e
+“CSIC

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

Instituto de Parasitologia y Biomedicina “Lopez-Neyra”
Universidad de Granada

Sebastian Garcia Sanchez
Tesis Doctoral

Programa Oficial de Doctorado en Bioguimica y Biologia Molecular




Editor: Universidad de Granada. Tesis Doctorales
Autor: Sebastian Garcia Sanchez

ISBN: 978-84-9125-650-2

URI: http://hdl.handle.net/10481/43406


http://hdl.handle.net/10481/43406




CSIC

CONSEIO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

Instituto de Parasitologia y Biomedicin: Universidad de Granadz
"Lopez-Neyra" (CSIC)

Mecanismo de resistenciia miltefosinaen
Leishmania; Caracterizacion de ¢

subunidad proteica LiRos:

Directores de Tesis:

Dr. Santiago Castanys Cue Dr. Francisco Gamarro Cor

Memoria presentada por el LicencieSebastian Garcia Sanche
para optar al grado de Doctor por la Universide Granada en ¢
Programa Oficiatle Doctorado en Bioquimica y Biolo Molecular.

Octubre de 2015






D. Santiago Castanys Cuello y D. Francisco Gamarro Conde

Investigadores Cientificos del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas

CERTIFICAN:

Que el trabajo tituladdMecanismo de resistencia a miltefosina ereishmania:
Caracterizacion de la subunidad proteica LiRos3” ha sido realizado bajo su
direccion en el Departamento de Bioquimica y Farmacologia Molecular del Instituto de
Parasitologia y Biomedicina “Lopez-Neyra” (CSIC) de Granada [poiSebastian

Garcia Sanchez, Licenciado en Farmacia por la Universidad de Granada, para optar al
grado de Doctor por esta misma Universidad. Garantizando que, hasta donde nuestro
conocimiento alcanza, en la realizaciéon del trabajo se han respetado los derechos de
otros autores a ser citados, cuando se han utilizado sus resultados o publicaciones.

En Granada, a 30 de octubre de 2015

Fdo. Dr. Santiago Castanys Cuello Fdo. Dr. Francisco Gamarro Conde
Investigador Cientifico del CSIC Investigador Cientifico del CSIC

Fdo. Sebastian Garcia Sanchez
Doctorando






Esta Tesis Doctoral se ha realizado en el Departamento de Bioquimica y Farmacologia
Molecular del Instituto de Parasitologia y Biomedicina “Lopez-Neyra” (CSIC), y ha
sido financiada con una beca predoctoral del Programa “Junta para la Ampliacion de
Estudios” (Programa JAE) del CSIC, dentro del Proyecto SAF2011-28102, titulado
“Mecanismo de resistencia a miltefosina en Leishmania: Caracterizacion del complejo
de transporte del farmaco”, financiado por el Ministerio de Economia y Competitividad
(2012-2014).

Parte de los resultados de esta Tesis Doctoral han sido publicados en:

Garcia-Sanchez, S., Sanchez-Carete, M. P., Gamarro, F. y Castanys, S. (2014)
Functional role of evolutionarily highly conserved residues, N-glycosylation level and
domains of thé_eishmania miltefosine transporter-Cdc50 subunit. Bioched5383-

94,






A mis compafieros de fatigas,

los jovenes investigadores,

que dedican los mejores afios

de su vida a la ciencia, frabajando

en condiciones frecuentemente precarias
con la esperanza de un futuro mejor.

A los que continiian a pesar de fodo

y a los que se quedaron en el camino.






El aspecto mas triste de la vida actual es que la ciencia gana

en conocimiento mas rapidamente que la sociedad en sabiduria

Isaac Asimov (1920-1992), bioquimico y escritor de ciencia ficcion y divulgacién cientifica.



¢Qué se fue de tus muros para siempre, Granada?
Fue el perfume potente de tu raza encantada

que dejando raudales de bruma te dejo.

¢, O acaso tu tristeza es tristeza nativa

y desde que naciste aln sigues pensativa

enredando tus torres al tiempo que pas6?

"Granada (Elegia humilde)" (1919), de Federico Garcia Lorca.



AGRADECIMIENTOS

Aunque realizar una tesis doctoral requiera muchas horas en soledad y mucha
autodisciplina, todo el trabajo que aqui se presenta hubiera sido imposible o mucho
menos llevadero sin la existencia de mucha gente a la que estoy muy agradecido por
unos u otros motivos.

En primer lugar, a Santiago y a Paco, por permitirme formar parte de un laboratorio
con una gran trayectoria. Por la formacién recibida durante estos afios e,
indudablemente, por la direccion de este trabajo y por las sugerencias y correcciones de
esta tesis.

Al Consejo Superior de Investigaciones Cientificas y a la Secretaria de Estado de
Investigacion, Desarrollo e Innovacion, por conceder, en tiempos de crisis, la ayuda
econdmica necesaria para que este trabajo se haya podido ver materializado.

A todo el personal técnico, administrativo y de servicios del Lopez-Neyra
(mantemimiento, protedmica, gendmica, sintesis de oligos, citometria, limpieza,
esterilizacion, etc.), porque su trabajo resulta imprescindible para que investigaciones
como esta puedan salir adelante.

A todos los integrantes del laboratorio 203-204, a los que se fueron y a los que
contintan, espero que por muchos afios. Solo por conocerles ya ha merecido la pena
realizar esta tesis. A todos ellos, por su buen humor, por su ayuda desinteresada y por
los pequefios detalles que podian marcar la diferencia entre que un experimento
funcionase o no. A Maria, por confiar siempre en mi; por ensefiarme, orientarme y
ayudarme desde mis primeros pasos hasta los Ultimos, y porque esta tesis no hubiera
sido posible sin todo el trabajo que viene desarrollando desde hace muchos afios. A
Raquel, por ser una compafiera de trabajo excepcional y una gran amiga, por la ayuda
prestada para algunos experimentos y por todo lo que he podido aprender de ella gracias
a sus charlas dentro y fuera del laboratorio. A Nacho, soriano de pro, y a David, ceuti de
pro, a quienes tengo por muy buenos amigos, por haber compartido conmigo grandes
momentos y por acompafarme en tantas aventuras fuera del laboratorio; de no ser por
las habilidades como celestino del primero o de la pericia como piragiista en aguas
africanas del segundo, quizas hoy dia mi vida fuera muy diferente. A Talia, por ser de
las mejores comparfieras que haya podido conocer. A Luis, por ayudarme en los
primeros meses y por haberme ensefiado la intrahistoria del "Lopez". A Rubén, por
darle mas vida al sector 203 desde su llegada. A Vero, por contrarrestar a Rubén y
equilibrar la balanza de la sensatez en el 203. A Ana, por no enfadarse cuando le gano al
padel. A Laura y a las chicas del 208 (Maria, Marta, Lina, Sophie), por completar este
grupo y a quienes hago extensible lo que comentaba al principio de este parrafo.

Xi



A mucha gente de otros laboratorios (Sole, Michael, Alfredo, Ana, Adri, Darien,
Antonio, Jean-Mathieu, Juandi, Pepe, Sandra, Morell, Virginia y un largo etcétera), por
conseguir que haber formado parte de este centro sea motivo de orgullo y deje una
huella imborrable en mi memoria. Por transmitirme su entusiasmo por la ciencia y/o por
haber compartido numerosas horas, comidas, salidas, excursiones y cervezas. De entre
todos ellos, gracias en especial agafanegPaco, Jose, Patxi, Kiko, Canario, Carlos,
Santi, Antonio, y nuevamente Luis) porque, de no haberles conocido, mi paso por aqui
hubiera sido indudablemente mucho mas aburrido.

A mis anterioregefas jefe y compareros de Micro (Emilia, Victoria, Ana, Inma,
Fernando, Ali, Nahid, Marga, Carmen), por abrirme el camino de la investigacion y
permitirme pasar una época que guardo con especial carifio. A mis comparfieros y
amigos de Farmacia (especialmente a Bea, Emi y Victor) y de Bioquimica, por haberme
acompafnado durante mis afios de formacion y habérmelo hecho pasar tan bien.

Pero ademas estas lineas sirven también para agradecer a todos aquellos que, fuera
del ambiente cientifico, han estado durante todo este tiempo conmigo, en los buenos y
en los malos momentos. A mis amigos de Murcia y de Granad&jeri@andad Big
Macy a laPefa El Botijo,por los dias de fiesta y los momentos compartidos durante
tanto tiempo. Porque, aunque durante los afos necesarios para realizar esta tesis
nuestros caminos se hayan ido separando, los recuerdos y los reencuentros siguen Vvivos.
A Migueldén y demés gente del Van Gogh, por mantener esa atmdésfera que tanto ha
influido en mi vida.

A mis padres, no solo porque su aporte genético y el ambiente creado desde que era
nifio hayan podido resultar decisivos para que terminase expresando el fprextgup
principalmente les doy las graciger su apoyo incondicional y por darme toda la
libertad posible para elegir mi camino, asi como todas las facilidades para poder
seguirlo. A mi hermana, por la ayuda que siempre me ha prestado, y qué mejor prueba
gue la realizacion de la portada que ilustra esta tesis. A mis tios y mis primos. A mis
abuelos, que no me han podido acompafar hasta este dia, pero que siempre se mostraron
orgullosos de su nieto.

A Coco y a Diana, que han pasado conmigo mas horas que nadie durante la
redaccion de esta tesis, por brindarme su compafiia y esperar pacientemente para dar su
paseo matinal mientras terminaba de redactar algun parrafo o de componer alguna
figura. A mi suegra, cuyo sincero apoyo también me ha hecho llegar durante este
periodo.

Y, por ultimo, a Minerva, por alegrarme la vida un dia detras de otro. Por tener el
valor de aguantarme, por creer en mi y no enfadarse por las horas que este trabajo le
haya podido quitar. Gracias a ella esta tesis y los proyectos que tenga en mente tienen
mucho mas sentido.

Xii



INDICE






indice

RESUMEN 3

INTRODUCCION 7

|. P4-ATPasas Y PROTEINAS Cdc50

l.1.
1.2.
1.3.
1.4.
1.5.
.6.
1.7.
1.8.

Transporte de fosfolipidos y asimetria de membrana........................ 9..

P4-ATPasas: implicaciones fisioldgicas y patologicas..........ccvvvvveeeee..

Estructura de [as P4-ATPasas.........ccoeuuiiiiiiiiiiiii e
Mecanismo de accion de las P4-ATPasas.......cccccevvvveeeeeeeeeeeeeeeeeiieiinnnnns
Regulacion de 1as PA-ATPaSaS.......cccuuiiiiieeeeeeeeieeeeiiiiiss e e e e e e e e aaaeeees
Proteinas CACh0........ccoiiiiiiiieirer e e e e e e e e
Funciones de las proteinas Cdc50.............uuvviiiiiieiieeeeeeeeeeeeein
Caracterizacion de las proteinas Cdc50..............covvviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee,

[I. LEISHMANIASIS

I1.1.
1.2.
I1.3.
11.4.
I.5.
I1.6.
1.7.
11.8.
11.9.

Leishmaniasis: Epidemiologia...........ccccoovvviiiieiiiiiiiiiiicie e 31

Situacion de la leishmaniasis en Espafia...........ccccceeevieeeiieeeiiieeeeieiiiinns
Manifestaciones CHNICAS........ccooeiiviiiiiiee e e
Transmision de la leishmaniasis..........cccooevvviiiiieeiiiiiieeeeeeee, 36..
Leishmania: TaXONOMUaA. ......ceeeiiiiiiiiieeeeeiee e

(O Toi [0 Ja LAY o - TSP
Establecimiento de la iNfeCCION...........covvviiiiiiiiiiieee,
Biologia y bioquimica de Leishmania..............cccccceeeiiiiiiiiiieeeeeeeeen 42

Tratamiento de la leishmaniasis. ..o
[1.10. Generacioén de resistencias a farmacos

lll. MILTEFOSINA

L. INtrodUCCION NISTOMICA. .cnneeeeeee e, 55

l1l.2. Caracteristicas quimicas de la miltefosina...........ccccccvveeeeeeiiiiiiiiiinnn,

[11.3. Farmacocinética de la miltefoSiNa........oeu e

[11.4. Mecanismo de accion de la miltefosina..........ccooooevvviiiiiiiiieiiiieieeeeeees
[11.5. Eficacia de la miltefosina en el tratamiento de la leishmaniasis.... 6.1
l1l.6. Caracteristicas del tratamiento con miltefosina y efectos adverso$3..
I1l.7. Variaciones de sensibilidad a miltefosina y recaidas..................... 63.
[11.8. Resistencia a miltefosina en Leishmania............cccccoooooviiiiiiiicininnnnnnn.

V. COMP

LEJO DE TRANSPORTE DE MILTEFOSINA EN LEISHMANIA

IV.1. Internalizacion de miltefosina en Leishmania...........cccccoveevieienn... 69

IV.2. Complejo de transporte de miltefosina y resistencia al farmaco

OBJETIVOS 75

XV



indice

MATERIALES Y METODOS 7

l. MATERIALES

[.1. LINEAS CEIUIAIES. ....uuvvieeiiiiiiiiiiee et 79..

[.2. Medios y reactivos de CUILIVO............cooveiiiiiiiiiiiiiieee e 79
[.2.1. Leishmania infantum............cccooooiiiiiiniiiiiiieceei 79
[.2.2. BACIEIIAS. ...ceieeieeeiieeeee e eeeeanes 80
[.2.3. CelUIas THP-L.. ..ottt 80

[.3. Tampones, SOIUCIONES Y FEACHIVOS. ......cccieeeeeeeeeeeeieeeeierr e e e e e e 81
[.3.1. SOIUCIONES QENETAIES.......cceeeeeeeeeeeiiieee e e 81..
[.3.2. Soluciones para Southern blot.............coooevviiiciiiiiee e, 81
[.3.3. Soluciones y reactivos para la hibridacion de acidos
nucleicos y su detecciéon mediante el sistema DIG..................... 81.
[.3.4. Reactivos de Biologia Molecular..............cccooeeiciiviiiinnnnnen. 82
1.3.5. Soluciones y reactivos para el andlisis de proteinas............... 83
[.3.6. Soluciones y reactivos para Western blot e inmunodeteccih
[.3.7. Soluciones y reactivos para los ensayos de microscopia........ 85
[.3.8. Soluciones y reactivos para el estudio funcional de la
Proteina LIROS3......oiiiii i e e e e e 85.

[.4. Vectores plasmidiCOS..........uuuuuuriiiiiiee e e e e e e e e e e 86
[.4.1. Vectores de CloNaje.......cccoveeeieeeeeiieieeeeeees e e e e e e e 86
1.4.2. Vectores de expresion para Leishmania............ccccccvvveeennnn. 86

[.5. OlIQONUCIEOLIAOS. ......ceeeeieeeiice e e e e e e 87..

Il. METODOS

II.1. Cultivo y manipulaciéon de L. infantum...........ccccccvvieiiiiin, 93
[1.1.2. CURIVO IN VITIO...eiiiiiiiiiee et 93
[1.1.2. Criopreservacion y congelacion de promastigotes................ 93
[1.1.3. Recuento de promastigotes..........uuvuvreiiiiiiiiieeeeeeeneeeeeeninnnd 93.
[1.1.4. Transfeccion de DNA plasmidico por electroporacion......... 93

[1.2. Cultivo y manipulacion de bacterias...........cccccceveeeeeiiiiiiiicciiiiieee 94
[1.2.1. Cultivo de DaCerias. .......cooevviieieieiieiiieeee e 94
[1.2.2. Preparacion de células competentes por choque térmico...... 94

[1.3. Manipulacion de AcidOS NUCIEICOS..........cuuviiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeceeee 94
[1.3.1. Aislamiento de DNA gendmico de promastigotes................ 94
[1.3.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)........ccccceeveeennn.. 94
[1.3.3. Electroforesis de DNA en geles de agarosa.............ccccceuuveee 94
[1.3.4. Purificacion del DNA incluido en agarosa.............ccccceeeenn... 95
[1.3.5. Aislamiento de DNA plasmidico..............coooeveiiviviiiiininennn. 95
[1.3.6. Digestion de DNA con enzimas de restriccion.................... 95
[1.3.7. Tratamiento con fosfatasa alcalina..............ccccevvvviiiiiiinnnnnn. 95
[1.3.8. Reaccion de ligacCion..........ccccuvviiiiiiiiiiiiiiieieeee e 96

XVi



indice

[1.3.9. Transformacién de células competentes y seleccién de

ClONES. ... 96.
[1.3.10. Secuenciacion de DNA...........oooiiiiiiiiiiiiieeeeee e
[1.3.11. Generacion de sondas de DNA marcadas con
(o [To o )d[o =] o1 o - VTP SUPPPPPPR 96.
Il.4. Obtencion de una linea mutante nulo del gen LIR0S3.................cceee.
I1.5. Analisis de DNA mediante Southern blot...............cccccviiiiiiiiiiiinnnnen.
II.6. Generacion de construcciones con el lg&os3mutado, truncado y
(o 01T 0= = LSRR UR PP 98..
Il.7. Técnicas para el estudio funcional de la proteina LiR0S3............... 99.
[1.7.1. Determinacion de la concentracion inhibitoria 5G4I@n
formas promastigotas die infantum...............cccvvviveiicccceeee, 99
[1.7.2. Ensayos de acumulacion de miltefosina.............ccccccceeeeeennnn.
[1.7.3. Acumulacion de analogos fluorescentes de fosfolipidos......
[1.7.4. Ensayos de actividad flipasa...........cccccccieiiiiiiieccinnnnn, 101
I1.7.5. Sensibilidad a miltefosina de los amastigotes intracelulares
LI TSP 102
I1.8. Técnicas de obtencidn y analisis de proteinas..........ccccceeeeeeeeeennnn. 102..
[1.8.1. Preparacion de extractos totales lde infantum para
electroforesis de proteinas en geles SDS-PAGE...................... 102..
[1.8.2. Biotinilacién de las proteinas de superficie...................... 103
[1.8.3. COo-INMUNOPIECIPItACION.......uvvrieiiiiiiiiiieeee e e
[1.8.4. Reaccion de N-desglicosilacion...........cccccccvvvviiiiiiiieiiieeeeenn.
[1.8.5. Cuantificacion de proteinas.........cccuvvieeeiiiiiiiiiiieeeee e
11.8.6. Electroforesis de proteinas en geles SDS-PAGE..................
[1.8.7. Transferencia de proteinas a membrana y deteccion con
anticuerpos (Western blot)...........ccoovvviviiiiiiiiiciciee e, 104.
[1.9. Microscopia de fluoresCencia...........cceeeeevvveeeeiiiiiiiiie e, 105.
[1.10. Analisis DIOINFOMALICO. .......ccoviiiiieiiii e
[1.11. ANAlISIS @StadiStiCO........ceeiiiiiiiiiieiiee e
RESULTADOS 107

96

100
100

|. Caracteristicas generales de LiRos3 y homologia con otras proteinas Cdc509.....

