min as described by Marchesini and Docampo
(15). Data are the means + SD from three independent experiments. Significant differences (*, P < 0.05 versus WT parasites; F, P < 0.05 versus standard buffer) were

determined by Student’s ¢ test.

chain activity involved in the generation of ATP. Under our
experimental conditions, sodium azide decreased the ATP lev-
els in all Leishmania lines studied, although the ATP levels in
R4 parasites were significantly higher than those observed for
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FIG. 3. Effect of TFQ on ATP levels in L. major promastigotes.
Promastigotes (4 X 10° per ml) of WT (black histograms), R4 (gray
histograms), and revR4 (white histograms) L. major lines were incu-
bated (A) in culture medium with different concentrations (1, 2, 5, 10,
and 20 pM) of TFQ for 60 min or (B) in HBS buffer (control), HBS
buffer plus 20 mM sodium azide (AZ) to inhibit mitochondrial oxida-
tive ATP generation, glucose-free HBS buffer plus 5 mM 2-deoxy-D-
glucose (DEO) and 5 mM sodium pyruvate (PYR) to inhibit glycolytic
ATP generation (DEO + PYR), and glucose-free HBS buffer plus 5
mM DEO and 20 mM AZ to inhibit both glycolytic and oxidative ATP
generation (AZ + DEO). Afterward, 25-pl aliquots of the parasites
were transferred to a 96-well plate, mixed with the same volume of
CellTiter-Glo (Promega), and incubated for 10 min in the dark, and
the sample bioluminescence was measured. ATP levels were calculated
relative to 100% of the control WT. Data are the means = SD from
three independent experiments. Significant differences were deter-
mined using Student’s ¢ test (*, P < 0.05 versus WT parasites; f, P <
0.05 versus R4 parasites).

ATP (% relative to control)

ot

the WT and revR4 lines (Fig. 3B), thus suggesting that glyco-
lytically generated ATP is higher in R4 parasites. We therefore
inhibited glycolysis in Leishmania lines deprived of glucose but
provided with 2-deoxy-p-glucose, a competing substrate for
hexokinase, and pyruvate to ensure that the majority of ATP
generation was dependent on mitochondrial electron transport
and the function of complex V. This inhibition of glycolytic
ATP synthesis significantly reduced ATP levels to reach similar
values in all Leishmania lines (Fig. 3B).

Increased ATP synthesis by glycolysis in R4 parasites. The
TFQ-resistant Leishmania line upregulates glycolysis, whose
final step involves the conversion of phosphoenolpyruvate into
pyruvate by the enzyme pyruvate kinase. The change in intra-
cellular pyruvate concentration is therefore proportional to the
glycolytic activity. We compared the levels of pyruvate between
Leishmania lines using a highly sensitive Amplex Red-based
fluorescent assay. As shown in Fig. 4A, the pyruvate concen-
tration in R4 parasites was higher (approximately 3-fold) than
that observed for the WT line, in agreement with the higher
levels of glycolytically generated ATP. The revR4 parasites
presented pyruvate levels intermediate between those for the
WT and R4 lines. Furthermore, when parasites were pre-
treated with the glycolysis inhibitor 2-deoxy-p-glucose, the
amount of pyruvate in the three lines dropped significantly
(Fig. 4A), thereby supporting the hypothesis that the higher
pyruvate levels present in the R4 line result from glycolysis. As
pyruvate kinase activity is known to be critical in glycolysis, we
determined this activity in Leishmania lines; no significant dif-
ferences between parasite lines were observed (data not
shown). Furthermore, as trypanosomatids normally use glu-
cose as their main carbon source, we tested whether R4 par-
asites increased their glucose uptake as the starting product for
glycolysis. Thus, the parasites were cultured in the presence of
0.5 mM ["*C]glucose for 10 min, and analysis of the uptake of
[**C]glucose showed no significant differences between the dif-
ferent Leishmania lines (data not shown). Additionally, to dis-
card the possibility that the observed higher level of ATP
produced by glycolysis in the R4 line could be due to a different
pHi, which could influence the activity of key enzymes involved
in glycolysis, we determined the ATP levels for the Leishmania
WT line with different pHi values. The results showed that
total ATP values were similar at the different Leishmania pHi
values studied (Fig. 4B).

TFQ induces a decrease in pHi. As TFQ induces a reduction
in intracellular ATP levels and the plasma membrane H™-
ATPase is the major regulator of pHi in Leishmania, we in-
vestigated whether TFQ treatment modified the pHi of para-
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FIG. 4. Intracellular pyruvate values and the effect of pHi on ATP
levels. (A) Intracellular pyruvate levels for WT (black), R4 (gray), and
revR4 (white) lines pretreated without (Control) or with (DEO) 2-de-
oxy-D-glucose were determined by a fluorimetric assay, as described in
Materials and Methods. Different intracellular pyruvate levels of the
samples were compared with that of the WT control. The fluorescence
of resorufin is proportional to the initial pyruvate concentration in the
solution. Data are the means * SD from three independent experi-
ments. (B) The effect of pHi on ATP levels was determined for WT
promastigotes (diamonds) at different pHi values as described in Ma-
terials and Methods. The Leishmania R4 line (square) was used as the
control. Data are the means * SD from three independent experi-
ments.

sites. The results of this study showed that TFQ produces a
significant and rapid acidification of pHi after 1 min of treat-
ment (Fig. 5A). Indeed, after 30 min, the pHi values for WT
and revR4 parasites were 6.50 and 6.49, respectively, whereas
the acidification induced by TFQ in R4 parasites was signifi-
cantly lower (pHi 6.94) (Fig. 5A). These results support our
hypothesis that R4 parasites increase their ATP synthesis in
order to maintain the functionality of a plasma membrane
H™-ATPase involved in the regulation and recovery of pHi as
a defensive strategy against the TFQ toxicity. Similar results
were observed after treatment with sodium azide (Fig. 5B),
which produces a reduction in pHi as a consequence of ATP
depletion and nonoptimal functioning of the plasma mem-
brane H"-ATPase in Leishmania.