Il. Generacion y caracterizacion de promastigotek. diefantummutantes nulos

(o L=T I 1T o T I 0 1S3 USRS 111...

lll. ldentificacién de residuos de LiRos3 implicados en la funcionalidad del
complejo de transporte de miltefosina...............uvveeiiiiiiiiiiii s 113..
IV. Influencia de mutaciones en LiRos3 sobre el trafico del transportador de

miltefosina a la membrana plasmatica..............ccceeee v 122...
V. Influencia de mutaciones en LiR0os3 sobre la interaccion con su subunidad
ASOCIATA LIMT ..ottt e e e e e e e e e e e e 124...
VI. Actividad de transporte de los mutantes Q16L, Q17L, L19Q, D218V vy
N )4 T TSR PPPRPRRR 126
VII. Caracterizacion adicional del dominio N-terminal de LiRos3.................... 129
VIII. Efecto de la tasa de glicosilacion de LiRos3 sobre su funcion................ 133

XVil



indice

IX. Caracterizacion funcional de las proteinas LiR0os3 truncadas y de las

proteinas CAC50 QUIMETICAS. ........ccevviiiiieieeiiiiiiiis e e e e e e e e e e e e e e e e as 137...
X. Funcionalidad del complejo de transporte de miltefosina en amastigotes
intracelulares de.LiNfantum...............iiiiiiiii e 146
DISCUSION 149

|. Caracterizacion de las P4-ATPasas y las proteinas Cdc50: ultimos avances y
RS LU= od o] o = Tod (1 - | 151...
[l. Estudio mutacional de LIROS3...........ccooeiiiiiiiiieecies e e 152..

II.1. Identificacion de residuos importantes en la funcion de LiRos3...152
Il.2. Efectos de las mutaciones en LiRos3 sobre el trafico del complejo a

la membrana PlasSmMALiCa..........ccceeeeeeiieiieeeeeeeer e 153...

I1.3. Efectos de las mutaciones en LiRos3 sobre la actividad flipasa.......... 155
lll. Otros aspectos funcionales de LIROS3............couvviiviiiiiiiiieee e, 156..

l1l.1. Efecto de la tasa de glicosilacién de LiRos3 sobre su funcion.....156

l1l.2. Caracterizacion funcional de los dominios de LIROS3.............c......... 156

l11.3. Contribucion de LiRos3 en el transporte de fosfolipidos................... 159
IV. Interaccion de la miltefosina con su complejo de transporte..................... 161..
V. Resistencia a miltefosina en Leishmania............cccceeeeeieiiiiieeeeiiiieeeeeeeiiiinns 162...

V.1. Empleo de la miltefosina para la leishmaniasis: necesidad de

MEeCcaniSMOS d€ CONLIOL..........ccceiiiiiieeeeee e 162..

V.2. Importancia del complejo de transporte de miltefosina en la

resistencia natural a miltefosina..........ccceeevvieeiiii i 164..

V.3. Marcadores de resistencia a miltefosina..............ccccceeeeeiiiiiniieeeeeeeeee, 166
VI. Consideraciones finales y perspectivas.............uuuueeiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeiiiinnns 169...
CONCLUSIONES 173
BIBLIOGRAFIA 175

XViii



ABC
ADH
ALIS
APX
ARF
BiP
BRIC
BSA
Cdc50
CR
CRP
DAPI
DDM
DIG
DMSO
DO
DTT
EF
elF
Fpk
Fw
GAP
GEF
GFP
GPI
hiFBS
Hsp
ICso
IFI
[FN-y
IgG
kb
kDa

LC
LdMT
Lem3p
LIMT
LMC
LPG
LV

ABREVIATURAS

ATP-binding Cassette

Alcohol deshidrogenasa
ALA-interacting subunit
Ascorbato peroxidasa

Factor de ribosilacion de ADP

Abreviaturas

Proteina de unién a la cadena pesada de la inmunoglobulina

Colestasis intrahepatica recurrente benigna
Albumina de suero bovino

Cell-division-cycle protein 50

Receptor del complemento

Proteina C reactiva

Dilactato de 4',6-diamidino-2-fenilindol
n-dodecil-pD-maltopirandsido

Digoxigenina

Dimetilsulfoxido

Densidad 6ptica

Ditiotreitol

Factor de elongacién

Factor de iniciacion de eucariotas

Flipasa quinasa

Forward (sentido)

Proteina activadora de GTPasa

Proteina intercambiadora de guanina

Proteina verde fluorescente
Glicosilfosfatidilinositol

Suero bovino fetal inactivado por calor
Heat-shock protein (proteina de choque térmico)
Concentracion inhibitoria del 50% del crecimiento
Inmunofluorescencia indirecta

Interferon gamma

Inmunoglobulina G

Kilobase

KiloDalton

Constante de Michaelis-Menten

Leishmaniasis cutdnea

Transportador de miltefosina de Leishmania donovani
Ligand-effect modulator 3
Transportador de miltefosina de Leishmania infantum
Leishmaniasis mucocutanea

Lipofosfoglicano

Leishmaniasis visceral

XiX



Abreviaturas

MDR
MLF
MP
MRP
MTT
NBD
NCBI
OMS
ORF
PAF
PAGE
PC
PCNA
PCR
PE
PFIC
Pgp
PI3K
Pl4P
PKB
PKDL
PMA
PMSF
PNGasaF
pre-mRNA
PS
PVDF
RE
RNS
ROS
Rv
SDS
SERCA
Sir

SL
SOD
TDR
TGN
TLR
™
TNF-o
UTR
VIH
WT

Multirresistencia a farmacos
Miltefosina

Membrana plasmatica

Proteina asociada a multirresistencia
Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
Nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-il
Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica
Organizacion Mundial de la Salud
Open Reading Frame (Marco abierto de lectura)
Factor activador de plaquetas

Electroforesis en gel de poliacrilamida
Fosfatidilcolina

Antigeno nuclear de proliferacién celular
Reaccion en cadena de la polimerasa
Fosfatidiletanolamina

Colestasis intrahepatica familiar progresiva
Glicoproteina P

Fosfatidilinositol-3-quinasa
Fosfatidilinositol-4-fosfato

Proteina quinasa B
Leishmaniasis dérmica post kala-azar
Forbol 12-miristato 13-acetato

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

Péptido N-glicosidasa F

Precursor de RNA mensajero

Fosfatidilserina

Polifluoruro de vinilideno

Reticulo endoplasmatico

Especies reactivas de nitrégeno

Especies reactivas de oxigeno
Reversdantisentido)

Dodecil sulfato sédico

C&'-ATPasa del reticulo sarco-endoplasmatico
Regulador de informacion silenciado
Spliced leader

Superoxido dismutasa

Programa de investigaciones sobre enfermedades tropicales
Red del trans-Golgi

Receptor de tipo Toll
Transmembrana

Factor de necrosis tumoral alfa

Region no codificante
Virus de la inmunodeficiencia humana
Wild-type (linea salvaje)

XX









Resumen

Resumen

El mecanismo de resistencia mas relevante descrito hasta la fecha que pueden
desarrollar los parasitos del génerbeishmania a la miltefosina (MLF,
hexadecilfosfocolina), uno de los farmacos que mas se emplean en la actualidad contra
la leishmaniasis, consiste en la inactivacion del complejo proteico encargado de su
internalizacion.

Este complejo se sitta en la membrana plasmatica de los parasitos y esta
constituido al menos por dos proteinas: una subunidad cataltica de Miltefosine
Transporte), perteneciente a la familia de las fosfolipido translocasas o P4-ATPasas, y
una subunidad bet&®0s3), perteneciente a la familia de proteinas Cdc50. En el caso de
Leishmania infantumespecie utilizada a lo largo de los experimentos descritos en esta
tesis doctoral, ambas proteinas se denominan LiIMT y LiRos3, respectivamente. Nuestro
laboratorio ha descrito anteriormente kaishmania donovangue la pérdida de
cualquiera de los ortélogos de estas dos subunidades (LAMT y LdRos3) o la ausencia de
su expresion a nivel de la membrana plasmatica conlleva elevados valores de resistencia
a MLF por la incapacidad del parasito para incorporar este farmaco. De hecho, el nivel
de sensibilidadn vitro a MLF esta claramente relacionado con su tasa de captacion y
con el nivel de expresion de la proteina transportadora en la membrana del parasito.

Las P4-ATPasas son responsables del transporte activo de glicerofosfolipidos desde
la cara exoplasmatica hasta la cara citosolica de las membranas de las células eucariotas,
una funcion que comunmente se denomina como actividad flipasa. Estas proteinas son
esenciales para crear y mantener una distribucion asimétrica de fosfolipidos a ambos
lados de la membrana, un fendbmeno que estd asociado con numMerosos pProcesos
fisioldgicos y celulares, asi como para incorporar determinados lipidos exdégenos o para
la formacion de las vesiculas que forman parte del trafico intracelular. Estas proteinas
estan siendo muy estudiadas en los dltimos afios en diferentes modelos, habiéndose
obtenido importantes avances en el conocimiento de su mecanismo de accion. Aunque
el papel de las proteinas Cdc50 no esté del todo aclarado, existen evidencias de su
participacion tanto en la salida del complejo del reticulo endoplasmatico como en el
ciclo de reaccion llevado a cabo por las P4-ATPasas.

Al igual que las P4-ATPasas, las proteinas Cdc50 son proteinas integrales de
membrana exclusivas de organismos eucariotas. Poseen una estructura muy conservada,
estando constituidas por dos hélices transmembrana, un dominio extracitosolico de gran
tamafio, estabilizado por dos puentes disulfuro y fuertemente N-glicosilado, y dos
pequefias colas dirigidas al citoplasma situadas en los extremos amino y carboxilo
terminal. La caracterizacion de estas proteinas, que carecen de motivos aminoacidicos
funcionales conocidos, se encuentra todavia en una etapa inicial, habiéndose realizado
hasta la fecha muy pocos estudios moleculares dirigidos a la identificacion de los
residuos o dominios implicados en su funcionalidad.

Debido a ello, el objetivo principal de esta tesis doctoral consisti6 en la
caracterizacion de la proteina LiRos3, analizando el papel que desempefian sus
diferentes dominios y determinados residuos con un alto grado de conservacion, con la
finalidad de profundizar en la caracterizacion del complejo de transporte de miltefosina
en Leishmaniague comenzd nuestro laboratorio hace ya mas de diez afos, y tratar de
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gue los resultados obtenidos pudieran ser aplicables al estudio de las proteinas Cdc50 de
otros organismos.

Durante el trabajo que aqui se presenta, se han generado promastigotes mutantes
nulos del gerLiRos3que han permitido el estudio de diferentes modificaciones de la
proteina, observando los fenotipos que se derivan de la expresion de las mismas, puesto
gue, para que se produzca el transporte de MLF, es esencial que tenga lugar la
interaccion entre LiRos3 y LIMT y que el complejo se exprese correctamente en la
membrana plasmatica del parasito.

Estas modificaciones consistieron en la introducciéon mediante mutagénesis dirigida
de sustituciones conservativas y no conservativas y en el empleo de proteinas
qguiméricas generadas sustituyendo los diferentes dominios de LiRos3 por los
correspondientes dominios de los otros dos miembros de la familia CdckO de
infantum, denominados LiRosl y LiRos2. Se identificaron 22 residuos de LiR0s3
conservados en las proteinas Cdc50 de humanos, levaduras y Leishsearealizaron
mutaciones en todos ellos. Se observd que el nivel de conservacion de ocho de estos
residuos, localizados en el lazo exoplasmatico, es critico para la interaccion con LIMT y
el trafico del complejo de transporte de MLF hacia la membrana plasmatica. Al margen
de este efecto, cuando se muta uno de estos residuos, que forma parte de un motivo
invariable de N-glicosilacién, también se altera la actividad translocasa de fosfolipidos.
Ademas, otro residuo invariable localizado en el lazo exoplasmatico y cuatro residuos
localizados en el dominio N-terminal estan implicados en esta actividad flipasa sin
afectar a la llegada del complejo a la membrana plasmatica.

Por otro lado, se ha observado que el nivel de N-glicosilacion de LiRos3 también
puede afectar a la actividad translocasa y a la expresién de LIMT en la membrana
plasmatica. Ademas, se ha comprobado que los dominios amino y carboxilo terminal no
son esenciales para la interaccién con LIMT, pero si se requieren para el correcto trafico
del complejo hacia la membrana plasmatica. Aunque LiRosl y LiRos3 tienen una baja
identidad en la secuencia de aminoacidos, la sustitucion de los dominios amino
terminal, primer transmembrana y carboxilo terminal de LiRos3 por los
correspondientes dominios de LiRos1l genera proteinas funcionales. Por el contrario,
cuando se sustituyen los dominios extracitosolico y segundo transmembrana, se pierde
la interaccion con LiMT.

Los resultados sugieren, como ya se habia publicado anteriormente, que el dominio
N-terminal de las proteinas Cdc50 juega un papel importante durante el ciclo de
reaccion de las P4-ATPasas. Ademas, se puede deducir que, para la correcta interacciéon
con LIMT, aparte de los residuos identificados, se necesita de la participacion de otros
residuos aun sin identificar situados en los segmentos transmembrana y en el lazo
extracelular de LiRos3. En conclusion, los resultados de esta tesis doctoral proporcionan
nuevos Yy relevantes datos sobre la estructura de las proteinas Cdc50 y sobre el papel de
determinados residuos en el trafico y actividad de las P4-ATPasas translocadoras de
fosfolipidos.

Al margen de esto, los resultados obtenidos podrian ser de utilidad para mejorar el
abordaje terapéutico de la leishmaniasis, considerada como la segunda enfermedad
protozoaria humana mas importante, tan solo por detras de la malaria, con 12 millones
de afectados en todo el planeta y responsable de entre 20.000 y 30.000 muertes al afio.
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Resumen

En la actualidad sigue constituyendo un grave problema sanitario, debido entre otras
causas a su asociacion con pacientes infectados por el VIH y al escaso arsenal
terapéutico del que se dispone, amenazado ademas por la posibilidad de aparicion de
resistencias, como ha sucedido en el subcontinente indio frente a los antimoniales
pentavalentes.

En 2002 la MLF se introdujo como el primer farmaco oral usado frente a la
leishmaniasis, presentando un porcentaje de cura aproximado del 95% en la India frente
a la leishmaniasis visceral, la forma mas letal de la enfermedad. Sin embargo, el
porcentaje de pacientes que no responden al tratamiento ha experimentado un
significativo aumento en los ultimos afios. Entre otras medidas a adoptar para evitar la
propagacion de resistencias y asi alargar la vida atil de la MLF, se encuentra la
necesidad de desarrollar marcadores de resistencia al farmaco con los que poder
monitorizar la existencia de las mismas.

En anteriores estudios se ha observado que L. donouamdo se someie vitro a
la presion selectiva del farmaco, puede generar rdpidamente resistencia debida a la
aparicion de mutaciones de la proteina LAMT y, en menor medida, de LdRos3.
Recientemente, se ha descrito resistencia a MLF en un caso de leishmaniasis visceral
producida pot. infantumdonde el parasito aislado portaba una mutacién en LIMT. Por
estos motivos, resultaria de gran interés analizar tanto los niveles de expresion de estas
proteinas como buscar mutaciones que pudieran ser responsables de la resistencia a
MLF en aislados clinicos. La caracterizacién de LiRos3 que se describe en esta tesis
doctoral, y especialmente las mutaciones observadas que confieren resistencia a MLF,
suponen un importante avance en este sentido, mas adn si cabe teniendo en cuenta que
se ha comprobado que este efecto se mantiene en las formas amastigotas intracelulares
de Leishmania.
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|. PA-ATPasas Y PROTEINAS Cdc50

|.1. Transporte de fosfolipidos y asimetria de membrana

Las membranas de las células eucariotas estan organizadas como bicapas
compuestas por numerosas especies lipidicas diferenteglicesfosfolipidos que
son sus constituyentes fundamentales, estan formados por una cabeza hidrdfila dirigida
hacia el ambiente acuoso celular o extracelular y dos colas hidréfobas que se sitian en
el interior de la bicapa lipidica (revisado por van Msteal, 2008). Estas moléculas se
sintetizan principalmente en la cara citoplasmética de la membrana del reticulo
endoplasmatico (RE) y, debido a la accion de proteinas que actian sin gasto de energia,
se produce una distribucién equilibrada de fosfolipidos a ambos lados de la membrana.

Sin embargo, una caracteristica estructural de la mayoria de membranas es la
distribucion asimétrica de fosfolipidos en la bicapa lipidica, lo que constituye un claro
ejemplo de la gran variabilidad que existe entre las membranas de los distintos
organulos celulares en cuanto a la composicion y distribucion lipidica (revisado por van
Meer y de Kroon, 2011). La asimetria de membrana se genera en primer lugar en el
aparato de Golgi y se mantiene en las vesiculas secretoras, asi como en los endosomas y
en la membrana plasmética, donde la fosfatidilserina (PS) y la fosfatidiletanolamina
(PE) se encuentran en mayor proporcion en la cara citoplasmatica, mientras que la
fosfatidilcolina (PC), la esfingomielina (SM) y los glucoesfingolipidos (GL) aparecen
mas concentrados en la cara exoplasmatica (revisado por Holthuis y Levine, 2005; van
Meer et al, 2008) (Fig. 1).

P4- Transportadores
ATPasas ABC Escramblasas

Exoplasmdtica

'L : |: uil !1 -i-: .-;:I 1 |: :' I:i .:" l { ‘: .;" I .;' '.i \f

Golgi W d ???'W! i Li i f'fa'é'!:- iy M

é * Citosdlica
o ATP/ﬁgP AT{AEP Ca?*
(o)

RE 0 k Citasdlica

— ) RE

\ ) Luminal
= Col —_ PE

Escramblasas

OO— GL ®— PS
[ PC [ SM

Figura 1. Regulacion de la distribucion lipidica en las membranas biolégicas.