DISCUSSION

8-Aminoquinolines, such as sitamaquine and TFQ, have re-
cently been reported to be promising antileishmania drugs (12,
33, 34). Furthermore, we have shown that TFQ induces mito-
chondrial dysfunction in Leishmania, with the resulting de-
creased oxygen consumption and depolarization of the mito-
chondrial membrane potential leading to a final apoptosis-like
process (3). In this study, we induced experimental resistance
to TFQ in order to determine the ability of Leishmania to
generate resistance to this 8-aminoquinoline and as a strategy
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FIG. 5. Acidification of pHi by TFQ and sodium azide in L. major
lines. WT (diamonds), R4 (squares), and revR4 (triangles) BCECF-
loaded promastigotes were incubated with 5 uM TFQ (A) or with 20
mM sodium azide (B) at different time points (1, 3, 5, 10, and 30 min).
The pHi was calculated from a calibration curve as described in the
legend of Fig. 2. The results are the means * SD from three indepen-
dent experiments. Significant differences versus the WT were deter-
mined using Student’s ¢ test (%, P < 0.05 versus WT parasites).

to validate the mechanism of action of these compounds in this
protozoan parasite. Thus, we selected for a TFQ-resistant L.
major (R4) line that presents 2.5-fold higher EC;s for TFQ in
both the promastigote and intracellular amastigote stages, with
an unstable resistant phenotype after 1 month without drug
pressure. Experiments to increase the TFQ resistance level
further were unsuccessful, although it should be noted that
other authors have obtained 5- and 3-fold-higher resistance
levels for sitamaquine in the promastigote and intracellular
amastigote forms of Leishmania, respectively (2). None of the
standard leishmanicidal drugs (Sb™, amphotericin B, miltefos-
ine, and paromomycin) displayed a cross-resistance profile
with TFQ in the R4 line; cross-resistance was limited to other
8-aminoquinolines, such as sitamaquine and primaquine. The
cross-resistance to sitamaquine detected is interesting, as this is
a promising oral drug against leishmaniasis.

Reduced drug uptake is one of the main mechanisms of
resistance in Leishmania (2, 5, 19); however, this mechanism
was not relevant for the resistance to TFQ, as decreased TFQ
uptake levels were similar for the R4 and revR4 lines.

Similarly to sitamaquine (14) and other aminoquinolines (9),
TFQ appears to cross the plasma membrane by a pH gradient-
driven diffusion process. The R4 parasites present a higher pHi
than WT parasites, as does the revR4 line, thus suggesting that
these parasites maintain a phenotype with characteristics sim-
ilar to that of the resistant line even though the TFQ sensitivity
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was identical to that for WT parasites. The increase of pHi in
R4 and revR4 Leishmania lines could contribute to the lower
TFQ accumulation observed for these parasites. Indeed, the
change in pHi observed as a result of pretreatment with NH,Cl
resulted in a significant reduction in TFQ accumulation. Ad-
ditionally, we observed that R4 and revR4 Leishmania lines
have a higher capacity to regulate the pHi than the WT line,
although this regulation is not sufficient to prevent the toxicity
of this drug in revR4.

Under physiological conditions, approximately 70% of the
total bioenergetic requirements of Leishmania are fulfilled by
oxidative phosphorylation in the mitochondria, a metabolic
process which produces more ATP molecules from a given
amount of glucose than glycolysis. However, when the ability of
parasites to generate ATP through mitochondrial oxidative
phosphorylation is compromised, parasites are able to adapt
alternative metabolic pathways, such as increasing their glyco-
lytic activity, to maintain their energy supply. We have dem-
onstrated that an increase in glycolytic metabolism observed
for R4 parasites is associated with increased ATP delivery to
essential ATP-consuming cell processes, such as the mainte-
nance of ion-motive ATPases required to retain their pHi
values. A similar situation has been described for cancer cells,
where mitochondrial metabolic defects due, in part, to muta-
tions in mitochondrial DNA, dysfunction of the electron trans-
port chain, aberrant expression of enzymes involved in energy
metabolism, and insufficient oxygen available in the cellular
microenvironment contribute to an increased dependency on
glycolysis (32). This results in increased expression of enzymes
required for glycolysis, such as hexokinase II, the enzyme cat-
alyzing the first step of the glycolytic pathway (16). Leishmania
R4 parasites can increase glycolytic ATP synthesis in several
different ways, including upregulation of glycolytic enzymes
or an increased uptake of glucose as a carbon source. Ad-
ditionally, the modification of pHi in the R4 line can also
change the enzymatic activities of glycolytic enzymes. We
have observed that Leishmania R4 parasites present an in-
creased accumulation of pyruvate as the end product of
glycolysis but with no modification of their pyruvate kinase
activity, this kinase being one of the key enzymes involved in
glycolysis in trypanosomatids (26). Additionally, R4 para-
sites do not modify the accumulation of glucose as a carbon
source. Thus, Leishmania R4 parasites can increase glyco-
lytic ATP either through upregulation of the metabolism
using other substrates as a carbon and energy source or by
upregulation of other glycolytic enzymes. The first option
can be ruled out in light of the fact that the ATP levels after
treatment with sodium azide and deoxyglucose, which inhib-
its both mitochondrial synthesis and glycolysis, are signifi-
cantly diminished. This indicates that R4 parasites cannot
make use of other carbon sources, such as B-oxidation of
fatty acids or the catabolism of certain amino acids (22).
Experiments are under way to determine which glycolytic
enzymes are upregulated and could therefore be used as
molecular markers of TFQ resistance in Leishmania. Addi-
tionally, further studies using a metabolomics-based ap-
proach will be undertaken to identify the metabolic path-
ways associated with TFQ resistance.
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ANEXO 7

Tafenoquine, an Antiplasmodial 8-Aminoquinoline, Targets

Leishmania Respiratory Complex Il and Induces Apoptosis.

Antimicrobial Agents and Chemotherapy, vol. 54, p. 5344-51,
2010.

Luis Carvalho, Juan Roman Luque-Ortega, José Ignacio Manzano, Santiago

Castanys, Luis Rivas y Francisco Gamarro.