MP, membrana plasmatica; RE, reticulo endoplasmatico; Col, colesterol; GL, glucolipidos; PC,
fosfatidilcolina; PE, fosfatidiletanolamina; PS, fosfatidilserina; SM, esfingomielina. Adaptada de
Pomorskiet al., 2004.
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Esta asimetria es esencial para la curvatura, estabilidad mecéanica e
impermeabilidad de la membrana plasmatica, y se ha asociado con numerosos procesos
fisiologicos y celulares. Por ejemplo, la exposicion de PS en la membrana plasmatica es
una seflal de gran importancia para el reconocimiento y fagocitosis de células
apoptaéticas, la activacion de la coagulacién sanguinea y la fusién de mioblastos (Zwaal
y Schroit, 1997; van den Eijndet al, 2001; Williamson y Schlegel, 2002). Otros
procesos asociados con la asimetria de membrana son la capacitacién espermética, la
division celular o las interacciones entre virus y célula hospedadora (revisado por
Lépez-Marqués et al., 2011; van der Mark et al., 2013).

El movimiento de difusion de los fosfolipidos en una monocapa lipidica es muy
rapido. Sin embargo, el movimiento desde una cara a otra de la bicapa lipidica,
conocido comomovimiento flip-flop, es generalmente muy lento. En la membrana
plasmatica, el movimiento de fosfolipidos esta ademas limitado por la existencia de
altos niveles de colesterol y esfingolipidos (revisado por Pometsili, 2004). Por
todo esto, para poder generar y mantener la organizacion asimétrica de las membranas
son necesarias una serie de proteinas que sean capaces de translocar los
glicerofosfolipidos desde una cara a la otra de las mismas. Estos transportadores
presentan variabilidad en cuanto a la especificidad de sustrato, dependencia de energia y
direccion del transporte, dividiéndose en tres clases principales (Fig. 1):

1 - Flipasas Son generalmente ATPasas tipo P pertenecientes a la familia de las
fosfolipido translocasas (P4-ATPasas), aunque recientemente se han identificado
algunos transportadores ABC (ATihding Cassette) que también pueden actuar como
tales (Quazet al, 2012; Colemaset al, 2013). Translocan glicerofosfolipidos desde la
cara exoplasmatica (extracelular o luminal) hasta la cara citosdlica de las membranas,
utilizando la energia procedente de la hidrolisis del ATP (revisado por Daleke, 2007).

2 - Flopasas Son transportadores ABC entre los que destacan los miembros de la
familia ABCB, ABCB1/MDR1 y ABCB4/MDR3, asi como componentes de la familias
ABCA, ABCC/MRP y ABCG. Realizan el transporte en direccibn opuesta,
translocando por tanto glicerofosfolipidos desde la cara citoplasmatica a la
exocitoplasmatica (revisado por Quazi y Molday, 2011). Al igual que las P4-ATPasas,
son dependientes de energia.

3 - Escramblasas Su identidad molecular no esta establecida con claridad, aunque se
han identificado varios candidatos (Zhou et 4B97; Wiedmeet al, 2000; Suzuket

al., 2010; Shettihalli y Gummadi, 2013; Suzekial., 2013; Goreret al, 2014). Estos
transportadores son dependientes d€,@attan de manera bidireccional, sin consumo
de ATP y tienen por lo general baja especificidad de sustrato @aiy 2007; Bevers

y Williamson, 2010; Colemant al, 2013). Su actividad contribuye a la ruptura de la
asimetria creada por los translocadores dependientes de ATP.

|.2. P4-ATPasas: implicaciones fisioldqgicas y patoldgicas

Como se ha comentado, el transporte activo de lipidos llevado a cabo por las
fosfolipido translocasas o P4-ATPasas es necesario para crear y mantener una
distribucion asimétrica de fosfolipidos en la membrana plasmatica de las células
eucariotas, asi como en las membranas de los componentes de la ruta de secrecién y de
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los compartimentos endociticos (revisado por Colesiaal., 2013; Hankinset al,
2015; Lopez-Marqués et.ak015).

Ademas de esto, los analisis funcionales llevados a cabo sobre todo en levaduras
han revelado que las P4-ATPasas estan involucradas en otros destacados procesos
celulares (revisado por Van der Veldenal, 2010a; Paulusma y Elferink, 2010) (Fig.

2). Por ejemplo, influyen directa o indirectamente en la incorporacién de lipidos
exdgenos, la cascada de sefales dependientes de PE o PS, la dindmica del citoesqueleto,
el metabolismo de esteroles, la migracion celular y el crecimiento polarizado. Se
desconoce el papel funcional de muchas P4-ATPasas humanas, posiblemente debido a
la existencia de redundancia funcional (revisado por van der &ak 2013; Lopez-

Marqués et al 2014).

Funciones independientes

Funciones dependientes del transporte del transporte
a b % c d e
LS
Out 't ‘t Out Out
ey Ll
|W In %’ ! a In f
LSRN S
Asimetria de Captacion de lipidos Curvatura de Reclutamiento de Modulacién del

membrana y sefializacion membrana proteinas de cubierta citoesqueleto

Figura 2. Funciones celulares de las P4-ATPasamada de Lopez-Marquésal., 2014.

Incorporacién de lipidos exdgenos

Estudios realizados sobre distintas P4-ATPasas de levalaistsnania, plantas y
animales han demostrado que estas proteinas actian sobre un numeroso grupo de
sustratos lipidicos, incluyendo lisofosfolipidos (fosfolipidos que carecen de la cadena de
acido graso en la posici@n2) y alquil-lisofosfolipidos sintéticos, y que los diferentes
miembros de esta familia presentan diferente especificidad de sustrato (revisado por
Lopez-Marqués et gl2014).

Algunas P4-ATPasas situadas en la membrana plasmatica se han caracterizado
como flipasas con una especificidad de sustrato relativamente amplia. Por ejemplo, las
levaduras pueden captar lisofosfolipidos exdégenos para ser usados como sustrato en la
regeneracion de fosfolipidos (Riekhetf al, 2007). Su importancia en la nutricién de
las células se manifiesta en que la pérdida de las P4-ATPasas Dnflp y Dnf2p, o de su
subunidad asociada Cdc50 Lem3p, bloquea la captacion de liso-fosfatidiletanolamina
(liso-PE) y liso-fosfatidilcolina (liso-PC), inhibiendo el crecimiento dependiente de
estos sustratos (Riekhof y Voelker, 2006; Riekhof et28l07).

Por otro lado, estudios realizados en células de mamiferos han mostrado que la
subunidad CDC50A, asociada a diversas P4-ATPasas humanas, participa en la
captacion del factor activador de plaquetas (PAF), un mediador inflamatorio de
naturaleza lipidica (PC de cadena corta), implicando que el complejo que constituyen
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puede participar en la translocaciéon de moléculas sefalizadoras procedentes del exterior
celular (Cheret al, 2011) (Fig. 2b).

Los antecedentes relativod.aishmaniaseran comentados en el apartado IV de la
introduccién de esta tesis doctoral.

Tréfico vesicular

Entre las principales funciones descritas para las P4-ATPasas puede destacarse
también su participacion en la formacién y el transporte de vesiculas en diversos puntos
de las rutas de trafico intracelular (He& al, 2002; Pomorskiet al, 2003). Las
membranas y proteinas sintetizadas en el RE se asocian formando pequefias vesiculas
que se fusionan con otros organulos membranosos como el aparato de Golgi. Las
proteinas son también procesadas por la red del trans-Golgi (TGN), desde donde se
dirigiran a la ruta endosomal/lisosomal o a la ruta exocitica.

Existen numerosas evidencias de la importancia que tienen las P4-ATPasas en estos
procesos (revisado por Sebastetnal, 2012). Por ejemplo, la pérdida de Drs2p en
levaduras conlleva la acumulacion de membranas anormales y la incapacidad para
formar vesiculas recubiertas de clatrina (Cleeéral, 1999; Gallet al, 2002), muy
importantes en el tréfico desde la TGN hacia los endosomas. Ademas, recientemente se
ha observado que el silenciamiento de las P4-ATPasas humanas ATP8B1, ATP8B2 y
ATP9A, asi como de la subunidad CDC50A, inhibe la secrecion de insulina en células
beta pancreaticas (Ansari et,@015).

Aunque no se conoce con exactitud la funcion de las P4-ATPasas en la formacion
de vesiculas, se sabe que es realizada a través de dos mecanismos (€okdman
2013) (Fig. 2c y 2d):

(i) En primer lugar, la translocacién unidireccional de fosfolipidos llevada a cabo por las
P4-ATPasas genera una diferencia de areas entre las dos caras de las membranas, lo que
conlleva que se induzca su curvatura, paso necesario para el transporte de proteinas
mediado por vesiculas (Xu et,a2013).

(ii) En segundo lugar, la concentracion de PS y PE en la cara citosolica de la membrana
crea un ambiente en la membrana 6ptimo para el correcto reclutamiento y/o actividad de
la maquinaria de formacion de vesiculas (revisado por Pomorski y Menon, 2006). Se
han descrito interacciones de determinadas P4-ATPasas como Drs2p y Neolp con
proteinas importantes para el trafico vesicular, como los factores de ribosilacién de
ADP (ARFs) (Tsaiet al, 2013; revisado por Lopez-Marqués al, 2014), que son
pequefias GTPasas reguladas por proteinas intercambiadoras de guanina (GEFs) y
proteinas activadoras de GTPasas (GAPs). Las GEFs catalizan el intercambio de GDP
por GTP, mientras que las GAPs incrementan la tasa de hidrélisis de GTP. Cuando
estan unidos a GTP, los ARFs participan en el reclutamiento de clatrina y proteinas
CORPII, esenciales para el revestimiento de las vesiculas, del que dependera su destino
subcelular (revisado por Colemanal, 2013). Ademas, se ha descrito que la union de
ArfGEF con Drs2p estimula su actividad flipasa (Natarafaal., 2009). Por tanto, para
explicar la formacion de las vesiculas, se ha propuesto que las ArfGEFs reclutan ARFs
activados y estimulan a las P4-ATPasas, lo que conlleva que se concentren
aminofosfolipidos en la cara citosodlica de las vesiculas (Sebastian2&id) (Fig. 3).
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P4-

Cdcs50 ATPasa

\ / Figura 3. Papel de las P4-ATPasas

en la formacion de vesiculas.

La maquinaria de formaciéon de
vesiculas se concentra alrededor de
determinadas P4-ATPasas, que
interaccionan con proteinas ARFs y
GEFs. Los ARFs participan en el
reclutamiento de clatrina y proteinas
COPII, esenciales para el
revestimiento de las vesiculas. Se cree
que las GEFs reclutan ARFs activados
y estimulan a las P4-ATPasas, lo que
conlleva una mayor concentracion de
fosfolipidos en la cara citosoélica de las
vesiculas. Adaptada de Pomorski y
Menon, 2006.

Proteinas de cubierta

Regulacion del citoesqueleto

Otra funcion de determinadas P4-ATPasas independiente de su actividad de
transporte estaria relacionada con la dinamica del citoesqueleto (revisado por Lopez-
Marquéset al, 2014) (Fig. 2e). Estas proteinas parece que participan reclutando
componentes estructurales o moduladores del citoesqueleto de actina, uniendo de esta
manera el citoesqueleto a areas especializadas de la membrana plasmatica.

Por ejemplo, se han descrito interacciones de Drs2p y Dnflp con Slalgt @liu
2007), una proteina que participa en la activacion de proteinas implicadas en la
polimerizacion de actina (Warrest al, 2002). Ademas, en células de mamiferos se ha
observado que el bloqueo de la expresién de ATP8BL1 resulta en una desorganizacion
profunda del citoesqueleto apical de actina y en una pérdida importante de microvilli
(Verhulst et al, 2010).

Implicaciones patoldgicas

Como se ha comentado anteriormente, las flipasas son necesarias para generar la
curvatura de la membrana plasmatica. Relacionado con este mecanismo, se ha visto que
estas proteinas son necesarias para el mantenimiento de la correcta forma de los
glébulos rojos. La translocacion de determinados fosfolipidos exégenos o la ausencia de
actividad de la flipasa pueden dar como resultadobios dramaticos en la forma de
los eritrocitos que se han relacionado con procesos patologicos (Devalix2008).

Por otro lado, el transporte de fosfolipidos a través de las membranas es esencial
para la homeostasis lipidica, por lo que algunas alteraciones de determinadas P4-
ATPasas se han asociado con la aparicion de enfermedades (Tabla 1; revisado por
Folmeret al, 2009; revisado por van der Magk al, 2013). Todas las P4-ATPasas
humanas tienen sus proteinas ortélogas en raton, lo que facilita el estudio de posibles
enfermedades asociadas a mutaciones (Paulusma y Oude Elferink, 2005). Asi, en
modelos murinos se ha visto que las deficiencias en algunas P4-ATPasas se asocian con
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determinadasnfermedades neurodegenerativasliabetes tipo 2y obesidadinducida

por la dieta (revisado por Colemanal, 2013; van der Markt al., 2013), aunque falta
mucho por conocer acerca de los mecanismos que conducen a las mismas (Lépez-
Marquéset al, 2014). Por ejemplo, se han observado recientemente mutaciones en la
P4-ATPasa ATP8A2 que conducen a la degeneracion axonal, un fenotipo que se
observa en numerosas enfermedades neurodegenerativas (ZhRGt231

Ademas, desde hace tiempo se conoce que determinadas mutaciones en el gen que
codifica para la ATP8B1, una P4-ATPasa humana localizada en la membrana de los
canaliculos de los hepatocitos (Eppenal, 2001), producen lanfermedad de Byler
o colestasis intrahepatica familiar progresiva de tipo I(PFIC1), y la relacionada,
pero menos gravepolestasis intrahepatica recurrente benigna (BRIC1) (Bubt al,

1998). Se trata de enfermedades raras autosdémicas recesivas caracterizadas por un
defecto en la secrecion de sales biliares que conduce a episodios de prurito intenso e
ictericia. Los afectados suelen desarrollar muy pronto la enfermedad, resultando en
cirrosis durante la primera década de vida (Klomp.e2abD4).

Tabla 1. Alteraciones de P4-ATPasas asociadas a patologias en ratones y humanos

P4-ATPasa Fisiopatologia en ratones Fisiopatologia en humanos

ATP8A1 Problemas de aprendizaje, incremer
de la actividad fisica

ATP8A2 Enfermedad neurodegenerativa,  Retraso mental, hipotonia, CAMRQ
degeneracién axonal, retraso del
crecimiento
ATP8B1 Colestasis intrahepatica, pérdida PFIC1, BRIC1
auditiva
ATP8B3 Anomalias en la capacitacion
espermatica
ATP8B4 Enfermedad de Alzheimer
ATP10A Resistencia a insulina, obesidad Diabetes tipo 2, resistencia a insulina
inducida por la dieta, hiperlipidemia en afroamericanos, obesidad inducida
hiperinsulinemia por la dieta
ATP10D Obesidad inducida por la dieta,
hiperinsulinemia, hiperglucemia
ATP11A Metastasis en cancer colorrectal

ATP11C Detencién en el desarrollo de céluls
B, distocia, anemia, carcinoma
hepatocelular, hiperbilirrubinemia
conjugada, hipercolanemia no
conjugada

CAMRQ, sindrome de ataxia cerebelosa, retraso mental y desequilibrio. Adaptada de van @¢aMark
2013.
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|.3. Estructura de las P4-ATPasas

Las P4-ATPasas representan la subfamilia mas amplia dentro de la superfamilia de
ATPasas tipo P(Palmgren y Nissen, 2011). Los miembros de esta superfamilia son
proteinas transportadoras de lipidos e iones que se encuentran ampliamente distribuidas
tanto en organismos eucariotas como procariotas (Paulusma y Oude Elferink, 2005) y
que actuan como bombas implicadas en procesos biolégicos fundamentales como la
generacion del potencial de membrana, la contraccion muscular o la eliminacién de
iones toxicos de la célula (Kuhlbrandt, 2004).

Las ATPasas de tipo P se clasifican en cinco familias, divididas a su vez en varias
subfamilias, en funcién de su secuencia y de la especificidad del sustrato que
transportan (Palmgren y Nissen, 2011; Colerearal, 2013). Las de tipo IA son
bombas bacterianas d€ K las de tipo IB son bombas de metales pesados, coio Cu
Ag', zr**, Cd* o PB*. Las ATPasas de tipo Il y Ill son los miembros mas estudiados.
Entre las de tipo IIA se encuentra la’?GATPasa del reticulo sarco-endoplasmatico
(SERCA), mientras que la bomba de®*Cde la membrana plasmatica pertenece al
grupo 1IB. El grupo IIC incluye la HK*-ATPasa y la N3K*-ATPasa, que es la
proteina que genera el potencial de membrana en células de mamiferos, mientras que el
grupo IID esta compuesto por NaTPasas eucariotas. Las ATPasas del grupo IlIA son
bombas de H localizadas casi exclusivamente en la membrana plasmatica de plantas,
hongosy protozoos parasitos, encargadas de generar el potencial de membrana en estos
organismos; en el grupo llIB se encuentran pequefias bombas®tidadterianas. Se
desconoce la especificidad de sustrato de las ATPasas de tipo V.

Las ATPasas de tipo IV, P4-ATPasas o fosfolipido translocasas son
transportadores que, a diferencia de los transportadores ABC, son exclusivos de
organismos eucariotas y siempre estan constituidos por un unico polipéptido (L6pez-
Marquéset al, 2015). En el genoma humano existen 14 genes codificantes de P4-
ATPasas, organizados en cinco subfamilias en funcion de la similitud de sus secuencias
(Coleman et al, 2013). Sin embargo, en ratones se han identificado 15 genes
codificantes (Xuet al, 2009; van der Markt al, 2013), mientras que en levaduras y
Leishmania existen 5 de estos genes (www.genedb.org).