La tafenoquina, una 8-aminoquinolina analoga de la primaquina, con la que se
estan llevando a cabo ensayos clinicos de fase IIb/lll para el tratamiento y la
prevencion de la malaria, puede representar una alternativa para el tratamiento
de la leishmaniasis dado que ha mostrado ser eficaz frente infecciones
experimentales de Leishmania donovani en ratén. En este trabajo, hemos
estudiado el mecanismo de accion de la tafenoquina frente a Leishmania. Al igual
que sucede con la sitamaquina, la toxicidad de la tafenoquina es independiente
del contenido de acidocalcisomas. La tafenoquina afecta al metabolismo
energético de los promastigotes de Leishmania, causando una rapida caida en el
nivel de ATP intracelular sin afectar la permeabilidad de la membrana plasmatica.
La tafenoquina induce disfuncidon mitocondrial a través de la inhibicién de la
citocromo c reductasa (complejo Ill de la cadena respiratoria), lo que lleva
aparejado una disminucion en la tasa de consumo de oxigeno y la
despolarizacion del potencial de la membrana mitocondrial; a esto le sucede una
produccion de especies reactivas de oxigeno, la elevacion del nivel de Ca?" libre
intracelular y una posterior fragmentacion del ADN. En base a estos resultados,
concluimos que la tafenoquina tiene como blanco de accion en Leishmania a la
mitocondria, e induce la muerte del parasito mediante un proceso similar a la

apoptosis.
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Tafenoquine (TFQ), an 8-aminoquinoline analogue of primaquine, which is currently under clinical trial
(phase IIb/III) for the treatment and prevention of malaria, may represent an alternative treatment for
leishmaniasis. In this work, we have studied the mechanism of action of TFQ against Leishmania parasites.
TFQ impaired the overall bioenergetic metabolism of Leishmania promastigotes, causing a rapid drop in
intracellular ATP levels without affecting plasma membrane permeability. TFQ induced mitochondrial dys-
function through the inhibition of cytochrome c¢ reductase (respiratory complex III) with a decrease in the
oxygen consumption rate and depolarization of mitochondrial membrane potential. This was accompanied by
ROS production, elevation of intracellular Ca*>* levels and concomitant nuclear DNA fragmentation. We
conclude that TFQ targets Leishmania mitochondria, leading to an apoptosis-like death process.

Leishmaniasis includes a wide variety of clinical manifesta-
tions caused by the protozoan parasite Leishmania. Visceral
leishmaniasis is the most severe form of the disease and is
usually fatal if not treated (http://www.who.int/leishmaniasis
/burden/en/). In the absence of a reliable vaccine, leishmaniasis
treatment relies exclusively on chemotherapy. Resistance to
organic pentavalent antimonials (until recently considered to
be the standard treatment) in northeast India (4), together
with the severe side effects associated with their use, has led to
the use of alternative treatments based on the incorporation of
drugs such as amphotericin B, miltefosine, and paromomycin
into the arsenal of antileishmanial drugs (8). Nevertheless, the
limited number of active drugs has prompted the WHO to
recommend a combined therapy in order to extend the life
expectancy of these compounds.

Among the new drugs under development, sitamaquine
(WR6026; GlaxoSmithKline), an 8-aminoquinoline, currently
under phase IIb clinical trials, represents a promising drug for
the oral treatment of leishmaniasis (35). In addition, another
8-aminoquinolines have been synthesized and evaluated for
their leishmanicidal activity (29, 36). However, the leishmani-
cidal mechanism of 8-aminoquinolines is still unknown. Sita-
maquine, for example, accumulates in the acidocalcisomes, but
this organelle has been ruled out as its final target (17). The
collapse of mitochondrial potential in digitonized Leishmania
donovani promastigotes has also been reported (39). Tafeno-
quine (TFQ), formerly known as WR238605, is an analogue of
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Phone: 34 91 8373112, ext. 4234. Fax: 34 91 5360432. E-mail: luis.rivas
(@cib.csic.es.
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primaquine with much lower toxicity than the parental drug. It
has demonstrated significant leishmanicidal activity in the
mouse experimental model (41) and may represent an alter-
native treatment for leishmaniasis.

In the present study, we have shown that TFQ inhibits the
mitochondrial cytochrome ¢ reductase of Leishmania promas-
tigotes. This inhibition causes a drop in the intracellular ATP
levels of the parasite and the loss of mitochondrial membrane
potential. TFQ induces ROS production and deregulation of
Ca®* homeostasis, followed by nicking and fragmentation of
DNA in Leishmania promastigotes leading to an apoptosis-like
death. Our results provide the first insight into the mechanistic
lethal pathway of an 8-aminoquinoline in Leishmania. This
information may be useful for the design of more specific and
less toxic compounds against leishmaniasis.

MATERIALS AND METHODS

Reagents. Tafenoquine (TFQ) was kindly provided by GlaxoSmithKline
(Greenford, United Kingdom). A stock solution of 10 mM TFQ was prepared in
ethanol. DMNPE-luciferin {p-luciferin-1[-(4, 5-dimethoxy-2-nitrophenyl) ethyl
ester]}, Fluo4-AM, Lysotracker Green DND-26, MitoSOX Red, Pluronic F-127,
rhodamine 123 (Rh123) and SYTOX Green, were purchased from Invitrogen
(Carlsbad, CA). Fatty acid-free bovine serum albumin (BSA), digitonin, ADP,
antimycin A, ascorbate, cytochrome ¢ (from equine heart), FCCP (carbonyl
cyanide 4-trifluoromethoxyphenylhydrazone), a-glycerophosphate, malonate,
MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide), KCN,
TMPD (tetramethyl-p-phenylenediamine), succinate, propidium iodide (PI), and
Triton X-100 were purchased from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). All other
chemicals were of the highest quality available.

Strains and parasite cultures. Leishmania donovani promastigotes (MHOM/
ET/67/HU3) were grown at 28°C in RPMI 1640-modified medium (Invitrogen)
supplemented with 20% heat-inactivated fetal bovine serum (HIFBS; Invitro-
gen). The L. donovani strain MHOM/SD/00/1S-2D and its derived line, L. do-
novani 3-Luc, which expresses cytoplasmic firefly luciferase (19), were grown at
25°C in RPMI 1640 medium with 10% HIFBS. L. major MHOM/JL/80/Friedlin
parental and AP33-null mutant (AAP3) were kindly provided by J. Mottram
(Institute of Biomedical and Life Sciences, University of Glasgow, Glasgow,
United Kingdom) (2) and cultured at 28°C in RPMI 1640-modified medium
supplemented with 20% HIFBS.
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TFQ sensitivity assay. Logarithmic-phase parasites (2 X 10° promastigotes/
ml) were incubated with TFQ (0.5 to 20 uM) for 72 h at 28°C in culture medium.
Cell proliferation was determined by the MTT colorimetric assay, as described
previously (15). Parasites incubated with 0.2% ethanol were used as control.

Bioluminescence assays. The in vivo variation in intracellular ATP levels was
monitored in promastigotes expressing a cytoplasmic form of firefly luciferase, as
described previously (19). Briefly, parasites from the L. donovani 3-Luc strain (2
% 107 promastigotes/ml) were resuspended in HEPES-buffered saline (HBS; 21
mM HEPES, 0.7 mM Na,HPO,, 137 mM NaCl, 5 mM KCl and 6 mM bp-glucose,
pH 7.1) and DMNPE-luciferin was added at a final concentration of 25 pM.
Aliquots of this suspension (100 wl/well) were immediately distributed into a
96-well black polystyrene microplate. Once the luminescence reached a plateau,
different TFQ concentrations were added. Changes in luminescence were re-
corded with an Infinite F200 microplate reader (Tecan Austria GmbH, Austria).
In vitro inhibition of recombinant firefly luciferase activity by TFQ was discarded
using the ATP determination kit (Invitrogen) in the presence of saturable ATP
concentrations. The release of ATP from L. donovani promastigotes into the
external medium was determined using the same Kkit.

Plasma membrane permeabilization. Plasma membrane integrity was assessed
by the entry of the vital dye SYTOX Green, as described previously (20) with
some modifications. Briefly, parasites (2 X 10° promastigotes/ml) were treated
with 1, 5, and 10 uM TFQ for 45 min at 28°C in HBS, washed twice with HBS,
and incubated with 2 uM SYTOX Green (final concentration) for 15 min at
28°C. The parasites were then transferred into a 96-well microplate (100 pl/well)
and fluorescence, due to the binding of the dye to intracellular nucleic acids, was
recorded with an Infinite F200 microplate reader (Tecan Austria GmbH, Aus-
tria) equipped with 485- and 535-nm filters for excitation and emission wave-
lengths, respectively. Control for maximum fluorescence was obtained by addi-
tion of 0.05% Triton X-100.

Analysis of AW, . The variation of mitochondrial membrane potential (AW,,)
in the promastigotes was monitored using rhodamine 123 (Rh123) accumulation,
as described previously (9). To this end, the parasites (107 promastigotes/ml)
were incubated with 5 uM TFQ for 1, 5, 10, and 30 min at 28°C in HBS, and then
0.8 pM Rh123 was added and incubated for 5 min. Subsequently, the parasites
were washed twice, resuspended in phosphate-buffered saline (PBS) and ana-
lyzed by flow cytometry in a FACScan flow cytometer (Becton-Dickinson, San
Jose, CA) equipped with an argon laser operating at 488 nm. Fluorescence
emission between 515 and 545 nm was quantified using Cell Quest software.
Parasites that were either untreated or fully depolarized by incubation with 10
M FCCP for 10 min were used as controls.

Determination of oxygen consumption rates. Oxygen consumption rates were
measured with a Clark-oxygen electrode (Hansatech, KingsLynn, United King-
dom) at 25°C, using 1 ml of promastigote suspension (10® cells/ml) in respiration
buffer (10 mM Tris-HCI, pH 7.2, 125 mM saccharose, 65 mM KCl, 1 mM MgCl,,
2.5 mM NaH,PO,, 0.3 mM EGTA) supplemented with 5 mM succinate and 1
mg/ml fatty acid-free BSA, as described previously (1). Cells were permeabilized
with 60 pM digitonin, which allows selective permeation of the plasma mem-
brane but not of the inner mitochondrial membrane (38). Subsequently, 100 M
ADP was added to restore state 3 respiration; once a steady rate was reached,
TFQ was added. In order to map the site of inhibition by TFQ within the
respiratory chain, a set of substrates and inhibitors specific to the different
complexes inside the respiratory chain were used. Their final concentrations
were: 6.7 mM a-glycerophosphate, 0.1 mM TMPD plus 1.7 mM ascorbate, and
2 mM malonate.

Isolation of mitochondrial fraction. A mitochondrion-enriched fraction was
obtained as described by Chen et al. (5). Leishmania promastigotes were washed
twice in phosphate-buffered saline (PBS), resuspended in hypo-osmotic buffer (5
mM Tris-HCI, pH 7.4) for 10 min at 25°C, and homogenized in a Potter-
Elvehjem homogenizer on ice. Cell debris was removed by centrifugation
(1,000 X g, 10 min, 4°C). The supernatant was next centrifuged at 13,000 X g (20
min, 4°C). The pellet, containing the mitochondrial fraction, was resuspended in
75 mM sodium phosphate, pH 7.4, and the protein content was adjusted to 2
mg/ml, as measured using Bradford reagent (Bio-Rad).

Measurement of CcR activity. Determination of cytochrome ¢ reductase
(CcR) activity was carried out according to Sottocasa et al. (34), based on the
reduction of oxidized cytochrome c. Briefly, different TFQ concentrations were
added to the incubation mixture (200 wg/ml of mitochondrial fraction, 0.02%
Triton X-100 and 32 uM oxidized cytochrome ¢ in 75 mM sodium phosphate pH
7.4). The reaction started by addition of 10 mM succinate (final concentration).
The increase of absorbance at 550 nm was monitored for 5 min at 37°C in a
Varioskan Flash (Thermo Scientific) microplate reader. Oxidation of reduced
cytochrome ¢ by cytochrome ¢ oxidase (respiratory complex IV) was precluded
by previous inhibition of this enzyme with 10 mM KCN. Samples without suc-
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cinate or in the presence of 2 wM antimycin A, an inhibitor of cytochrome ¢
reductase, were taken as controls.

Determination of ROS production. To detect mitochondrial reactive oxygen
species (ROS) production we used the cell-permeable fluorogenic probe
MitoSOX Red, which targets mitochondria selectively, being oxidized by local
superoxide (32). Parasites (2 X 107 promastigotes/ml) were preincubated with
0.5 pM MitoSOX Red for 30 min at 28°C in HBS and then treated with 5 uM
TFQ for 1, 5, 10, and 30 min. Fluorescence emission at 580 nm was measured by
flow cytometry, in a FACScan flow cytometer, with an excitation wavelength of
488 nm. Antimycin A (0.3 pg/ml) was used as a positive control for ROS
generation.

Variation in free intracellular Ca?*. Changes in the cytosolic Ca®>* levels were
monitored using Fluo4-AM, as described previously (11). Briefly, parasites (2 X
107 promastigotes/ml) were incubated with 5 wM Fluo4-AM for 60 min at 28°C
in RPMI 1640 medium devoid of phenol red and supplemented with 0.02%
pluronic acid F127 to improve dispersion of the nonpolar acetyloxy-methyl ester
in aqueous media. After incubation, cells were washed and incubated with 2, 5,
and 10 pM TFQ in a fresh medium, with and without addition of 8 mM EGTA.
The fluorescence of Ca?"-bound Fluo4 was analyzed at 28°C in an Aminco-
Bowman series 2 fluorometer (490/518 nm, excitation and emission wavelengths,
respectively). Parasites treated with NH,Cl (20 mM) were used as positive
control for calcium release from intracellular organelles as described previously
(18).