En los ultimos afios se ha logrado obtener la estructura cristalina de diversas
ATPasas tipo P (N&K'-ATPasa, H-ATPasa, CirATPasa y SERCA), lo que ha
resultado de gran importancia para conocer la estructura y el funcionamiento de estos
transportadores. Aunque esto aun no ha sido posible para las P4-ATPasas (L6pez-
Marquéset al, 2015), el andlisis de su secuencia revela que presentan la estructura
general tipica de las ATPasas tipo P (Puts y Holthuis, 2009; Palmgren y Nissen, 2011).
Son proteinas integrales de membrana en las que se distinguen cuatro dominios
principales, denominados TM (transmembrana), P (fosforilaciébn), N (union a
nucleodtidos) y A (actuador). Estos tres ultimos dominios, asi como los extremos amino
y carboxilo terminal, estan localizados en el citoplasma, de tal modo que tan solo una
pequefia parte de la proteina esta expuesta al lumen de los organulos o al exterior de la
célula (Fig. 4).
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Extracitoplasmitica

Citosélica

Figura 4. Dominios y organizacion estructural de una F-ATPasa y su subunidad asociada Cdc5
Las P4ATPasas y las proteinas Cdc50 son proteinas integrales de membrana cuyas re y C-
terminales se encuentran dirigidas hacia el citoplaLas P4-ATPasaadoptan una estructura en la (
se pueden distinguir cuatro dominios principales: A (actuador, con actividad fosfatasa), P (fosfol
N (unién a nucleétidos) y TM (transmembrana; constituido por diez hélSe resaltan los motivc
invariabkes donde se localizan el residuo de aspartico que es fosforilado durante el ciclo de
(DKTG) y el residuo de glutdmico que cataliza la desfosforilaciéon (DLa mayoria ddas P4-ATPasas
se encuentran asociadas a proteinas Cdc50, constituiddos segmentos transmembrana separadc
un dominio exoplasmatico (E) que se encuent-glicosilado y estabilizado por puentes disulft
Tomada de Colemaat al, 2013

El dominio TM, constituido por diez hélices transmembrana (-TM10) y los
cortos lazos que los conectan por fuera de la superficie de la membrana, es la re
donde tiene lugar la translocacion de los fosfolipidos en I-ATPasas. Las distint:
hélices TM presetan muy poca homologia entre ellas. En la mayoria de las AT
tipo P, se cree que las hélices transmembrana-TM6 constituyen el armazon don
se encuentra el lugar de union de la molécula que es transportada, mientras
hélices TM7-TM10soporan este armazon godrian facilitar las interacciones con
subunidadf asociada a algunos de estos transportac Muchas P-ATPasas se
asocian con las denominadproteinas Cdc50Q que se describiran con detalle r
adelante en esta tesis doctoral; embargo, se desconoce qué dominios de li-
ATPasas interaccionan cestas subunidades 3

Los otros tres dominios de las ATP¢ tipo P son citosolicos. Edominio N, que
contiene una secuencia motivo conservada que define el sitio de union tidos, es
el lugar donde se une e hidroliza el ATP. Contiene un residuo conserve
fenilalanina que interviene en interacciones hidrofébicas con el anillo de adeno:s
ATP. Estructuralmente, el dominio N es un fragmento largo insertado dent
dominio P, que esta localizado en el gran lazo citoplasmatico situado ent
segmentos transmembrana TM4 y TM5, y constituye el centro catalitico de la ¢
La secuencia motivo invariable DKTG contiene el residuo de aspartico suscepi
ser reversiblemente fosforilado durante el ciclo de reaccion. EI dominio P co
ademas los motivos conservados TGDN y GDGXND, implicados en la coordinac
Mg?*, un ion que se requiere para que el ATP se una al sitio de fosforilacié
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altimo, eldominio A, estd formado por aminoacidos localizados en el extremo amino
terminal y el lazo citoplasmatico situado entre TM2 y TM3. Este dominio actia como
impulsor del transporte, ya que el residuo de glutdmico presente en el motivo
conservado TGE (DGE en las P4-ATPasas) es el responsable de catalizar la
desfosforilacion.

|.4. Mecanismo de accion de las P4-ATPasas

Las ATPasas de tipo P se distinguen de otras ATPasas, como las de tipo F, tipo V o
los transportadores ABC, en que pasan por un estadio intermediario en el cual un
residuo de aspartico queda covalentemente fosforilado durante el ciclo de transporte que
llevan a cabo. De hecho, se denominan de tipo P en alusion a esta fosforilacion. Durante
el ciclo de reaccion de las P4-ATPasas, al igual que sucede en el resto de ATPasas de
tipo P (Bublitz et al 2011), se presentan cuatro conformaciones diferentes debidas a los
movimientos de los dominios citosolicos A, N y P. Se piensa que una region flexible de
la proteina acoplaria estos cambios conformacionales al dominio TM, facilitando la
translocacion del fosfolipido (Palmgren y Nissen, 2011) (Fig. 5). Los segmentos TM1-
TM6 son mas flexibles, mientras que los segmentos TM7-TM10 permanecen rigidos
durante el ciclo de reaccion (Coleman et 2013).

Figura 5. Ciclo de reaccion de las P4-
ATPasas.

Las P4-ATPasas pueden encontrarse en
"hu'J.'Iu'ltl'|'|'{u'|'fu"4"|"|'i|||'|:'“|'|'1.|- cgatro estados _’conformacionales
i:':'iI:'ili"lli"'f'if.'::fli:':ltllfl:fi[lilﬁf i d|fer_er_1tes. La union del ATP al
QWM NI dominio N durante el estado;E
conduce a la fosforilacién del dominio
P, generandose el estadgPEDurante

la transicién hacia el estado,FE se
produce la liberacion del ADP y la
rotacion del dominio A (actuador), lo
que permite que el fosfolipido que va a
ser transportado (sefialado con una
flecha) se una a su sitio de alta
afinidad, situado en el dominio M
(transmembrana). La desfosforilacion
catalizada por el dominio A permite la
translocacion del fosfolipido. El estado
resultante Ees inestable, por lo que la
P4-ATPasa retorna a la conformaciéon
inicial E;. Se desconoce el papel de la
subunidad asociada Cdc50 (sefialada en
verde) durante este ciclo. Para mas
detalles, consultar el texto. Tomada de
Colemaret al., 2013.
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En el estado conformacional inicial se produce la uniéon del ATP al dominio N,
que rapidamente fosforila el residuo de acido aspartico invariable del dominio P
(Colemanret al, 2012), lo que conlleva un pequefio cambio conformacional que genera
el estaddE;P. Al contrario de lo que sucede en muchas ATPasas de tipo P, para que se
produzca esta fosforilacion no se requiere la union de la molécula que va a ser
transportada. Una vez fosforilada, tiene lugar la transicion del estRdaEzP, durante
la cual se produce la liberaciéon del ADP y la rotacién del dominio A, lo que permite que
en el estado P los fosfolipidos puedan unirse hacia su sitio de alta afinidad, situado en
el dominio M. Ademas, se introduce el motivo DGE del dominio A en el espacio que
ocupaba el ADP, situandose cerca del residuo de acido aspartico fosforilado (Palmgren
y Nissen, 2011). El fosfolipido que va a ser transportado activa la desfosforilacion de la
P4-ATPasa (Colemant al, 2012; Jacquokt al, 2012), catalizada mediante ataque
nucleofilico del residuo de acido glutamico del motivo DGE, lo que favorece su
translocacion. En la conformacidf, resultante, el sitio extracitoplasmatico de alta
afinidad de los fosfolipidos se transforma en un sitio citoplasmético de baja afinidad, lo
que favorece que la molécula transportada abandone la P4-ATPasa. La conformacion E
es inestable, por lo que el dominio A se aleja del dominio P, produciéndose el regreso a
la conformacién inicial E Se desconoce el papel de las proteinas Cdc50 durante este
ciclo de reaccion (Colemaet al, 2013), pero si se sabe que su participacion en el
mismo es de vital importancia, especialmente en la transicion del estado conformacional
E.P hacia el estado,ELenoir et al., 2009; van der Mark et,&2013)

Aunque el mecanismo de accion de las P4-ATPasas esta bien definido en
cuestiones como la hidrolisis de ATP, la trayectoria que siguen los fosfolipidos durante
su transporte es actualmente objeto de una intensa investigacion (Williamson, 2014).
Aun no se ha podido establecer con claridad el mecanismo por el cual las P4-ATPasas
son capaces de transportar moléculas tan voluminosas como los fosfolipidos en lugar de
pequefios iones como sucede en las demas ATPasas de tipo P (Fig. 6A). Este hecho se
conoce como el "problema del sustrato gigante" (Baldridge y Graham, 2012; Stone y
Williamson, 2012), ya que los fosfolipidos son diez veces mas grandes que iones como
Cd&*o K*. Otras propiedades a tener en cuenta para explicar el transporte son el caracter
anfipatico de los fosfolipidos y la reorientacion que debe producirse durante su
translocacion. En base a estudios mutacionales recientes, se han propuesto dos rutas
mediante las cuales las P4-ATPasas podrian transportar este sustrato, que se han
denominado ruta clasica o canonica, y ruta no clasica o no canénica (Fig. 6B y 6C). El
hecho de que no haya sido posible todavia lograr la cristalizacion de ningin miembro de
las P4-ATPasas, para poder elucidar con mayor claridad su estructura, implica que no se
pueda descartar ninguna de las dos rutas, aparentemente opuestas. De hecho, cada vez
existen mas evidencias bioquimicas que hacen pensar que el mecanismo de transporte
de las flipasas combina aspectos de ambos modelos (Lopez-Matqaks2014 y
2015).
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Figura 6. Mecanismos de accion propuestos para las P4-ATPasas.

(A) Tamanio relativo de algunos de los sustratos transportados por las ATPasas de tipo P. Las P4-ATPasas
transportan fosfolipidos, de tamafio mucho mayor que los cationes transportados por otros miembros de
esta superfamiliaB) y (C) Representacion esquematica de las dos rutas de transporte propuestas para las
P4-ATPasas. En la ruta clasica, el fosfolipido entraria de forma andloga a como sucede en las P2-
ATPasas y se alojaria en una cavidad central, momento en el que las puertas de entrada y de salida
estarian cerradas. Tras ello, el reordenamiento de los segmentos transmembrana conduciria a la salida del
fosfolipido a la otra cara de la membrana. En la ruta no clasica, existen unas puertas de entrada y salida
gue actlan secuencialmente a ambos lados de la membrana (representadas en verde en la figura B). La
cabeza polar del fosfolipido interaccionaria con residuos de los segmentos transmembrana situados a lo
largo de la superficie de la proteina. En ambos modelos, el reordenamiento y la posicion relativa de los
segmentos transmembrana resultan criticos para la unién y el transporte de los fosfolipidos, al igual que
sucede en la N&K* ATPasa, que se ha podido cristalizar en la conformaciBn Adaptada de Lépez-
Marquéset al., 2014 y 2015.

-19 -



Introduccion

Ruta clasica

Segun este modelo, los fosfolipidos se transportarian a través del interior de las P4-
ATPasas (Fig. 6B y 6C), al igual que sucede en las P2-ATPasas, familia que incluye los
transportadores de cationes "/K'-ATPasa y N&K'-ATPasa, mucho mejor
caracterizados y de los que se han obtenido numerosas estructuras cristalinaseBublitz
al., 2011).

Las P2-ATPasas contienen residuos polares o con carga en la parte central de los
transmembrana TM4, TM5 y TM6, que consituyen una pequefia cavidad que permite la
unién del catiébn que va a ser transportado (Bulgital, 2010). Ademas, todas las
ATPasas de tipo P transportadoras de cationes contienen uno o mas residuos de prolina
en el TM4 que alteran la estructura de la hélice transmembrana, lo que contribuye a la
formacion de esta cavidad y permite que los atomos de oxigeno de los grupos carbonilo
de la proteina participen en la coordinacion del catiéon (Palmgren y Nissen, 2011).

Uno de estos residuos de prolina esta conservado en el TM4 de todas las P4-
ATPasas, por lo que podria desestabilizar la hélice transmembrana para crear una
cavidad central en la que se podria producir la coordinacién de grupos hidrofilicos como
lo son las cabezas polares de los fosfolipidos (LOopez-Masgads2014 y 2015). Gran
parte de los aminoacidos polares o con carga de los segmentos TM4-TM6 de las P2-
ATPasas se han reemplazado en las P4-ATPasas por aminoacidos hidrofébicos, que
podrian interaccionar con sustratos anfipaticos como los fosfolipidos (Paulusma y Olde
Elferink, 2005). Sin embargo, las flipasas si comparten con las P2-ATPasas la presencia
de dos asparaginas en TM5 y TM6 que intervienen en la coordinacion de iones.

Las P4-ATPasas carecen de los residuos de caracter acido situados en los dominios
TM4 y TM6 de las P2-ATPasas, los cuales participan en la neutralizacion de la carga
del cation transportado (Lépez-Marquedsal, 2014). Ademas, un residuo situado en la
zona media de TM5 que participa en la coordinacion de cationes en las P2-ATPasas se
ha sustituido por un residuo bésico de lisina conservado en todas las P4-ATPasas
(Colemanet al, 2012). Una mutacidn en esta lisina tiene un gran impacto sobre la
actividad de ATP8A2, una P4-ATPasa humana situada en los fotorreceptores. Estos
descubrimientos han hecho pensar que las P4-ATPasas han evolucionado para poder
alojar los fosfolipidos dentro de su estructura, sugiriéndose que esta lisina altamente
conservada participaria en la neutralizacion de un grupo acido, como es el caso del
grupo fosfato de los fosfolipidos (Coleman et 2012).

Sin embargo, las cavidades observadas en la estructura de las P2-ATPasas son
demasiado pequefias para poder alojar fosfolipidos. Por ello, debido al tamafio y
estructura de los fosfolipidos, para que esta ruta clasica sea valida, las P4-ATPasas
deberian poseer una considerable flexibilidad estructural, sobre todo para poder
acomodar la cola lipidica cuando atraviesa la membrana. Esta flexibilidad se ha podido
observar en las regiones transmembrana de otra ATPasa tipo P, -aT®asa del
reticulo sarco-endoplasmatico (SERCA), que en algunos estados conformacionales es
capaz de alojar la molécula de PE y las cadenas de &cidos grasos de los analogos de
cadena larga de la tapsigargina (Obketral, 2005; Sohoeét al, 2006; Wintheret al.,

2010; Denmeadet al, 2012; Baldridget al,, 2013; revisado por Lopez-Marquetsal.,
2015). Por otro lado, los aminoéacidos responsables de la unién y el transpofterde H
las H-ATPasas de la subfamilia P3A constituyen una cavidad de caracter hidrdfilo lo

-20 -



P4-ATPasas y proteinas Cdc50

suficientemente grande como para alojar la cabeza polar de los fosfolipidos (Petdersen
al., 2007; Stone y Williamson, 2012).

Ruta no clasica

El otro mecanismo propuesto para explicar el transporte de fosfolipidos mediado
por las P4-ATPasas se ha denominado ruta no clasica o "modelo de la tarjeta de crédito”
(van der Market al, 2013), segun el cual el transporte de fosfolipidos se produce en la
interfase entre la membrana y la P4-ATPasa (Fig. 6B y 6C), lo que recuerda el paso de
una tarjeta con banda magnética por su lector. Segun este modelo, solo existiria
interaccion entre la cabeza hidrofilica de los fosfolipidos y determinados aminoacidos
situados en la superficie de la flipasa a nivel del dominio transmembrana. Por su parte,
las cadenas acilicas de los fosfolipidos permanecerian en el entorno de la bicapa lipidica
durante el proceso de translocacion (Pomorski y Menon, 2006; Baldridge y Graham,
2012).

Mediante experimentos basados en mutagénesis dirigida y construccion de
proteinas quimeéricas a partir de Drs2p y Dnflp, se han podido identificar dos grupos de
residuos que participan en la especificidad de sustrato de las P4-ATPasas de levaduras
(Baldridge y Graham, 2012 y 2013). Uno de ellos se localiza en la cara
exocitoplasmatica de las hélices transmembrana TM1 y TM2 y se ha denominado
"puerta de entrada", resultando ser importante en el reconocimiento de PS por Drs2p y
de PC por Dnflp. Sin embargo, algunos de estos residuos no estan conservados en las
P4-ATPasas humanas translocadoras de PS y PC @iatp2015). El segundo grupo
de residuos identificado por estos autores, denominado "puerta de salida", se localiza
cerca de la cara citosolica de los segmentos TM3 y TM4 y participaria en la union del
fosfolipido antes o durante la transiciopPEE, del ciclo de reaccion, es decir, justo
antes de ser liberado en la cara citosolica de la membrana (Baldridge y Graham, 2013;
Baldridgeet al, 2013). Los residuos importantes para la seleccién del fosfolipido no se
corresponden con los que constituyen la cavidad donde se une el sustrato en las P2-
ATPasas; de hecho, en este amplio estudio mutacional no se identificé ningun residuo
situado en el interior de las regiones transmembrana que pudiese estar implicado en
estas funciones. La sustitucion de la lisina altamente conservada de las P4-ATPasas
redujo la actividad de Drs2p pero no altero la especificidad de sustrato.

Mediante mutagénesis, modelado estructural por homologia con SERCA vy
simulaciones de dindmica molecular se ha propuesto un mecanismo de translocacion de
fosfolipidos que también se adapta a la ruta no clasica, pero que presenta algunas
diferencias y aporta nuevos datos (revisado por Haekiak 2015). Se ha identificado
un residuo conservado de isoleucina en el TM4 que formaria junto a sus residuos
adyacentes una zona hidrofébica que separaria las puertas de entrada y de salida y que
ademas permitiria la formacion de otras cavidades donde podria entrar el agua a ambos
lados de la zona comprendida por los segmentos TM1, TM2, TM4 y TM6. Estas
cavidades se formarian y desaparecerian durante la transicion entre las conformaciones
E.P y B (Vestergaardt al., 2014). Esta isoleucina se corresponde en otras ATPasas
tipo P con un residuo de glutamato al que se une el cation que es transportado (Vilsen y
Andersen, 1998; Olesea al, 2007). En las P4-ATPasas, se situaria cerca de la cabeza
polar del fosfolipido durante su transporte. El movimiento del segmento TM4,
especialmente el de la isoleucina conservada, seria crucial para la transduccion de la
energia, el transporte y la liberacion del fosfolipido en la cara citosdlica de la
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membrana. Las cavidades hidrofilicas protegerian la cabeza polar del fosfolipido y
constituirian un canal por el que se moveria el fosfolipido, mientras que sus colas
hidréfobas se moverian libremente por el ambiente hidrofébico del interior de la
membrana (Vestergaaed al, 2014).

|.5. Requlacion de las P4-ATPasas

Existe un limitado conocimiento a nivel molecular de los mecanismos y de las
interacciones requeridas en los diferentes procesos en los que intervienen las P4-
ATPasas aunque, debido a su importancia fisioldgica, es de esperar que estas proteinas
estén sometidas a numerosos procesos de regulacion (Lépez-Metrglié2014). Por
tanto, resulta probable que otras proteinas y factores lipidicos estén implicados en
completar el ciclo de reaccién llevado a cabo por el complejo constituido por las P4-
ATPasas y las proteinas Cdc50 (van der Markl., 2013).