TFQ-induced alkalinization. Parasites (4 X 10° promastigotes/ml), treated
either with or without 5 pM TFQ (10 min at 28°C), were incubated with 100 nM
the acidotropic dye LysoTracker Green DND-26 for 10 min in HBS at 28°C.
Afterwards, the parasites were washed and then resuspended in PBS, and dye
fluorescence was measured by flow cytometry in a FACScan flow cytometer
(excitation at 488 nm; emission between 515 and 545 nm).

TFQ localization. Using the intrinsic fluorescence of TFQ (excitation at 340
nm; emission at 388 nm), its intracellular distribution was ascertained by fluo-
rescence microscopy. Parasites were treated with 5 uM TFQ for 15 min at 28°C
in culture medium, washed successively with the same medium and then with
PBS, and finally observed under a Zeiss Axiophot (Germany) epifluorescence
microscope; images were captured with a SPOT camera (Diagnostic Instrument,
Inc.). Parasites labeled with Lysotracker Green (as mentioned above) were used
to visualize the distribution of acidocalcisomes and analyzed in parallel by flu-
orescence microscopy.

Analysis of autophagy in Leishmania induced by TFQ treatment. Induction of
autophagy by TFQ was analyzed in L. donovani lines using autophagy-related
protein 8 (ATGS) fused to green fluorescent protein (GFP) as a marker of
autophagosomes (3). Parasites were transfected with an episomal expression
vector plasmid containing the GFP-ATGS8 construct, kindly provided by J.
Mottram, as described previously (31). Parasites expressing GFP-ATGS8 were
treated with 5 WM TFQ for 24 h in culture medium at 28°C. The presence of
autophagic bodies was observed under a Zeiss Axiophot epifluorescence micro-
scope. Images were captured with a SPOT camera. The percentage of autopha-
gosome-bearing cells and the number of these structures per cell were analyzed.
At least four series of 200 cells were counted, and this was repeated three times.

DNA fragmentation analysis. DNA fragmentation was analyzed by terminal
deoxynucleotidyltransferase (TdT)-mediated dUTP end labeling (TUNEL) us-
ing the Roche in situ cell death detection kit. Parasites (107 promastigotes/ml)
were incubated with 5, 10, and 20 uM TFQ for 4 h at 28°C in culture medium,
fixed with 4% formaldehyde in PBS for 15 min at room temperature, and
permeabilized with 0.1% Triton X-100 for 2 min at 4°C. The cells were labeled
with TUNEL reaction mixture following the manufacturer’s instructions. Fluo-
rescence was measured by flow cytometry, in a FACScan flow cytometer, with
excitation and emission wavelengths of 488/520 nm. Unfixed parasites were
labeled with 0.4 pg/ml PI for 5 min at 4°C and measured at 488/617 nm to detect
necrotic cells.

Additionally, DNA fragmentation was detected as described by Vergnes et al.
(40). After treatment with TFQ, total DNA was extracted from the parasites
using the “salting-out DNA extraction” method. Briefly, parasites were pelleted
and treated with lysis buffer (10 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA, pH 8.0, 0.5% SDS,
200 mM NaCl, 100 wg/ml proteinase K) for 1 h at 65°C. Two volumes of ice-cold
absolute ethanol were added, and the DNA was centrifuged for 15 min at
13,000 X g. The supernatant was discarded, and the dried pellet was resuspended
in 100 pl of a mixture of 10 mM Tris-HCI, pH 7.4, and 0.1 mM EDTA and
treated with RNase A (0.3 pg/ml) for 1 h at 37°C. The DNA was analyzed on 2%
agarose gel.
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RESULTS

TFQ inhibits Leishmania proliferation in vitro. After 72 h of
TFQ exposure, proliferation of L. donovani and Leishmania
major promastigotes was inhibited at the micromolar range in
a dose-dependent manner, with 50% effective concentrations
(ECss) of 5.6 = 1.0 pM and 5.3 = 2.1 uM for L. donovani
MHOM/ET/67/HU3 and MHOM/SD/00/1S-2D, respectively,
and 2.2 + 0.2 uM and 2.2 = 0.1 uM for L. major MHOM/JL/
80/Friedlin parental strain and AAP3 mutant, respectively.

TFQ reduces the intracellular ATP level of L. donovani pro-
mastigotes. In order to ascertain the general metabolic pro-
cesses underlying the leishmanicidal effect of this drug, the
bioenergetic state of L. donovani promastigotes was first stud-
ied. Parasites of the 3-Luc strain, expressing a cytoplasmic
form of luciferase, were employed together with the mem-
brane-permeable luciferase substrate DMNPE-luciferin. Un-
der these conditions, the luminescence of these promastigotes
is directly related to the concentration of free cytoplasmic
ATP, the limiting substrate of the reaction (21). TFQ de-
creased the luminescence in a concentration-dependent man-
ner, reaching the respective endpoint level about 15 min after
addition of the drug (Fig. 1A), leading to the bioenergetic
collapse of the promastigotes.

TFQ does not affect the plasma membrane integrity. One of
the more likely reasons to account for the observed decrease in
the intracellular ATP content may be that TFQ compromises
plasma membrane integrity. To test this hypothesis, the en-
trance of the vital dye SYTOX Green (molecular weight
[MW], 600) into the cytoplasm of L. donovani promastigotes,
induced by TFQ, was monitored. At the highest TFQ concen-
tration assayed (10 wM, 45 min), the increase in SYTOX
Green fluorescence accounted for only 11% of the maximal
permeabilization, defined as that obtained with 0.05% Triton
X-100 (Fig. 1B), ruling out the formation of large lesions on
the parasite plasma membrane as a key event in the mecha-
nism of action of TFQ. Furthermore, we measured leakage of
ATP into the supernatant; TFQ does not induce an enhanced
ATP liberation to the medium when compared to the control
parasites (<50 pmol ATP X 107° cells).