Se ha descrito en algunas ATPasas tipo P que los extrBryo€-terminal
citosdlicas pueden inhibir la actividad de la proteina, previniendo los cambios
conformacionales que se requieren para el transporte de su sustrato, accion que llevan a
cabo mediante una interaccion de tipo intramolecular con otras partes de la proteina
(Baekgaarcet al, 2005; Ekberget al, 2010). La interaccion de determinadas proteinas
con secuencias reguladoras presentes en estos extremos terminales de las ATPasas tipo
P desencadena su activacion (Palmgren y Nissen, 2011). Se cree que esta autoinhibicion
podria suceder también en las P4-ATPasas a causa de su extremo C-terminal ya que,
cuando se elimina en Drs2p, se estimula su actividad ATPasa € lady 2013). El
extremo C-terminal es el que menos similitud presenta entre las secuencias de las
diferentes P4-ATPasas (Colemanal, 2013) y se ha sugerido que podria contener
sefiales de localizacion especifica para diferentes membranas celulares. Ademas,
experimentos recientes indican que actua en la regulacion de la actividad de la proteina.

La proteina Drs2p de levaduras, una de las P4-ATPasas mas estudiadas, esta
asociada con Cdc50p y participa en procesos de trafico vesicular. Su actividad esta
regulada por la interaccién con proteinas citosolicas d@sa®2p que es una proteina
intercambiadora de guanina (ArfGEF), o por la accionSdel, una proteina con
actividad fosfatidilinositol-4-fosfatasa. Los fosfoinositidos, grupo de moléculas al que
pertenece el fosfatidilinositol-4-fosfatoP1édP), son fosfolipidos que tienen gran
importancia en la regulacion del trafico de membranas y de proteinas (revisado por
Mayinger, 2012). Se ha observado que la union de Gea2p y PI4P al extremo carboxilo
terminal de Drs2p resultan esenciales para su actividad flipasa (Chahtala®004;
Natarajaret al, 2009; Jacquatt al, 2012; Zhowet al, 2013). Concretamente, la unién
del PI4P estabiliza el complejo Drs2p-Cdc50p y activa la desfosforilacion del estado
E,P (Jacquotet al., 2012; Azouaouket al, 2014). Por otro lado, la interaccion del
extremo amino terminal de Drs2p cAnlp, una pequefia GTPasa, también conduce a
la estimulacion de la actividad de la P4-ATPasa (Tsai ,c2@13).

Drs2p ademas interacciona con otras proteinas implicadas en el metabolismo de
fosfoinositidos, con proteinas implicadas en la endocitosis dependiente de actina y
clatrina, o con proteinas implicadas en la biosintesis de ergosterol (Van der &elden
al., 2010a; Putgt al, 2010; Lopez-Marquést al, 2014). Se han confirmado también
interacciones proteina-proteina del complejo Drs2p-Cdc50p con proteinas de la
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maquinaria del trafico de vesiculas, como las subunidades alfa y beta de la proteina
adaptadora AP1 y Rcylp, que esta involucrada en el reciclaje de endosomas, asi como
con enzimas implicadas en la sintesis y metabolismo de inositoles.

Se desconoce el orden y la regulacion de las multiples interacciones presentadas
anteriormente, asi como cuales podrian ser sus consecuencias en procesos como la
formacion de vesiculas. Del mismo modo, resta por saber las moléculas con las que
interaccionan otras P4-ATPasas como Dnflp, Dnf2p o las de otros organismos
eucariotas (Lopez-Marqués et,&014).

En otro orden de cosas, el trafico de glicerofosfolipidos mediado por las P4-
ATPasas podria estar regulado por una cascada de protein quinasas, proteinas
implicadas habitualmente en la regulacion de las ATPasas de tipo P. En levaduras se ha
observadadn vitro que Dnflp y Dnf2p pueden ser fosforiladas por la flipasa quinasa 1
(Fpklp). Experimentosn vivo muestran que esta quinasa y su homologa Fpk2p se
necesitan para que existan unos niveles normales de transporte de fosfolipidos (Nakano
et al, 2008). A su vez, Fpklp es fosforilada y regulada negativamente por la serin
treonin quinasa Ypkl (Roelangs al, 2010). También se ha comprobadovitro que
Fpklp fosforila a Drs2p y Dnf3p, aunque en menor grado. La restante P4-ATPasa de
levaduras, Neolp, que no parece participar en el transporte de fosfolipidos, no es
fosforilada por esta quinasa. Pese a estos descubrimientos, aun falta por determinar la
verdadera relevancia fisiologica de estas fosforilaciones. Aparte de Fpklp, no se han
descubierto otras quinasas capaces de interaccionar con las P4-ATPasas (LOpez-
Marqués et al 2014).

|.6. Proteinas Cdc50

Como se ha comentado con anterioridad, la mayoria de las P4-ATPasas actuan
como heterodimeros mediante su asociacién con una subunidad beta perteneciente a la
familia deproteinas Cdc50 ¢ell-division-cycle protein 50) (Saitet al., 2004; van der
Mark et al., 2013; Lopez-Marquét al., 2014). Su importancia se descubrié hace mas
de diez afios, cuando se observé en levaduras que la proteina Lem3p/Ros3p esta
implicada en la translocacion de glicerofosfolipidos y que los mutantes deficientes son
resistentes a analogos de alquil-lisofosfolipidos como la miltefosina éatio, 2002;

Hanson et al., 2003).

Las proteinas Cdc50 son proteinas integrales de membrana exclusivas de eucariotas
cuya estructura esta ampliamente conservada desde humanos a levaduras, conteniendo
dos segmentos transmembrana separados por un dominio exoplasmatico relativamente
grande, que se encuentra N-glicosilado y estabilizado por uno o mas puentes disulfuro;
su estructura se completa con dos secuencias dirigidas hacia el citoplasma en las
regiones N- y C-terminales (Tanaka et al., 2011; Coleman et al., 2013) (Fig. 4).

Esta estructura es similar a la que surge al fusionautasnidades beta y gamma
de las ATPasas tipo P pertenecientes a la subfamilia [|da Unica que posee
subunidades ademas de las P4-ATPasas, y que incluyékaATPasa y la N&K*-
ATPasa (Fig. 7). Se considera que las proteinas Cdc50 son andlogas de estas
subunidades (Poulsest al, 2008b; Puts y Holthuis, 2009), puesto que la subunidad
beta posee una pequefia cola citoplasmatica, un dominio transmembrana y un gran
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ectodominio glicosilado y con tres puentes disulfuro. Por su parte, la subunidad
de estas P2@TPasas pertenece a la familia de proteinas FXYD y posee otro dc
transmembrana y unas prolongacs muy cortas hacia el citoplasma y el lur
(LOpez-Marquést al, 2014). A pesar de esto, no existe similitud entre las secuu
de las proteinas Cdc50 y estas subunidades de l-ATPasas (Poulseet al, 2008b).

Extracitoplasmatica

p, Na'/K*
H*/K*

Citoplasmatica

Extracitoplasmatica

Citoplasmatica

Figura 7. Topologia de las P2y P4-ATPasas con sus respectivas subunidades.

Se indican los dominios principa caracteristicos de las ATPasas tipoAP(actuador, con activide
fosfatasa), P (fosforilacion) y N (unién a nucleotidPL, fosfolipidos.Adaptada de Lope-Marquéset
al., 2014.

Se han descrito proteinas Cdc50 Saccharomyces cerevis, Leishmania,
Arabidopsis thaliana,Caenorhabditiselegansy mamiferos revisado porLopez-
Marquéset al, 2014).Existen 3 genes pertenecientes a la familia Cdc50 en el ge
humano CDC50A CDC50E y CDC50Q y en los deS. cerevisiadCdc50f, Lem3p y
Crflp), Leishmania(LRos:, LRos2 yLRo0s3) yC. elegans(CHAT-1, W03G11.2 y
F20C5.4).En cambio, se han identificado cinco de estos genA. thaliane (ALIS1-
ALISS5).

Pueden producirse interacciones de una proteina Cdc50 con mas de-
ATPasa, algo légico puesto que existen catorce o quin-ATPasas en mamiferos
solo tres proteinas Cdc50. Por ejemplo, las-ATPasas ATP8B1 (ATPas
transportador de fosfolipidos, clase I, tipo 8B, miembro 1), ATP8B2,8B4 y
ATP8AL pueden interaccionar con CDC50A y CDC50B, subunidades necesarias
trafico de esas ATPasas desde el reticulo endoplasmatico a la membrana pl
(Brydeet al, 2010; Van der Veldeet al, 2010b). CDC50A y CDC50B se expresar
numeraos tejidos, mientras que CDC50C lo hace sobre todo en los testicul
cerebro (Folmer et g12012)
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En levaduras, cada subunidad se localiza en el mismo organulo que la fosfolipido
translocasa a la que se asocia: Lem3p se asocia con Dnflp y Dnf2p, Cdc50p con Drs2p,
y Crflp con Dnf3p, siendo Neolp la Unica P4-ATPasa que no se ha encontrado asociada
con ninguna subunidaf. En Arabidopsis las P4-ATPasas ALALl, ALA2 y ALAS
presentan diferentes distribuciones celulares y pueden interaccionar con tres proteinas
Cdc50 (Lopez-Marquést al., 2010 y 2012). Las interacciones descritas hasta la fecha
de P4-ATPasas con proteinas Cdc50 pueden verse con mas detalle en la Tabla 2.

Los antecedentes respecto a las proteinas Cdckeistemaniaestan comentados
en el apartado IV de la introduccion de esta tesis doctoral.
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Tabla 2. Caracteristicas principales de los complejos P4-ATPasas/Cdc50 descritos

Organismo P4- Cdc50 Localizacion Sustratos  Papel bioldgico
ATPasa
Saccharomyces Drs2p Cdc50p  Golgi, VS, PS, PE Formacion de
cerevisiae endosoma vesiculas, polaridad
celular
Neolp - Endosoma Transporte vesicular

Dnflp Lem3p MP PC, PE, Endocitosis, polaridad
(PS), LPC, celular, captacion de
LPE, LPS lisofosfolipidos,
distribucion de

proteinas
Dnf2p Lem3p MP PC, PE, Endocitosis, captacion
(PS), LPC, de lisofosfolipidos,
LPE distribucion de
proteinas
Dnf3p Crflp Golgi, VS PC, PE, Transporte vesicular
(PS)
Mamiferos ATP8A1 CDC50  Golgi, VS PS, (PE)  Migracion celular
A/B
ATP8A2 CDC50A Golgi, disco PS, PE Formacion de neuritas
ATP8B1 CDC50 MP, MA PC, (PS, Integridad de
A/B PE) membranas
ATP8B2 CDC50A MP PC -
/B
ATP8B3 CDC50C MP PS Formacion del
acrosomay
capacitacion
espermatica
ATP8B4 CDC50 MP - -
A/B
ATP9A No TGN, ET, MP - -
detectada
ATPO9B No TGN - -
detectada
ATP10A CDC50A MP PC -
ATP10B CDC50A Vesiculas - -
ATP10D CDC50A MP - -
ATP11A CDC50A MP, ET PS, PE -
ATP11B CDC50A MP, ET - -
ATP11C CDC50 MP PS, PE -
A/B
Leishmania LdMT LdRos3 MP PC, PE, -
donovani (PS)
Caenorhabditis TAT-1 CHAT-1 MP PS Endocitosis
elegans TAT-5 - MP PE Transporte vesicular
Arabidopsis ALA1 ALIS MP (PS) Tolerancia a la
thaliana 1/3/5 refrigeracion
ALA2 ALIS CpPV PS Transporte vesicular
1/3/5
ALA3 ALIS Golgi PS, PE, PC Transporte vesicular
1/3/5

CPV, compartimento prevacuolar; Disco, membrana del disco de los fotorreceptores; ET, endosomas
tempranos; LPC, lisofosfatidilcolina; LPE, lisofosfatidiletanolamina; LPS, lisofosfatidilserina; MA,
membrana apical; MP, membrana plasmatica; PC, fosfatidilcolina; PE, fosfatidiletanolamina; PS,
fosfatidilserina; TGN, red del trans-Golgi; VS, vesicula secretora. Adaptada de Lopez-Metrqlés

2014 y 2015, y actualizada con Takats@al., 2014, Naitet al., 2015 y Ansaiét al., 2015.
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|.7. Funciones de las proteinas Cdc50

La funcion de las proteinas Cdc50 parece ser similar a la que poseen las
subunidades beta y gamma de la*Ma-ATPasa que, como se ha comentado
previamente, se consideran analogas de las mismas (Fig. 7). Como se ha descrito en la
Na'/K* ATPasa (Geering, 2008), las proteinas Cdc50 actlian como chaperonas, puesto
gue su asociacion con las P4-ATPasas es esencial para el coiegamiento del
transportador, y para eknsamblaje la estabilidad, la salida del reticulo
endoplasmaticoy la llegada a su localizacion del complejo que constituyen estas dos
proteinas (Katet al., 2002; Saitet al., 2004; Cheet al., 2006; Pérez-Victoriat al.,
2006a; Furutaet al, 2007; Paulusmat al, 2008; Poulsert al, 2008a; Brydeet al.,

2010; Van der Veldert al, 2010b; Lépez-Marquést al, 2010 y 2012; Coleman y
Molday, 2011; Naitcet al, 2015). Es interesante resaltar que existen P4-ATPasas que
abandonan el reticulo sin necesidad de asociarse a una proteina Cdc50, como Neolp en
levaduras, y las ortélogas ATP9A y ATP9B en mamiferos @iuwd, 2002; Takatset

al., 2011). Estas proteinas no forman un complejo estable con proteinas Cdc50, segun se
desprende de estudios de co-inmunoprecipitacion, y ademas no existe evidencia de que
estén implicadas en el transporte de fosfolipidos. Por ello, se cree que su actividad
bioquimica es otra diferente y que, debido a esto, no necesitan asociarse con una
proteina Cdc50.

Por otro lado, en la N&K™-ATPasa existen sefiales kealizacion celularen la
subunidadu y la subunidad (Muth et al, 1998; Vaginet al, 2004). En levaduras se
piensa que las proteinas Cdc50 también se necesitan para la adecuada localizacion de la
P4-ATPasa (Saitet al, 2004; Cheret al, 2006; Furuteet al, 2007). Por ejemplo,

Drs2p y su subunidad beta, Cdc50p, se localizan en la red del trans-Golgi, mientras que
Dnflp y Dnf2p, que interaccionan con la misma subunidad beta (Lem3p), se encuentran
en la membrana plasmatica. Sin embargo, esta posible funcion no parece darse en
organismos pluricelulares. EArabidopsis las P4-ATPasas ALA1l, ALA2 y ALA3
pueden usar tres proteinas Cdc50 diferentes para abandonar el reticulo endoplasmatico.
La localizacion celular del complejo depende de las P4-ATPasas puesto que, una vez
gue llegan a ella, las P4-ATPasas pueden aparecer unidas a cualquiera de las tres
subunidades beta (Lopez-Marqudsal., 2010 y 2012). Del mismo modo, en humanos
algunas P4-ATPasas pueden interaccionar con mas de una proteina Cdc50 diferente
para salir del reticulo (Brydet al, 2010), y la misma proteina Cdc50 puede
interaccionar con P4-ATPasas localizadas en organulos diferentes (Paelusina

2008).

Se han descrito otras posibles funciones para las proteinas Cdc50 una vez que el
complejo formado con las P4-ATPasas ha llegado a su destino celular final. Por
ejemplo, podrian participar en el correattclaje y mantenimiento del complejo en la
membrana, una funcién que en la subunidade la N&/K*-ATPasa se ha asignado a
los N-glicanos que posee (Vagin et aD07).

En levaduras se pensaba que las proteinas Cdc50 podrian contribuir a la
especificidad de sustrato en la actividad translocasa de fosfolipidos. Sin embargo,
estudios recientes de co-inmunoprecipitacion en plantas (Lopez-Matqaies2010), y
de mutagénesis dirigida y construccion de proteinas quiméricas en levaduras (Baldridge
y Graham, 2012) han mostrado que la especificidad de sustrato depende exclusivamente
de las P4-ATPasas (van der Matkal., 2013; Lopez-Marqués et,a2015).
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Ademas, hay que destacar que la asociacion de las proteinas Cdc50 con las P4-
ATPasas también se requiere paraaldividad catalitica de algunos de estos
transportadores de fosfolipidos (Leneir al., 2009; Brydeet al., 2010; Coleman y
Molday, 2011; Takahaslet al., 2011; Jacquat al., 2012). Determinadas P4-ATPasas
humanas, de plantas y levaduras tienen que asociarse con miembros de la familia Cdc50
para que se pueda producir el ciclo de hidrolisis de ATP (Lenail:, 2009; Paulusma
y Elferink, 2010), pero se desconoce de qué manera contribuyen exactamente estas
proteinas en la actividad de los transportadores. Se ha observado que la afinidad de la
union de Cdc50p con Drs2p fluctia durante el ciclo de reaccion de esta P4-ATPasa,
siendo mas alta en el estado conformaciopBl ([Eenoiret al., 2009), en el que se cree
qgue se produce la carga del fosfolipido en el complejo de translocacion (Stone y
Williamson, 2012). Esta asociacion dinamica es de gran importancia para el ciclo de
reaccion, pero faltan por conocer con profundidad los determinantes estructurales que
participan en ella (Putst al, 2012). Ademas, la fosforilacién del residuo de aspartato
cataliticamente importante de las P4-ATPasas Drs2p de levaduras y ATP8B1 y
ATP8B2 de humanos depende de la presencia de una proteina Cdc50 €Lexigir
2009; Brydeet al., 2010; Sebastiat al., 2012). Sin embargo, se desconoce si el papel
de esta subunidad esta relacionado con la regulacion de la actividad de la bomba o si
forma parte de la maquinaria de translocacion de fosfolipidos. Se ha descrito en
Arabidopsisgque las proteinas Cdc50 inducen una ganancia funcional en lo que respecta
a la actividad translocasa de fosfolipidos (LOpez-Margetesl., 2010), pero se
desconoce si todas las P4-ATPasas necesitan de la union a una proteina Cdc50 para
llevar a cabo esta actividad (LOpez-Marqués et28114).

Se ha descrito en algunas ATPasas de tipo P que las interacciones con las
subunidadeg y y suponen importantes cambios en la cinética delteason de iones
(Toyoshimaet al, 2011). Por ejemplo, las proteinas FXYD modulan la cinética y la
afinidad por los iones Nay K" de la N&/K* ATPasa, dependiendo del tejido y las
condiciones ambientales (Bégwehal, 1997; Dempsket al, 2005; Gerring, 2008). En
relacion con las proteinas Cdc50, se ha observado que el dominio N-terminal de
CDC50A modula la cinética de ATP8A2 (Coleman y Molday, 2011). Como sucede en
las P2C-ATPasas (Duat al., 2009; Shinodat al, 2009), las proteinas Cdc50 podrian
ser necesarias para la estabilizacion de las P4-ATPasas en algunos de los estados
conformacionales que se producen durante la catélisis (Stone y Williamson, 2012;
Lopez-Marquést al, 2015). Por ejemplo, el dominio N-terminal de la subunjiide
la H'/K" ATPasa esta situado en contacto directo con el dominio P de fosforilacién de
esta enzima y estabiliza el estad@EAbe et al, 2009)

|.8. Caracterizacion de las proteinas Cdc50

La caracterizacion de las proteinas Cdc50, que carecen de motivos aminoacidicos
funcionales conocidos (Mist al, 2003), se encuentra todavia en una etapa inicial. Son
pocos los estudios moleculares realizados sobre los residuos implicados en las funciones
de estas proteinas, por lo que se tiene un conocimiento muy escaso sobre los residuos
gue son esenciales para la actividad de transporte e interaccién con las P4-ATPasas.

El primer estudio se realiz6 mediam&tagénesis aleatoriay tratd sobre el efecto
gue ejercen diversas mutaciones de Lem3p en levadurase{Nji2006). Confirieron
un fenotipo de reduccion del crecimiento al expresarse en cepas delecionadas de
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Cdc50p, pero no influyeron sobre su funcibn como chaperona ni sobre la actividad
translocasa de fosfolipidos realizada por la P4-ATPasa Dnflp. Posteriores estudios de
mutagénesis aleatoria en levaduras han mostrado que existen residuos conservados y no
conservados dispersos a lo largo de las proteinas Lem3p y Cdc50p que contribuyen a
formar el complejo heteromérico con sus P4-ATPasas correspondientes (Takahashi

al., 2011; Puts et 312012).

En otro trabajo en el que se analizo el complejo ATP8A2-CDC50A de mamiferos
se observd, mediantmutagénesis dirigida, que la glicosilacion de CDC50A es
necesaria para que este complejo se exprese de manera estable, pero no para su
funcionalidad (Coleman y Molday, 2011). Ademas, en levaduras se han identificado dos
puentes disulfuro altamente conservados situados en el dominio exoplasmatico que son
importantes para la estabilidad, la funcionalidad y la afinidad de las proteinas Cdc50
(Puts et al 2012). Al eliminar el puente disulfuro mas cercano al extremo N-terminal se
produjo una gran disminucién en la afinidad de la proteina Cdc50 por la P4-ATPasa,
aungue su efecto en la translocacion de fosfolipidos fue débil. Por el contrario, al
eliminar el otro puente disulfuro se redujo considerablemente la actividad flipasa sin
que el efecto sobre la afinidad por la P4-ATPasa fuese tan marcado.

En otro orden de cosas, el andlisis de la estructura cristalina dé/ka’ a3 Pasa
ha permitido observar que los segmentos transmembrana de su subunidad beta
interaccionan con las hélices TM1 y TM7 del transportador. Ademas, se producen
amplios contactos entre el dominio extracelular de esta subunidad y los lazos de la
subunidad catalitica situados entre los TM5 y TM6 y entre los TM7 y TM8 (Morth
al., 2007; Shinodat al, 2009; Toyoshimat al, 2011). Se cree que las proteinas
Cdc50 podrian interaccionar de manera similar con las P4-ATPasas, a tenor de los
resultados obtenidos en algunos estudios recientes basadosirgaragmbio de
dominios entre distintos miembros de la familia. Por ejemplo, en levaduras se cree que
la especificidad y funcionalidad de la interaccidon entre las dos proteinas est4 asociada
con una conformacién precisa del lazo extracitoplasmatico de las proteinas Cdc50, y no
con una region concreta de este dominio (Rutl., 2012). Ademas, se ha observado
que, para que las P4-ATPasas sean funcionales, no es suficiente su union al lazo
extracitoplasmatico, sino que también se requiere la union al dominio citosolico N-
terminal y al primer segmento transmembrana, o al segundo segmento transmembrana y
al dominio citosélico C-terminal de la correspondiente proteina Cdc50. De forma
similar, en el trabajo realizado con el complejo ATP8A2-CDC50A de mamiferos se
construyeron proteinas quimera en las que se intercambiaron dominios de CDC50A y
CDC50B, observandose que los segmentos transmembrana y exocitoplasméaticos son
necesarios para generar un complejo funcional, mientras que el dominio citoplasmético
N-terminal parece desempefar un papel directo durante el ciclo de reaccién (Coleman y
Molday, 2011).
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[l. LEISHMANIASIS

II.1. Leishmaniasis: Epidemiologia

La leishmaniasis es el conjunto de manifestaciones clinicas causadas por los
padsitos protozoarios intracelulares obligados del géoeighmania. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) estima que existen unos 12 millones de personas afectadas
en todo el mundo (OMS, 2015a), tratandose de la segunda enfermedad protozoaria
humana mas importante, tan solo por detras de la malaria. Constituye un importante
problema de salud publica en numerosos paises tropicales y subtropicales, a pesar de lo
cual esta catalogada como una enfermedad olvidada.

La leishmaniasis presenta una amplia diversidad clinica y epidemiologica. En los
ultimos afios se han registrado casos de transmisién endémica en un total de 98 paises,
distribuidos entre América, Europa, Asia y Africa, encontrandose la mayoria de ellos en
vias de desarrollo (Alvaet al, 2012). La forma méas grave de la enfermedad es la
leishmaniasis visceral(LV), que puede provocar una muerte inminente si no se trata.

Se estima que cada afio se producen entre 200.000 y 400.000 casos nuevos de esta
enfermedad, siendo responsable de entre 20.000 y 30.000 muertes anuales en todo el
mundo (OMS, 2015b).

Leishmania donovarés el principal causante de la LV en la India y este de Africa,
mientras qué.eishmania infanturfchagasilo es en la cuenca mediterranea, China y en
Latinoamérica. Esta enfermedad es endémica en muchos paises, principalmente del
subcontinente indio y del Este de Africa (Fig. 8). Existen 310 millones de personas con
riesgo de contraer LV en los seis paises en los que se concentran mas del 90% de los
casos nuevos de esta enfermedad: India, Bangladesh, Sudan, Sudan del Sur, Brasil y
Etiopia. El 50% de todos los casos de LV a nivel mundial se presentan en el estado de
Bihar, situado al noreste de la India (Alvar et al., 2012; OMS, 2015b).

La leishmaniasis cutanea (LC) esta distribuida de manera mas amplia (Fig. 8),
aungue alrededor del 95% de casos se producen en Ameérica, la region mediterranea,
Oriente Medio y Asia Central. Dos terceras partes de los nuevos casos registrados a
nivel mundial se concentran en seis paises: Afganistan, Argelia, Colombia, Brasil, Iran
y Siria. Se cuentan de manera oficial unos 200.000 casos al afio, pero muchos paises no
registran datos de esta enfermedad, por lo que se estima que, en realidad, cada afio se
producen entre 700.000 y 1.300.000 casos nuevos (Atvat, 2012; OMS, 2015b).

Otra forma de la enfermedad es la leishmaniasis mucocutanea (LMC), de la que casi el
90% de casos tiene lugar en Bolivia, Brasil y Perd (OMS, 2015a).

La leishmaniasis estd muy ligada a la pobreza, puesto que la mayoria de casos se
producen en paises en vias de desarrollo, que cuentan con pocos recursos para el
diagnéstico y el tratamiento de la enfermedad (OMS, 2015a). Ademas, muchos
pacientes viven en areas remotas y apenas reciben atencion médica. Para complicar la
situacion, en determinadas zonas los pacientes tienden a permanecer escondidos por la
carga psicosocial que suponen las deformidades y las marcas desfigurantes
caracteristicas de la enfermedad (OMS, 2013a).
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A

Distribucion geografica de LV

LCy LMC LC (L. aethiopicay L. tropica) LC (L. major)

Figura 8. Distribucién geogréfica de la leishmaniasi:

(A) LV, (B) LC y LMC en el Nuevo Mund: (C) LC debida alLeishmania tropicay Leishmania
aethiopicaen el Viejo Mundoy (D) LC debida d_eishmania majoen el Viejo Mundo. Las zonas gris
representan las zonas endémicas para leishmi. Adaptada de OMS, 2010.

En la actualidad, la LV sigue constituyendo un grave problema sanitario a
mundial, debido entre otras causas a su asociacion con pacientes infectadVIH .
El riesgo de contraer la enfermedad aumenta entre 100 y 2.320 veces en estos
inmunodeprimidos, resultando ademas mas dificil lograr una respuesta tere
adecuada y aumentando la posibilidad de recaidas («t al, 2008; Sundar
Chakravarty, 2015a). Generalmente la enfermedad aparece tras la reactiva
infecciones subinicas, pero también cabe la posibilidad de que se transmita
intercambio de jeringuillas infectadas entre drogodependientes et al, 2002).
Hasta 2012, un total de 35 paises habian registrado casos de coinfeccién co
leishmaniasis (OMS2013a). En la region mediterrdnea, este hecho fue un pro
emergente durante los afios 1990, pero la introduccion en 1997 de la
antirretroviral de gran actividad (TARGA) ha contribuido a reducir de manera noti
namero de casos (Alvat al., 2008; Monge-Maillcet al, 2014). Sin embargo, en |
paises que apenas tienen acceso a este tratamiento, la prevalencia de esta c
esta aumentando, como sucede en el norte de Etiopia et al,, 2008; OMS, 2013¢
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El perro es el principal reservorio dle infantum y L. chagasdesempefiando un
papel central en el ciclo de transmisidn a los humanos a través de los flebotomos. La
leishmaniasis canina es una zoonosis con gran importancia en veterinaria, que puede
causar la muerte del animal y que tiene una amplia prevalencia y distribucion en
Europa, Asia, Africa y América (Alvagt al, 2004). Concretamente, en Europa se ha
estimado que podria haber 2,5 millones de perros infectados, un 16,7% del total de
perros existentes (Moreno y Alvar, 2002). Aunque la incidencia de la leishmaniasis en
humanos en nuestro continente es muy baja, una alta prevalencia de infeccién canina
supone un mayor riesgo de que las personas padezcan la enfermedad. El tratamiento de
la leishmaniasis canina reduce la carga parasitaria y hace que la mayoria de perros
mejoren o aparenten superar la enfermedad. Sin embargo, es extremadamente dificil
eliminar por completo los parasitos y lograr asi la cura parasitolégica (Baneth y Shaw,
2002; Noli y Auxilia, 2005; Mannat al, 2008; Paradiest al, 2010). Debido a esto,
existen numerosos perros con una infeccion latente, contribuyendo a la persistencia de
los parasitos en las regiones endémicas.

[1.2. Situacion de la leishmaniasis en Espaia

La LV y LC en Espafa esta causada por la espedidantumy es transmitida por
flebotomos de las especiPslebotomus perniciosusPhlebotomus ariasiSe trata de
una enfermedad de declaracion obligatoria en aquellas Comunidades Auténomas que
consideran la leishmaniasis como endémica. Esto es asi en la mayor parte del territorio
peninsular y en las Islas Baleares (Suarez-Rodriguez 20aPR).

En el periodo comprendido entre 1996 y 2011, la Red Nacional de Vigilancia
Epidemiologica (RENAVE) detectd 1.755 casos de leishmaniasis, con una incidencia
media anual de 0,45 casos/100.000 hab. Las Comunidades Auténomas con mayor
namero de casos son Madrid, Baleares, Comunidad Valenciana, Andalucia y Cataluiia
(Suérez-Rodriguert al, 2012) (Fig. 9). En los ultimos afios, la incidencia de la
leishmaniasis ha aumentado sustancialmente a raiz de un brote epidémico acontecido en
el suroeste de la Comunidad de Madrid, donde se registraron 22,2 casos por 100.000
habitantes entre 2009 y 2012. El 35,9% de los pacientes afectados por este brote
presentaron LV mientras que el 64,1% restante presentaron LCefate2013).

Tasa de hospitalizacion
0,75/100000 <x < 1/100000
0,5/100000 <x < 0,75/100000

0,25/100000<x < 0,5/100000

x < 0,25/100000

Figura 9. Tasa de hospitalizacién por leishmaniasis en Espafia (1997-20Q8)s datos se refieren al
namero de hospitalizaciones por cada 100.000 habitantes. Tomada de Géfaigtd011.
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Los nifios menores de cinco afos y las personas inmunodeprimidas son los dos
grupos de poblacion en los que se presentan mas casos de leishmaniasis en nuestro pais
(Suérez-Rodriguert al, 2012). Segun un estudio realizado entre 1997 y 2008, un
tercio de los afectados por leishmaniasis presentaba coinfeccion con VIH. La tasa de
mortalidad durante ese periodo fue del 3,31%, mientras que el impacto econémico de la
enfermedad fue de mas de 13 millones de euros (6.740 € por paciente) (GiéfRaleto
2011). La mayoria de casos registrados son de LV; tan solo un 2% de los enfermos por
leishmaniasis entre 1989 y 2008 presentaron LC, aunque el nimero real de casos podria
ser tres veces mayor (Alvar et,&012).

La prevalencia de leishmaniasis canina en Espafia es bastante elevada, aunque
también se observan importantes diferencias entre regiones @Alabr 2012). Desde
mediados de los afios 1980, se han llevado a cabo numerosos estudios epidemiolégicos
en este sentido, obteniéndose en muchos de ellos elevados porcentajes de perros
seropositivos, si bien muchos de ellos no presentan las manifestaciones clinicas de la
enfermedad (Miréet al, 2007; Morales-Yustet al, 2011). Por ejemplo, uno de los
porcentajes mas elevados se encontrd en la comarca de la Axarquia (Malaga), donde la
prevalencia se situo en el 34,6 % (Morilsal, 1996). También hay valores elevados
en la Alpujarra granadina, donde se ha observado una seroprevalencia de hasta el 20,1%
(Martin-Sanchezt al, 2009). En el brote epidémico existente en la actualidad en la
Comunidad de Madrid se comprobé que la prevalencia en perros no habia aumentado
(Arce et al, 2013). En cambio, se observé por primera vez que la liebre podria actuar
como reservorio de la leishmaniasis (Molina et al., 2012; Mir6. €2@14).

11.3. Manifestaciones clinicas

La leishmaniasis en humanos esta causada por multiples espetigistdeania
especificas de varias areas geograficas y que pueden dar como resultado diversas
manifestaciones clinicas. Estas dependen principalmente de la espkeishieania,
pero también del estado inmunoldgico y de determinadas caracteristicas genéticas del
hospedador (revisado por Alexanéell, 1999).

Las manifestaciones clinicas de la leishmaniasis se pueden agrupar en tres grandes
grupos: LV, LC y LMC (revisado por Pace, 2014):

La LV okala-azar (término que significa "fiebre negra” en hindi) es la forma mas
grave de la leishmaniasis. Sus agentes causales tipicos son las especies pertenecientes al
complejo deL. donovani L. infantumy L. chagasien la cuenca mediterranea, Asia
Central y América del Sur, ly. donovanien la India, este de Asia y Africa. Esta forma
de la enfermedad se caracteriza por una infeccion diseminada del sistema reticulo-
endotelial, afectando a 6rganos como el bazo, el higado y la médula 6sea, cuyo
desenlace es fatal en ausencia de tratamiento. Las manifestaciones clinicas incluyen
fiebre prolongada, espasmos irregulares, caquexia, pancitopenia, anemia progresiva,
hipergammaglobulinemia, hepatoesplenomegalia, y aumento de los nodulos linfaticos y
amigdalas (OMS, 2010) (Fig.10A). Después del tratamiento y la curacion aparente de la
enfermedad, se pueden producir una serie de complicaciones a nivel cutaneo, con
nddulos endurecidos y maculas despigmentadas, que reciben el nombre de
leishmaniasis dérmica post kala-aza(PKDL) (Fig. 10B), que pueden desaparecer
con tratamiento sin mucha dificultad (Zijlstra et @003; OMS, 2010).
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A pesar de su gravedad, conviene destacar que, en individuos inmunocompetentes,
la mayoria de las infecciones viscerales son asintomaticas, con desarrollo de respuesta
inmune protectora (Riera et al., 2008).

A

Figura 10. Manifestaciones clinicas de la LV (A), PKDL (B), LC (C) y LMC (D)Fotografias tomadas
de OMS, 2015a.

La LC o boton de Oriente es la forma mas comun de la enfermedad, aunque
también la de menor gravedad. Esta causada.pmajor, L. tropica,L. aethiopicall.
donovaniy L. infantumen el Viejo Mundo (sur de Europa, Africa, Asia Central y
Oriente Medio), y por numerosas especies del subgémésbmaniallL. amazonensjs
L. chagasi L. mexicanal. venezuelensis/ del subgéner®iannia L. braziliensis L.
guyanensisL. panamensisL. peruviana) en el Nuevo Mundo (México y América
Latina) (Sundar y Chakravarty, 2015a). Las manifestaciones clinicas dependen de la
region, la especie causante, el estado inmunolégico y, quizas también, de respuestas de
los pacientes determinadas genéticamente (Reithiegeal, 2007). Entre estas
manifestaciones, destaca la aparicién de Ulceras de tamafio variable en la piel, con una
costra con un borde de color morado y aspecto escamoso (Fig. 10C). En ocasiones, estas
Ulceras se localizan en el lugar de la inoculacién y suelen desaparecer de forma
espontanea en un periodo comprendido entre dos meses y un afio. Sin embargo, otras
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veces aparecen numerosas lesiones nodulares diseminadas por todo el cuerpo, similares
a las que produce la lepra. Estas lesiones tienden a confluir, lo que favorece su
extension. Se habla entoncedelshmaniasis cutanea difusa, compleja de tratar y que

suele dejar cicatrices.

La LMC o espundiaaparece a partir de la infeccion cutanea inicial causada. por
braziliensiso L. panamensigen el Nuevo Mundo (OMS, 2010; Sundar y Chakravarty,
2015a). En un principio, la lesién aparece en el lugar de la inoculacién. Sin embargo,
pasados unos meses, en el 20-50% de los pacientes los parasitos se diseminan a la boca
y nhasofaringe, originando lesiones granulomatosas hemorragicas que provocan la
destruccién de sus mucosas y la degeneracién de los tejidos cartilaginosos, lo que
conlleva una desfiguracion del rostro (Fig. 10D)mexicanadambién puede afectar al
oido, provocando la pérdida del pabellon auditivo.

11.4. Transmision de la leishmaniasis

La leishmaniasis se transmite por la picadura de insectos vectores hembra,
petenecientes a los génerBhllebotomusn el Viejo Mundo yLutzomya en el Nuevo
Mundo (OMS, 2010). Estos insectos, denominados comiunmente felbabomos
poseen el térax arqueado, alas lanceoladas, patas largas y un abdomen tubular largo
(Bafiuls et al 2007) (Fig. 11).