TFQ induces AW, depolarization. The decrease in intracel-
lular ATP levels caused by TFQ is consistent with impairment
of the processes involved in ATP synthesis. In Leishmania,
mitochondrial oxidative phosphorylation accounts for most of
the ATP expenditure of the parasite, with glycolysis being of
minor importance in this process (37). As AWV, is essential to
drive mitochondrial ATP synthesis, its variation with TFQ was
monitored in Leishmania promastigotes by cytofluorometry
using Rh123 accumulation. After the addition of 5 wM TFQ to
promastigotes, in the first 30 min, dye accumulation falls to
levels approximately 7 times lower than that for the untreated
parasites, similar to those obtained by incubation of parasites
with the uncoupling reagent FCCP (10 nM, 30 min), used as
control for full depolarized promastigotes (Fig. 2).

Inhibition of CcR activity by TFQ. Mitochondrial respira-
tory chain complexes I, III, and IV drive the maintenance of
AW through the proton pumping generated during electron
transfer. In trypanosomatids, the contribution of complex I to
this process was questioned as it lacks subunits essential for H*
extrusion present in other eukaryotes (30). We hypothesized
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FIG. 1. TFQ reduces intracellular ATP level without plasma mem-
brane permeabilization. (A) Changes in the intracellular ATP levels
were determined by variation of luminescence in L. donovani 3-Luc
promastigotes treated with different TFQ concentrations: 2 (H), 5 (O),
8 (), and 10 pM (@). Promastigotes were preloaded with 25 pM
DMNPE-luciferin, and when luminescence reached a plateau, TFQ
was added (r = 0) and luminescence was monitored as described in
Materials and Methods. Variation of luminiscence was normalized
relative to the level in the control untreated parasites. Similar results
were obtained in three independent experiments. At the concentra-
tions tested, TFQ did not inhibit the activity of recombinant firefly
luciferase. (B) The effect of TFQ on the plasma membrane perme-
ability was determined by incubating promastigotes without (control
[c]) and with 1, 5, and 10 uM TFQ for 45 min in HBS at 28°C and then
treating them with 2 pM SYTOX Green for 15 min at 28°C. SYTOX
Green fluorescence is represented relative to parasites treated with
0.05% Triton X-100 used as 100% permeabilization. Results are
means * standard deviations (SD) from three independent experi-
ments.

whether the observed TFQ-induced AW, depolarization may
correspond to a specific inhibition within the respiratory chain.
To pinpoint the TFQ target in the respiratory chain of Leish-
mania, parasites were permeabilized with digitonin to allow
unrestricted access of specific substrates and inhibitors to the
different complexes of the respiratory chain. Preservation of
the integrity of the inner mitochondrial membrane was dem-
onstrated by the increase of respiration after the addition of
ADP (state 3), as it is no longer the limiting substrate for
oxidative phosphorylation. At this state, using succinate as the
sole substrate that feeds complex II (Fig. 3A and B), the
oxygen consumption rate of digitonin-permeabilized parasites
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FIG. 2. AWV, depolarization induced by TFQ. L. donovani promas-
tigotes were treated with 5 uM TFQ for 1, 5, 10, and 30 min (b to e,
respectively) and analyzed for fluorescence by flow cytometry, after
being stained with 0.8 wM Rh123. TFQ-untreated parasites were used
as a control (a), and treatment with 10 puM FCCP for 10 min was used
as a depolarization control (f). (A) Histogram of a representative
experiment. Percentages of depolarized cells are shown. (B) Geomet-
rical (Geo.) mean channel fluorescence values = SD from three ex-
periments versus the control were significantly different by Student’s ¢
test (P < 0.05).

was 8.9 = 0.6 nmol X min~' X 107% cells (Fig. 3A). The
addition of 5 uM TFQ led to a full inhibition of this process
(Fig. 3A), which was restored to 50% after addition of TMPD-
ascorbate, an electron donor to cytochrome ¢ (Fig. 3A). This
excluded cytochrome ¢ oxidase (complex IV) as the site for
TFQ inhibition, and pinpoints the potential target as complex
II or I (Fig. 4).

In Leishmania, the pool of reduced ubiquinone used by
complex III as substrate to reduce cytochrome ¢ comes from
two sources: the mitochondrial FAD-dependent glycerol-3-
phosphate dehydrogenase, channeling the a-glycerophosphate
produced by glycolysis (13); and complex I, which is of much
higher relevance in Leishmania, using succinate as substrate.
The addition of 5 uM TFQ led to a full inhibition of the oxygen
consumption rate using succinate as sole substrate (Fig. 3A),
and a further addition of 6.7 mM «-glycerophosphate did not
reverse at all the inhibition caused by TFQ (Fig. 3A). The
modest rate increase obtained by a-glycerophosphate after full
inhibition of complex II by malonate was also inhibited after
the addition of TFQ (Fig. 3B). Altogether, these results pin-
pointed complex III (cytochrome ¢ reductase [CcR]) as the
main target for TFQ inside the respiratory chain. To corrob-
orate this result, the inhibition of CcR by increasing TFQ
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FIG. 3. Identification of the inhibition site of the respiratory chain
of Leishmania by TFQ. (A and B) Inhibition of the oxygen consump-
tion rates of permeabilized L. donovani promastigotes in the presence
of 5 mM succinate as the substrate. The arrows indicate the addition of
the indicated substrates and inhibitors at their respective final concen-
trations as stated: 60 uM digitonin, 100 .M ADP, 0.1 mM TMPD plus
1.7 mM ascorbate, 2 mM malonate, 6.7 mM a-glycerophosphate (a-
GP), and 5 pM TFQ. (C) Inhibition of CcR activity by TFQ. CcR
activity = SD was monitored by the increase of absorbance at 550 nm
due to the reduction of initially oxidized cytochrome ¢ solution (32
wM) after addition of different TFQ concentrations to mitochondrial
fraction as described in Materials and Methods. Samples without suc-
cinate or in the presence of antimycin A, as the inhibitor of CcR, were
considered as controls. Activity was measured at 37°C.

concentrations was assayed in mitochondrial fractions. Figure
3C shows the specific dose-dependent inhibition of CcR activ-
ity by TFQ. Total inhibition of this enzyme was achieved with
2 uM antimycin A.