Figura 11. Insectos vectores de la leishmaniasi&) Phlebotomus papatagiB) Lutzomya longipalpis
Fotografias tomadas de Bafiatsal., 2007 y PLoS Pathog 5(8): ev05.i08.

Los flebotomos se distribuyen en numerosos habitats, pudiéndose encontrar tanto
en bosques lluviosos como en regiones extremadamente secas, y desde el nivel del mar
hasta los 1.500 metros de altitud. Viven en ambientes oscuros y tienen actividad
crepuscular. Solo las hembras son hematofagas, necesitando sangre para la maduracion
de los huevos (Davies et @2000; Bafiuls et 312007).

Normalmente la leishmaniasis es una enfermedad zoonotica puesto que se transmite
al hombre a través de animales. El perro es el reservorio principal, pero se ha descrito la
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existencia de otros mamiferos que también pueden actuar como reservorio, como el
lobo, el zorro, la liebre, el gato, las ratas o el puercoespin (Maia y Campino, 2011;
Molina etal., 2012; Mirdet al, 2014). Sin embargo, en zonas donde la incidencia de la
leishmaniasis es muy alta, como el subcontinente Indio y el este de Africa, la
leishmaniasis se puede considerar una antroponosis puesto que es frecuente que los
vectores transmitan la enfermedad entre seres humanos, habiéndose descrito epidemias
de LV (Singh et al 2006) y de LC (Faulde et.aP008).

Otras formas de transmisién de la leishmaniasis mucho menos frecuentes son la
transmision congeénita, la transmision parenteral mediante transfusion de sangre o por
jeriguillas compartidas entre drogodependientes, o el accidente en laboratorios de
investigacion (Herwaldt, 2001; Cruz et,&002; Mansueto et.alk014a).

11.5. Leishmania: Taxonomia

Leishmania, llamada asi en honor del escocés William Boog Leishman (1865-
1926) uno de los descubridores del parasito, es un protozoo perteneciente a la familia
Trypanosomatidae, orden Kinetoplastida, clase Zoomastigophorea, filo
Sarcomastigophora.

El ordenKinetoplastidaesta constituido por un heterogéneo grupo de protozoos
con un tamafo entre 5 y §9n, que poseen uno o dos flagelos en algun estado de s
ciclo biolégico. Una caracteristica notable de su estructura es la presencia de una Unica
mitocondria que contiene grandes cantidades de DNA empaquetado en el denominado
kinetoplasto. Los miembros de la familitrypanosomatidae son exclusivamente
parasitos y se caracterizan por tener un unico flagelo. Dentro de ella, ademas de
Leishmania, destaca la presencia del géfeypanosoma, que incluye las especies
causantes de la Enfermedad de Chagas o tripanosomiasis ameficamaz) y la
Enfermedad del Suefio o tripanosomiasis africadndruce). El génerd_eishmaniase
divide en dos subgéneros segun su desarrollo en el intestino de los flebotomos:
Leishmania (intestino medio o anterior) Wiannia (intestino posterior, medio y
anterior). Se han descrito alrededor de 20 especies patdégenas para el hombre (OMS,
2010) clasificadas en base a hallazgos clinicos, seroldgicos, inmunopatolégicos,
epidemiolégicos y geograficos. Con el empleo de diversos marcadores moleculares
como la proteina de 70 kDa heat-shock-protéisp{0) yhsp20 se ha obtenido una
clasificacion filogenética molecular méas precisa (Fretgal 2010; Fragat al. 2013).

Dichos estudios proponen agrupar las distintas especies o compléjestimaniade
la siguiente formal) SubgénerolLeishmania que incluye a.. major, L. tropica, L.
aethiopica,L. mexicanay L. donovani En el complejoL. donovanise incluyen dos
especies:L. donovaniidéntica alL. archibaldi y L. infantum indistinguible deL.
chagasi,y 2) SubgéneroViannia con L. lainsonj L. naiffi, L. guyanensisy L.
braziliensis

11.6. Ciclo de vida

El ciclo de vida delLeishmaniaes digenético, con dos estadios claramente
diferenciados:
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El promastigote es extracelular, alargado y de aproximadamenteuw®0 de
longitud. Posee un nudcleo central y un kinetoplasto terminal o subterminal en la parte
anterior, del cual se origina un flagelo con un tamafio aproximado al del cuerpo del
parasito (Fig. 12A). Este estadio reside en el tracto digestivo del insecto vector
(hospedador invertebrado) en un ambiente hidrolitico, con pH neutro y una media de
temperatura de 28°C.

Por su parte, edmastigotees intracelular, ovalado o redondeado, y con un tamafo
de 2-5um. Cerca de su nucleo central esta situado el kirestuplen forma de barra
asociada a un rudimento de flagelo que no sobresale del cuerpo del parasito (Fig. 12B).
Reside en el interior de los macréfagos del hospedador vertebrado, donde hay un
ambiente hidrolitico, con pH éacido (4,5-5,5), una temperatura cercana a los 37°C y
numerosas especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrogeno (RNS).
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Figura 12. Formas promastigota y amastigota deeishmania.

(A) Promastigotes deeishmania tropicaobtenidos a partir de un cultivo. La flecha indica un parasito
multiplicandose por fision binaria longitudinaB)(Amastigotes dé&. donovanilocalizados en el interior
de macrdéfagos en cultivo, indicados con flechas. Fotografias tomadas dedBafiy2007.

Un paso esencial deiclo de vidadel parasito lo constituye laetaciclogénesis
que es inducida por la escasez de nutrientes y la acidificacion del medio, y que supone
que las formas promastigotas prociclicas no infectivas pierdan su capacidad
proliferativa y adquieran capacidad infectiva. L@somastigotes metaciclicos
generados son inoculados al hospedador vertebrado cuando el insecto vector hembra
ingiere su sangre. Posteriormente, son fagocitados por células dendriticas y macréfagos,
diferenciandose al estad@&mastigoteen el interior de los fagolisosomas o vacuolas
parasitoforas. Los amastigotes se multiplican por fision binaria hasta provocar la rotura
celular, que conlleva la liberacién de los parasitos al torrente sanguineo, a través del
cual pueden invadir otros tejidos y ser fagocitados nuevamente por macréfagos. Para
cerrar el ciclo, el insecto vector se alimenta nuevamente de la sangre de un hospedador
infectado. Los macréfagos se destruyen en el tracto digestivo del insecto, liberandose
los amastigotes, que se diferencian gomastigotes prociclicos los cuales se
multiplicaran activamente (Fig. 13).
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Etapas en el insecto vector

1

Etapas en el hospedador vertebrado

Figura 13. Ciclo de vida dd_eishmania.

El insecto vector hembra (1) se alimenta de la sangre de un hospedador mamifero infectado, que contiene
(2) macroéfagos infectados por amastigotes. (3) Los amastigotes se liberan en el intestino del insecto y (4)
se transforman en promastigotes prociclicos, los cuales (5) se multiplican activamente por fision binaria
longitudinal. (6) Los promastigotes prociclicos migran a la vélvula faringea, reinician la division celular y
(7) se transforman en promastigotes metaciclicos, los cuales poseen capacidad infectiva. (8) El insecto
vector hembra transfiere los promastigotes metaciclicos a un nuevo hospedador mamifero durante la
picadura. (9) Los promastigotes metaciclicos (10) pueden infectar activamente los macrofagos o ser
fagocitados. (11) En el interior del macrofago, los promastigotes metaciclicos se transforman en
amastigotes, que (12) se adhieren a la membrana de la vacuola parasitéfora y (13, 14) se multiplican de
manera intensa por mitosis. (15) Finalmente, se produce la rotura del macréfago y (16) los amastigotes
liberados (17) pueden infectar nuevos macr6fagos. Adaptada de Tebaira2013.
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[1.7. Establecimiento de la infecciéon

Los parasitos del géneteishmania poseen una serie de moléculas de superficie
que interaccionan con su hospedador durante su ciclo de vida y que actian como
factores de virulencia, de entre las que pueden destacdigef@sfoglicano LPG)
(revisado por Forestiat al, 2015) y la glicoproteina de superfigp63 (revisado por
Arango Duque y Descoteaux, 2015). En el tracto digestivandetto vector, estas
moléculas de superficie protegen a los promastigotes de la acciébn de enzimas
hidroliticas. Ademas, el LPG permite que los promastigotes prociclicos permanezcan
adheridos al epitelio intestinal mediante su union con galectinas del insecto (Kamhawi
et al, 2004). Durante lametaciclogénesis las moléculas de LPG experimentan
modificaciones como una elongacion de su estructura y cambios de composicion, lo que
reduce su afinidad por las galectinas. Esto permite que los promastigotes metaciclicos
puedan migrar hacia la faringe del insecto como paso previo a su inoculacion al
hospedador vertebrado (Cunningham, 2002).

Cuando los promastigotes se introducen en el torrente circulatotmsietdador
vertebrado tras la picadura del insecto vector hembra, su supervivencia depende de su
capacidad paravadir la respuesta inmune innata del hospedador que se desencadena
ante su presencia (revisado por Cecilio gt24114; revisado por de Morais et,&015).

En primer lugar, los promastigotes metaciclicos resisten la lisis mediada por el
complemento, algo que no son capaces de hacer los promastigotes prociclicos. Esto se
debe a cambios en la composicion del LPG y a la mayor longitud de esta molécula en
los promastigotes metaciclicos, lo que impediria la asociacion de las subunidades C5b-
C9 del complejo de ataque a membrana del complemento, que actia como efector de la
lisis celular (Puentegt al 1989 y 1990). Ademas, los promastigotes metaciclicos
expresan gran cantidad de gp63, que es una metaloproteasa capaz de convertir C3b en la
forma inactiva C3bi (Brittingham y Mosser, 1996).

Por otro lado, el LPG se une a los receptores de tipo Toll (TLR) 2 y 4 de
macrofagos y células Natural Killer (NK), lo que interfiere con las respuestas
proinflamatorias (revisado por Forestiet al, 2015). Ademas, la presencia de
promastigotes apoptéticos en el inéculo induce la liberacion de citoquinas
antiinflamatorias como el factor de crecimiento transformante beta fJGFia
interleucina-10 (IL-10), asi como la disminucién en la expresiéon de una citoquina
proinflamatoria, el factor de necrosis tumoral alfa (T®yHvan Zandbergert al.,

2006). Estas acciones evitan la activacion de los mecanismos antimicrobianos del
hospedador, lo que favorece la supervivencia de los parasitos viables.

Para que se establezca y se perpetie la infeccion, es necesario que se recluten
células susceptibles de ser infectadas. Se ha observadberpienaniamodula la
secrecion dguimiocinas, habiéndose detectado un aumento de muchas de ellas tras la
inoculacion (revisado por Cecilet al, 2014). Las diferencias en la expresion de estas
proteinas, que actian induciendo y regulando la migracion de células inmunes, pueden
tener como consecuencia la aparicion de diferentes patrones de infeccion y enfermedad.

Los promastigotes metaciclicos penetran ematréfago mediantefagocitosis
mediada por receptores Para ello, juegan un papel importante el LPG y gp63, que son
las principales moléculas responsables de la interaccion con el macrofago (revisado por
Forestieret al., 2015; revisado por Arango Duque y Descoteaux, 2015). Las proteinas
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del complemento C3b y C3bi interaccionan con los receptores del macrofago CR1 y
CR3, respectivamente. La opsonizacion de los promastigotes metaciclicos es mediada
por C3bi (revisado por de Moraés$ al, 2015), por lo que la accion proteasa de la gp63
anteriormente descrita favorece la interaccion con CR3, lo que resulta mas ventajoso
para evitar la accion oxidativa del macréfago durante la fagocitosis. Por otro lado, el
LPG interacciona con la proteina C reactiva (CRP), lo que permite la fagocitosis
mediada por el receptor de CRP sin que se active el macrofago. Ademas, el LPG
también puede interaccionar con el receptor de manosa-fucosa mientras que gp63 puede
hacerlo con el receptor de fibronectina (revisado por Cecilio, &Cdl4).

Después de interaccionar con el macrdfago, los promastigotes metaciclicos se
internalizan en diagolisosoma. En algunas especied deshmania se ha observado un
retraso en la fusién de las membranas del fagosoma y el endosoma, que puede deberse a
una repulsién de las mismas provocada por el LPG. Esto permite que pueda producirse
la conversion de las formas promastigotas en amastigotas, que son las Unicas capaces de
resistir la actividad hidrolitica del fagolisosoma. En otras especies, la existencia de una
vacuola parasitofora de gran tamafio implica una dilucién de las enzimas hidroliticas del
macrofago, o que hace que sea innecesario un retraso en la fusién del fagolisosoma
(revisado por Ceciliet al, 2014). Otras moléculas que intervienen durante este proceso
son las peroxirredoxinas asi como una superoxido dismutasa, que producen la deplecién
de los derivados de nitrito y las especies reactivas de oxigeno intermedias (ROI) del
fagosoma (Barr y Gedamu, 2001 y 2003), consideradas las moléculas microbicidas mas
importantes. Ademas, el LPG inhibe la proteina quinasa C (PKC) (revisado por de
Morais et al, 2015), una enzima clave para la produccion de ROS, y protege contra la
accion de las enzimas lisosomales por su fuerte carga negativa y sus unidades repetidas
de galactosa y manosa (Foresgéeral, 2015). Asimismo, gp63 actla contra enzimas
lisosomales, ya que su actividad proteolitica es 6ptima al pH acido del fagolisosoma
(Arango Duque y Descoteaux, 2015), y participa en la defensa contra los péptidos
antimicrobianos (revisado por Cecilio et &014).

Los amastigotes se aprovechan de la célula hospedadora para poder sobrevivir y
replicarse, obteniendo de ella la mayoria de los nutrientes que requieren para su
metabolismo (Naderer y McConville, 2008). Parece que los parasitos pueden inhibir o
retrasar la apoptosis del macrofago a la vez que pueden promover la apoptosis de los
linfocitos T efectores (revisado por Cecik al, 2014). Ademas, son capaces de
distorsionar las vias de sefializacion del macrofago para modular la produccién de varias
citoquinas y moléculas microbicidas, inhibir la presentacion de antigenos y bloquear las
moléculas coestimuladoras necesarias para la activacion de células T especificas de
antigeno (Bhardwaj et al2010).

Por otra parte, loseutrofilos tienen un importante papel durante la fase inicial de

la infeccion. Tras la picadura del insecto vector, se produce una rapida y numerosa
movilizacion de estas células hacia el lugar de inoculacion (Chastrady 2010). Los
neutroéfilos ingieren los parasitos y destruyen con facilidad la mayoria de ellos (Nathan,
2006), pero algunos pueden sobrevivir en su interior de manera transitoria. Esto lo
consiguen evitando la generacion de ROS vy dirigiéndose a los compartimentos no
liticos del neutrdfilo (Laufet al, 2002; Gueirarat al, 2008; Charmot al, 2010).
Ademas, los parasitos son capaces de inhibir la elastasa de los neutrofilos, previniendo
la activacién de TLR-4, lo que resulta crucial para la supervivencia de los parasitos
(Fariaet al, 2011). Dentro del neutrdfilo, los promastigotes no son capaces de crecer ni
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de diferenciarse a amastigotes (Naderer y McConville, 2008). Los promastigotes deben
transferirse desde los neutrdfilos hasta los macrofagos, pero no esta claro el modo en
gue esto sucede (Charmey al, 2010). Se ha observado vitro que los neutrofilos
infectados se vuelven apoptoticos a los 2-4 dias, exponiendo PS en su superficie, 1o que
facilita el reconocimiento por los macréfagos, que terminan fagocitandolos. Esta via se
denomina silenciosa o "Caballo de Troya", ya que los parasitos transferidos al
macrofago podran replicarse liboremente (Lasiéigl, 2008). Sin embargo, al estudiar

in vivo la interaccion entre neutréfilos infectados paishmaniay macrofagos, se
observo que los parasitos se liberaban en primer lugar del neutréfilo para posteriormente
entrar en los macréfagos (Peters et2008).

Finalmente, es de interés destacar que los parasitos pueden infectar células con
reducida actividad antimicrobiana, como fibroblastos y hepatocitos, contribuyendo a
que puedan mantenerse en el hospedador vertebrado durante largos periodos (revisado
por Bogdan, 2008; revisado por Kaye y Scott, 2011).

11.8. Biologia y bioquimica de Lleishmania

Los parasitos del génerdoeishmaniay otras especies del ordéfinetoplastida
poseen una serie de caracteristicas a nivel estructural y metabdlico que los diferencian
del resto de organismos eucariotas. Entre estas particularidades, puede destacarse la
existencia de procesos como la transcripcion policistronica, la maduracion del mRNA
mediante trans-splicing y la edicion del RNA mitocondrial; la presencia de
componentes especificos de membrana anclados a glicosilfosfatidilinositol (GPI);
organulos caracteristicos como el kinetoplasto, los acidocalcisomas o los glicosomas; o
el papel del tripanotién en el mantenimiento del ambiente reductor en el interior del
parasito.

Con respecto al material genético, se ha secuenciagmeima de seis especies de
Leishmania:L. major, L. infantum, L. donovanj L. braziliensis L. mexicanay L.
tarentolae (http://www.genedb.org/; http://tritrypdb.org/tritrypdb/). Esto ha permitido
conocer que estos organismos poseen alrededor de 8.200 genes por genoma aploide, de
los cuales unos 6.200 estan conservados en otros tripanosomatig@¢soma cruzi
y Trypanosoma brucgly mas de 1.000 son especificosLégshmania(Peacocket al,

2007; Raymonckt al, 2012). En un principio se consideraba dpggshmania es un
organismo diploide, pero actualmente se conoce que existe variacion en el numero de
copias de varios cromosomas entre diferentes aislados y especies @Rade011).
Ademas, comparando los genomasLdenajor, L. infantum yL. braziliensisse han
encontrado alrededor de 200 genes que presentan una distribucion diferencial entre estas
especies y Unicamente 78 genes que solo se encuentran en una de ellas ¢Pahcock
2007). Algunos de esos genes estan implicados en las interacciones con las células del
hospedador y con la supervivencia de los parasitos dentro de los macrdfagos.
infantumy las demas especies del Viejo Mundlo,donovaniy L. major, tienen 36
cromosomas, pero las especies del Nuevo Mundo cuentan conr3dxjcana) o 35.(
braziliensig (revisado por Rogers et a2011).