ROS production in Leishmania by TFQ. Due to the inherent
relationship between ROS generation and respiratory chain
inhibition, and as respiratory complex III was described as the
main source of superoxide anion radicals in both mammals and
Leishmania (12, 24), we explored the potential of TFQ to
induce ROS production. Leishmania promastigotes were incu-
bated with the ROS-sensitive probe MitoSOX Red and treated
with 5 uM TFQ for 30 min. Flow cytometry analysis showed a
time-dependent increase in ROS generation after treatment
with TFQ (Fig. 5SA and B). As a positive control for ROS
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FIG. 4. Scheme of the respiratory chain in Leishmania with the specific substrates and inhibitors used in this study. Sites of electron feeding
or inhibition are indicated by solid or dotted lines, respectively. UQ, ubiquinone; Cyt C, cytochrome c. Feeding of the respiratory chain by
a-glycerophosphate through flavin adenine dinucleotide-dependent glycerophosphate dehydrogenase (FAD-GPDH) is according to references 13

and 30.

generation, parasites were treated with antimycin A (0.3 g/
ml) as reported previously (24).

TFQ increases free cytosolic Ca*>* level. Mitochondrial dam-
age, exemplified by AV, depolarization, is frequently associ-
ated not only with ROS production but also with an increase of
intracellular Ca** concentration (28). The relevance of Ca**
mobilization from intracellular stores during the progression of
apoptosis in Leishmania has been reported previously (33).
With this premise in mind, we studied the variation of cytosolic
Ca®" levels in both control and TFQ-treated Leishmania pro-
mastigotes, using Fluo4 as a calcium fluorescent probe. In the
presence of EGTA, 5 and 10 uM TFQ induced Ca*" mobili-
zation from its intracellular stores, resulting in a significant
increase of cytosolic Ca®* concentration (Fig. 5C). In the ab-
sence of EGTA, parasites treated for 30 min with 5 pM TFQ
showed a Ca®"-bound Fluo4 fluorescence 30% higher than
that obtained with EGTA (data not shown), suggesting that

A B

mobilization from intracellular stores is the main source of the
observed cytosolic Ca™? increase.

TFQ is partly localized in acidocalcisomes. Acidocalcisomes
are important Ca”>" reservoirs in Leishmania (10); this, to-
gether with our previous report on the privileged accumulation
of sitamaquine, a close analogue of TFQ (17), in these or-
ganelles, prompted us to investigate whether TFQ may accu-
mulate in acidocalcisomes, inducing the release of Ca*".

First, we studied the decrease in the accumulation of the
acidotropic probe LysoTracker Green, mediated by TFQ
through the alkalinization of acidic organelles. The results
showed that TFQ reduced the cellular accumulation of Lyso-
Tracker Green measured by flow cytometry (Fig. 6A), due, at
least in part, to an increase in the pH of acidocalcisomes
induced by TFQ. The feasibility of quenching of the Lyso-
Tracker Green fluorescence signal by TFQ was discarded by
spectrofluorometry (data not shown).
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FIG. 5. TFQ induces ROS generation and changes in cytosolic Ca®" levels. ROS levels were measured using the specific fluorescent dye
MitoSOX Red. L. donovani promastigotes preloaded with 0.5 pM MitoSOX Red were incubated without (0) and with 5 uM TFQ at the time points
indicated. Antimycin A (Ant) (0.3 pg/ml, 30 min) was used as the control of ROS generation. Fluorescence intensity (arbitrary units [a.u.]) was
determined by flow cytometry analysis, as described in Materials and Methods. (A) Histogram of a representative experiment. (B) Geometrical
(Geo.) mean channel fluorescence values * SD of three experiments were significantly different versus control by Student’s ¢ test (P < 0.05), except
for parasites treated for 1 min. (C) Variation in cytosolic Ca®" levels of L. donovani promastigotes. Fluo4-preloaded parasites were treated with
different concentrations of TFQ as indicated and then analyzed for increasing fluorescence over a period of 30 min at 28°C using an Aminco-
Bowman series 2 spectrometer. The experiments were assessed in the presence of Ca?* chelator EGTA. The arrow indicates the addition of
NH,CI, taken as positive control. The arrowhead (¢t = 30 min) indicates the addition of 0.05% Triton X-100 to assess complete permeabilization
of parasites. The trace “Control” represents TFQ-untreated parasites. Similar results were obtained in three independent experiments.
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FIG. 6. Intracellular localization of TFQ in Leishmania. (A) L.
donovani promastigotes were pretreated with (a) and without (b) 5 uM
TFQ for 10 min at 28°C and then labeled with 100 nM Lysotracker
Green DND-26 for 10 min. Fluorescence was analyzed by flow cyto-
metry as described in Materials and Methods. Representative histo-
grams of three independent experiments are shown. (B) Intracellular
localization of TFQ and Lysotracker Green in the control (a and b,
respectively) and AAP3 (c and d, respectively) L. major promastigote
lines were visualized by fluorescence microscopy after incubation with
5 wM TFQ or 100 nM Lysotracker Green DND-26 for 10 min at 28°C,
as described in Materials and Methods. AC, acidocalcisome; N, nu-
cleus; FP, flagellar pocket.

Subsequently, the intrinsic fluorescence of TFQ was used to
assess its intracellular distribution. Fluorescence microscopy
images showed a vesiculated pattern throughout the whole cell
body (Fig. 6Ba), resembling that for acidocalcisomes stained
with LysoTracker Green (Fig. 6Bb), pointing toward a privi-
leged accumulation of TFQ in these organelles. Apparently,
TFQ did not localize in the acidocalcisomes of L. major AAP3
(Fig. 6Bc); a mutant line that is devoid of several acidocalci-
some membrane proteins, which is therefore defective for
polyphosphate accumulation and internal acidic milieu, and
has an alkaline pH inside these organelles (2). As no differ-
ences for TFQ sensitivity were observed between the wild type
and the AAP3 mutant, resembling the results with sitama-
quine, the acidocalcisome could be rule out as final target for
TFQ (17). However, an increase in pH reduced the TFQ flu-
orescence intensity (data not shown), and consequently, we
cannot exclude the possibility that TFQ accumulates in the
acidocalcisomes of the AAP3 mutant.

TFQ induces an apoptosis-like death in Leishmania. Since
elevation of cytosolic Ca**, mitochondrial dysfunction, ROS
generation, and reduction of intracellular ATP levels are all
distinctive events during the progression of an apoptosis-like
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FIG. 7. TFQ induces programmed cell death in Leishmania. (A) Au-
tophagosome formation in L. donovani promastigotes. (Upper panel)
Distribution of GFP-ATGS in L. donovani promastigotes untreated or
treated with 5 uM TFQ. (Lower panel) Autophagosomes could be iden-
tified as punctate structures clearly observable in the cytoplasm (arrow-
head). (B and C) Representative histogram of TUNEL analysis and PI
labeling, respectively, of L. donovani promastigotes treated with TFQ.
Parasites were treated with different concentrations of TFQ: 5 (b), 10 (c)
and 20 (d) uM for 4 h at 28°C, using untreated parasites (a) as controls.
Fluorescein-dUTP and PI nucleic acid labeling were analyzed by flow
cytometry as described in Materials and Methods. PI was used as the
control of necrosis. Histograms are representative of three independent
experiments with 10,000 parasites analyzed per group. (D) DNA frag-
mentation in L. donovani promastigotes. Genomic DNAs were isolated
from parasites either untreated (lane 2) or treated for 4 h with 5 uM TFQ
in HBS (lane 3), run through a 2% agarose gel, and visualized by ethidium
bromide as described in Materials and Methods. DNA size markers (lane
1) are shown in base pairs (bp).

death process, we examined this possibility for TFQ. In
trypanosomatids, there are several classes of programmed cell
death (25). The induction of autophagy by TFQ was deter-
mined by using an L. donovani line overexpressing the auto-
phagosome marker GFP-ATGS (3). No significant increase in
the number of autophagosomes was observed after 24 h of
TFQ treatment versus untreated parasites (Fig. 7A). Accord-
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ingly, in a further step, TFQ-induced DNA nicking, typical of
apoptotic-like processes, was tested using the TUNEL assay.
Parasites treated with different concentrations of TFQ for 4 h
were significantly TUNEL positive (Fig. 7B). Necrotic cell
death was rejected due to the lack of parasite staining with PI,
as it requires a permeable plasma membrane in order to reach
the intracellular nucleic acid. Only at 20 uM TFQ, a concen-
tration 4-fold higher than the ECs,, were parasites PI positive
(Fig. 7C). These conclusions were confirmed by the fragmen-
tation of genomic DNA in parasites treated with 5 uM TFQ
for 4 h (Fig. 7D).

DISCUSSION

The 8-aminoquinoline scaffold has been extensively used in
the development of antiprotozoal drugs (36), typically as anti-
plasmodial compounds. The most recent application for these
drugs is the use of sitamaquine and TFQ as alternative leish-
manicidal compounds, currently at different stages of imple-
mentation (35, 41). Unfortunately their mechanism of action is
scarcely known, jeopardizing the rational optimization of new
analogues. In order to address this problem, we decided to
outline the leishmanicidal mechanism of TFQ.

At the concentrations at which TFQ inhibits promastigote
proliferation, the most conspicuous effect observed is the rapid
drop in the intracellular ATP levels. A similar effect has been
described for the mechanism of action of other potential and
established leishmanicidal drugs (19-23). Arguably, the two
most likely hypotheses to account for this result are (i) inhibi-
tion of ATP synthesis and (ii) permeabilization of the plasma
membrane with release of intracellular ATP into the external
medium. The last hypothesis is typical for the membrane active
reagents, including antimicrobial peptides and polyenes such
as amphotericin B (21, 22). Nevertheless, even at concentra-
tions producing above 95% growth inhibition, entry of the vital
dye SYTOX Green only reached a small percentage (11%) of
that corresponding to full permeabilization. Thus, the ob-
served drop in ATP levels is more likely to be due to inhibition
of ATP synthesis. In Leishmania, approximately 70% of the
total bioenergetic requirements are fulfilled by oxidative phos-
phorylation, tightly coupled with AW, . which appeared to be
decreased in TFQ-treated parasites. This prompted us to carry
out a systematic study to identify the TFQ target among the
different complexes involved in oxidative phosphorylation. As
a result, complex III was defined as its main target; this state-
ment was further validated by the inhibition of CcR in vitro by
TFQ. It is noteworthy that, complex III is the crossroads where
the reduced ubiquinone pools from complex II and the oxida-
tion of a-glycerophosphate converge (13).

There is a wealth of knowledge linking 8-aminoquinolines to
mitochondrial dysfunction in their respective target cells, such
as primaquine in Plasmodium falciparum gametocytes (16) or
sitamaquine in Leishmania mitochondria (39). The Leishmania
mitochondrion is the target for a wide variety of leishmanicidal
drugs; including some in clinical use such as pentamidine (27)
and miltefosine (20), and others at different stages of develop-
ment, such as chalcones or histatin 5, (5, 23). The inhibition of
complex III by TFQ led to the production of superoxide rad-
icals at levels similar to those produced by antimycin A (24).
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ROS, either produced inside the cell by drugs (7) or added
exogenously (6), trigger an apoptosis-like death process.

Programmed cell death (PCD) was classified by biochemical
and morphological criteria under three major classes, which
are not mutually exclusive (25). Autophagy was discarded as
being the predominant PCD induced by TFQ, as no significant
differences were found between treated and control parasites
for distribution and expression levels of the autophagosome
marker GFP-ATGS. Necrosis (another PCD class) was also
ruled out as plasma membrane disruption (one of its hall-
marks) only reached significant values at concentrations far
higher than those that are lethal. In contrast, TFQ-treated
parasites showed typical features for apoptosis-like PCD, in-
cluding a decrease in AW, (28), a rise in intracellular Ca*"
levels, and late-stage apoptosis markers (such as DNA nucleo-
somal fragmentation), which is similar in many aspects to that
described in metazoan organisms (6).

The increased intracellular Ca®*" levels induced by TFQ
came from both an external medium and intracellular stores, as
the addition of EGTA led to only a 30% abrogation. The entry
of external Ca®>* was described in Leishmania apoptosis in-
duced by external H,O, (28), camptothecin (33), and curcumin
(7) and mediated by specific channels activated by ROS or its
derived metabolites inside the cells (14). Accordingly, the re-
maining 70% came from intracellular stores, mainly the endo-
plasmic reticulum, glycosomes, acidocalcisomes, and/or mito-
chondria (26).

All these molecular events activate PCD with DNA nicking
and fragmentation as the final outcome, both of which are
characteristic of an apoptosis-like death in Leishmania. Studies
are currently in progress to determine whether other potential
leishmanicidal 8-aminoquinolines act through a similar mech-
anism. In conclusion, our studies suggest that TFQ inhibits the
functionality of the mitochondrial respiratory chain through
CcR (complex III) inhibition, inducing a rapid drop in the
intracellular ATP levels in Leishmania. At the same time, the
increase in mitochondrial ROS production and elevation of
intracellular Ca** leads to a depolarization of AW, . Taken
together, these biological events induced by TFQ, trigger an
apoptosis-like death in Leishmania.
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