El genoma delLeishmaniatiene una elevadglasticidad, lo que significa que
pueden amplificar el nimero de copias de genes individuales o grupos de genes en
situaciones de estrés como la exposicién a farmacos. Muchos gebeishdraniase
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encuentran organizados como repeticiones en tandem, pudiéndose transcribir d
simultdnea cuando sea necesario (Camiet al, 2003).

El DNA mitocondrial constituye un 1@0% del total de DNA del parasil
Leishmaniacuenta con una Unica mitocondria, y este DNA se encuentra e
estructura denominad&inetoplasto, localizada cerca del bolsillo flagelar
perpendicular al eje del mismo (Fig. 14). EI DNA mitocondrial esta constituido po
pocas docenas dmaxicirculos con un tamafio de entre 20 y 40 kb y mile
minicirculos de entre 0,5 y 2,5 kb. Los maxicirculos son estructural y funcional
analogos al DNA mitocondrial de los eucariotas superiores y codifican rRM
subunidades de los complejos @ cadena respiratoria. Los minicirculos codifi
moléculas de RNA guia (gRNA) que forman parte del editosoma, un complej
funcién es procesar los transcritos de los maxicirculos mediante la insercion o ¢
de restos de uracilo para la creaciee codones de inicio y de terminacion, asi ct
para modificar la secuencia codificante. Este proceso se conoceedicion del RNA
mitocondrial o RNA editin( (revisado por Lukes et.aR005).
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Figura 14. Organulosconstitutivos presentes en las formi (A) promastigote y (B) amastigot de
Leishmania. Adaptada de Teixeiret al., 2013.

La RNA polimerasa Il transcribe largprecursores policistronico: de RNA, que
son procesados posteriormente a mRNAs monocistrénicos maduros mdrans-
splicing en 5'y poliadenilaciéon en 3'. Etrans-splicingimplica el empalme de dc
moléculas diferentes de FmRNA, a diferencia de lo que sucede ecis-splicing, que
supone la eliminacion de intrones dentro de la misma molécula-mRNA (revisado
por Yang y Walsh, 2005). Estos dos mecanismos de procesamiento de RNA |
estar catalizados elbeishmaniapor el mismo espliceosoma, si bien tan solo se
podido identificar cuatro ejemplos cocis-splicing (Liang et al, 2003; Ivens et al,
2005). En Leishmania, durante eltrans-splicing se afiade una secuencia de
nucledtidos denominada miniexén spliced leader(SL), que esta codificada p
centenares de copias repetidas en tandem. El sitio aceptor de esta secuen:
dinucleédtido de AG situado corriente abajo de una region de polipirimidinas (Te
1998; Lianget al, 2003) (Fig. 15). No existe la secicia consenso AAUAAA tipica d
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los eucariotas superiores para la poliadenilacion, la cual esta determinada espac
por el trans-splicinglel MRNA situado corriente abajo (LeBowet al, 1993)

Genes SL DNA genomico
el il | E
-
-;- Transcripeién RNA policistronico
SL RNA ¢
|
Enzimas
RNA policistronico procesadoras

polyta)

Trans-splicing v
poliadenilacién
mRNAs )
maduros T
AARAAA

Figura 15. Proceso transcripcional erLeishmania. Adaptada de Teixeira, 1998.

Los genes dd.eishmanianormalmente no poseen promotores individuale
ademas el genoma cuenta con muy pocos potenciales factores de trans
(Palenchar y Bellofatto, 2006). Consecuentementeregulacion de la expresin
génica es fundamentalmente p-transcripcional (Clayton y Shapira, 2007; revis
por Kramer, 2012). Por ejemplo, la degradaciéon de mRNAs juega un papel imp
en Leishmania algo consistente con el gran nimero de genes que codifican pr
con motivos de unién a RNA (lveret al, 2005). La regulacion de los niveles
MRNA esta determinada por secuencias localizadas en la re-UTR que controlal
su estabilidad (revélo por Haile y Papadopoulou, 20i

Muchas proteinas ddeishmania experimentamodificaciones c+ y post-
traduccionales especialmente aquellas que se localizan en la superficie del par
cuyo destino es ser secretadas. Entre estas modificace encuentran glicosilacione
fosforilaciones y lipidaciones con el objetivo de conseguir su activacion
estabilizacion. Otras modificaciones como la adicion de GPI, la acilacion
prenilacion son esenciales para que puedan anclarse a la memto puedan
interaccionar con otras proteinas (Kramer, 2012). Existen fenOmenos de reg
posttraduccional relacionados con la expresién diferencial de genes entre los di
estadios del parasito (Myler y Fasel, 20

La degradacion de proteina también parece tener gran importancia
Leishmaniapuesto que, igual que sucede en la mayoria de organismos eucaric
peptidasas constituyen aproximadamente el 2% de los genes codificantes de |
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(lvenset al., 2005). Algunas de ellas se han identificado como factores de virulencia o
como potenciales dianas de farmacos. Adellbdshmaniaposee numerosas enzimas
conjugadoras de ubiquitina, lo que indica la existencia de un sistema citosolico de
degradacion de proteinas independiente de lisosomas. De hecho, otra caracteristica
diferencial de los tripanosomatidos es que son los Unicos organismos eucariotas que
poseen dos complejos proteasa dependientes de ATP: el proteasoma tipico de eucariotas
y un complejo denominado HsIVU, parecido al que presentan algunas bacterias. Ambos
complejos parecen estar implicados en la regulacion de diferentes eventos del ciclo
celular de los tripanosomatidos (Li et 2002; Mbang-Benet et.ak014).

La membrana plasmaticade Leishmania presenta algunas caracteristicas que la
diferencian de la que poseen las células de los organismos eucariotas superiores. La
mayor parte de los componentes de la superficie celular, como por ejemplo el LPG y
gp63, se encuentran anclados a glicosilfosfatidilinositol (GPI), una estructura que, entre
otras funciones, protege al parasito en procesos como la lisis mediada por complemento
o por hidrolasas, y que se considera un factor de virulencia. Las macromoléculas mas
abundantes en esta envoltura son glicoproteinas, proteofosfoglicanos altamente
glicosilados y lipofosfoglicanos complejos. En la fase amastigote, la expresion de
macromoléculas ancladas a GPI disminuye notablemente, aunque si se mantiene la
expresion de GPIs libres (llgoutz y McConville, 2001) (Fig. 16). En cuanto a la
composicién lipidica de la membrana, la principal diferencia respecto a mamiferos
reside en que el principal esterol que se encuentra es el ergosterol (Urbina, 1997).

GPl-proteina ,,_
LPG ﬂ w%PPG 8, anclaje GPI N-glicano
4 \:_ : z " GPI libre e fosfoglicano
| 4 =8

1 GPI libre

\ / /GPI Iibre

N ﬂﬂﬁjﬂﬂﬂ nnnﬁnnnnnn "# AnANAANAANANAARAAN
wluduuuuuuiuuuuuuly vuuvduuuuuuuuuuiul

promastigote amastigote

Figura 16. Representacion esquematica de la membrana plasmatica de las formas promastigote y
amastigote.

LPG, lipofosfoglicano; GPI, glicosilfosfatidilinositol; PPG, proteofosfoglicano. Tomada de llgoutz y
McConville, 2001.

Ademas, la membrana plasmética se encuentra recubierta en toda su cara
citoplasmatica por una red de microtubulos. Esto le proporciona una rigidez que impide
gue se lleven a cabo los procesos de endocitosis y exocitosis, que solo pueden
producirse en una zona denominadisillo flagelar (Fig. 14), localizada en el extremo
flagelado del parasito y que carece de esta red de microtibulos (OateahtH 997).

En eltrafico vesicular intervienen distintos organulos: un reticulo endoplasmatico de
gran tamafo, numerosas vesiculas ubicadas entre este reticulo y la cara cis del aparato
de Golgi, el propio aparato de Golgi, y un conjunto de vesiculas y elementos
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tubulovesiculares dispuestos entre la cara trans del aparato de Golgi y el bolsillo
flagelar, que constituyen la red del trans-Golgi (TGN) (Landfear e Ignatushchenko,
2001). Por otro lado, en el trafico vesicularlaggshmaniatambién participa elibulo
multivesicular (MVT), que es un compartimento lisosomal terminal que se extiende
desde el TGN hasta el extremo posterior de la célula (llgawdk, 1999; Weiseet al,

2000; Mullin et al, 2001).

Existen otros organulos caracteristicos de los tripanosomatidos. Uno de ellos son
los acidocalcisomas electrodensos y con pH éacido, dentro de los cuales se acumulan
grandes cantidades de pirofosfatos, polifosfatos, aminoacidos basicos, calcio y otros
cationes. Son de forma esférica y estan distribuidos por todo el citoplasma del parasito.
Entre sus funciones estan la homeostasis del calcio, el mantenimiento del pH
intracelular y la osmorregulacién del parasito (revisado por Moreno y Docampo, 2009).

Los glicosomasson otros organulos tipicos de estos organismos. Dentro de ellos
tiene lugar la mayor parte de dgucélisis una ruta metabdlica que en casi todos los
eucariotas es exclusivamente citosoélica.LEishmania, otras rutas que suceden en los
glicosomas, al menos de manera parcial, son la via de las pentosas fosfato, la
oxidacion de acidos grasos, la recuperacion de purinas, y la biosintesis de pirimidinas,
éteres lipidicos e isoprenoides (revisado por Gualdron-Lépak, 2012). También se
han encontrado en los glicosomas algunas enzimas implicadas en la defensa frente al
estrés oxidativo.

La compartimentalizacion de la glucolisis facilita la regulacion de esta ruta
metabdlica y permite al parésito adaptarse répida y eficientemente a nuevas
condiciones, como cortos periodos de anaerobiosis (Mieheds, 2006). Ademas de
glucosa, otra de las principales fuentes de energia utilizadaepgirmaniason los
aminoacidos, especialmente la prolina. También es capaz de metabolizar otros azucares,
ya que en el glicosoma se han encontrado quinasas de azlucares como la ribuloquinasa y
la xiluloquinasa (Opperdoes y Coombs, 2007). El balance energético obtenido en el
interior del glicosoma es nulo. Sin embargo, el metabolismo mitocondrial en
Leishmaniaes de gran importancia. Las especies del okieatoplastida poseen una
Unicamitocondria ramificada a lo largo del parasito (Fig. 14), en la que tienen lugar
numerosas rutas dehetabolismo energético. En ella se localiza una cadena de
transporte de electrones muy activa, que constituye la principal fuente de energia del
parasito. EI mantenimiento del potencial de la membrana mitocondin) es
indispensable para la supervivencia del parasito, puesto que de él dependen la
fosforilacion oxidativa y la sintesis de ATP (revisado por Menna-Barreto y de Castro,
2014).

Los tripanosomatidos se distinguen también de los eucariotas superiores porque su
metabolismo redox, necesario para mantener un medio intracelular reductor, esta
fundamentalmente basado en la moléculg,NNbis(glutationil)espermidina o
tripanotion en lugar de glutation. Esta molécula esta implicada en funciones como la
replicaciéon del DNA, la defensa frente a agentes oxidantes y la detoxificacion de
cetoaldehidos, xenobidticos y metales pesados (revisado por Krauth-Siegel y Comini,
2008; Colotti e llari, 2011). Ademas del empleo de tioles (cisteina, glutation,
espermidina y tripanotion) como agentes antioxidaritegshmaniaha desarrollado
otros mecanismos para protegerse contra las defensas del hospedador, como la
produccion de enzimas que detoxifican las ROS y RNS (Castro y Tomas, 2008), y la
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inhibicion de los mecanismos de defensa oxidativa del hospedador (Bhatdalaj
2010).

El metabolismo de nucleétidogambién presenta algunas diferencias con respecto
al de los eucariotas superiorégishmania no puede sintetizar el anillo de purina a
partir de precursores metabdlicos, por lo que debe obtener purinas preformadas a partir
del hospedador. La recuperacion se lleva a cabo a través de unos transportadores
localizados en la membrana plasmatica (Landéeat, 2004). Si puede realizar sintesis
de pirimidinasde novo, contando con la enzima bifuncional dihidrofolato reductasa y
timidilato sintasa (DHFR-TS). En mamiferos, estas dos reacciones las llevan a cabo
enzimas diferentesLeishmania tampoco puede sintetizar folatos, por lo que debe
obtenerlos del medio extracelular (Opperdoes.e2aD7).

Ademas, los tripanosomatidos son auxotrofos parheeto, necesario para la
correcta funcionalidad de algunas proteinas como los citocromos. A diferencia de los
eucariotas superiorekgishmaniacarece de al menos cinco de las enzimas necesarias
para la sintesis de hemo (Duttiaal, 2008). Por ello, necesita captar del medio externo
la propia molécula de hemo, o bien su precursor inmediato, la protoporfirina IX (Pal y
Joshi-Purandare, 2001; Rao et abD05).

11.9. Tratamiento de la leishmaniasis

En la actualidad se carece de una vacuna eficaz frente a la leishmaniasis humana y
los métodos de control de las poblaciones del insecto vector son poco efectivos, lo que
supone gue el tratamiento con farmacos sea la Unica herramienta para hacer frente a esta
enfermedad. Sin embargo, el arsenal terapéutico del que se dispone es escaso Yy los
farmacos empleados se caracterizan por su toxicidad, alto coste y aparicion creciente de
resistencias a los mismos. Un problema afiadido lo representa el incremento progresivo
de coinfecciones con VIH, en cuyo caso el tratamiento es poco eficaz, ya que son
frecuentes las recaidas meses después del final del tratamiento. Aunque en menor
proporcion, estas recaidas pueden producirse también en individuos inmunocompetentes
(revisado por Alvaet al, 2008; revisado por van Griensven ef 2014).

Otras dificultades afiadidas en el tratamiento son las diferencias de susceptibilidad a
los farmacos empleados que presentan de forma intrinseca las distintas especies, asi
como las diferencias que se observan para un mismo farmaco y especie en funcion del
area geografica. Por ello, cada tratamiento debe ser reevaluado en las diferentes areas
geograficas endémicas de leishmaniasis (Dorlo.e2@12a).

El tratamiento de la LC se debe decidir en funcion de la gravedad de las lesiones, el
agente etiolégico y la posibilidad de que se convierta en un proceso de leishmaniasis
mucocutanea (Sundary Chakravarty, 2015a). Se prefiere tratar de manera local para
evitar la toxicidad sistémica de los farmacos empleados, a no ser que existan lesiones de
gravedad o riesgo de desarrollar LMC. Ademas del empleo de algunos farmacos,
también han demostrado su eficacia algunas técnicterrdeterapia (50 °C durante
30 s) ycrioterapia con nitrégeno liquido (-195 °C) (OMS, 2010). Por el contrario, la
LV requiere necesariamente de tratamiento farmacoldgico, puesto que el desenlace de
esta forma de la enfermedad es fatal en ausencia del mismo.
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De los farmacos disponibles en la actualidad pueden destacarse los siguientes aspectos:

Usados desde los aflos 1940, domplejos de antimonio pentavalenteen forma
de estibogluconato sédico (Pentostan(Fig. 17) o antimoniato de meglumina
(Glucantim&) continGan usandose dentro de la primera linea de tratamiento frente a
cualquier tipo de leishmaniasis en numerosas areas geograficas. Estos farmacos resultan
accesibles por su bajo precio, pero tienen como inconvenientes la necesidad de largos
periodos de administracion parenteral y la alta toxicidad, que incluye graves efectos
secundarios como dolor en el lugar de la inyeccién, arritmias cardiacas o pancreatitis
aguda. Para el tratamiento de ciertos casos de LC, estos antimoniales pentavalentes se
pueden administrar de forma intralesional (Monge-Maillo y LoOpez-Vélez, 2013a;
Sundar y Chakravarty, 2015a).

Estos compuestos actian promoviendo el eflujo de tioles e inhibiendo la tripanotidon
reductasa y la glutation sintetasa, lo que origina una acumulacion de las formas
oxidadas de tripanotion y de glutation (Wyleé al, 2004). Su accion conduce a una
deplecién en los niveles de ATP, despolarizacién de la membrana mitocondrial y
produccion de ROS, lo que conduce al proceso de muerte celular similar a la apoptosis
(Ouellette et al, 2004). Es frecuente la aparicibn de resistencias en los parasitos,
habiéndose descrito, por ejemplo, que hasta el 65% de los casos de LV en el estado de
Bihar (India) son resistentes a Glucanfthi€happuis et al 2007)

La anfotericina B es un antibiético poliénico (Fig. 17), muy usado como
antifingico, pero que también posee una gran accion leishmanicida. Se viene
administrando desde hace tiempo frente a la LV en forma de complejo con la sal biliar
desoxicolato cuando falla el tratamiento con antimoniales pentavalentes, obteniéndose
una tasa de curacién cercana al 100% en el estado de Bihar (€haku2004; Sundar
y Chakravarty, 2015a). Entre los inconvenientes de este farmaco se encuentran la
necesidad de hospitalizacién del paciente y de una estricta monitorizacion durante 4 0 5
semanas, el alto coste y la alta incidencia de reacciones adversas, entre las que se
incluyen fiebre, tromboflebitis, nefrotoxicidad, hipokalemia y miocarditis (Sundar y
Chakravarty, 2015a).

La anfotericina B se encuentra también disponiblefoemulaciones lipidicas
como el AmBisom® que, al igual que la forma desoxicolato, son de administracién
paenteral. Se prefieren a la anfotericina B convencional por su menor perfil de
toxicidad, ya que con ellas se consigue disminuir la exposicion del farmaco libre a los
diferentes 6rganos. Por ello, se emplean como primera linea de tratamiento frente a la
LV en la region mediterrdnea y Sudameérica, incluyendo los casos de coinfeccién con
VIH (Sundar y Chakravarty, 2015a). También se han obtenido excelentes resultados
frente a la LMC en Sudamérica. Su utilizacidén en los paises mas desfavorecidos no esta
aun tan extendida debido a su alto coste, si bien en 2007 se acord6 con la OMS un
precio preferencial (18 $ por un vial de 50 mg) para su uso en las regiones endémicas de
LV (Olliaro y Sundar, 2009). Ademas, han mostrado una eficacia limitada en el
tratamiento de las coinfecciones con VIH en Etiopia (Sundar y Chakravarty, 2015a). Por
el contrario, si que presentan gran eficacia frente a la LV en la India, con tasas de
curacion superiores al 95% (Sundar y Chakravarty, 2008), habiéndose obtenido también
muy buenos resultados en este pais con el empleo de una unica dosis ¢ahdar
2010; Edwards et gl2011).
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La anfotericina B se une al ergosterol de la membrana plasmatica del parasito con
ata afinidad, generando poros acuosos, aumentando la permeabilidad a iones y
provocando la muerte del parasito (Leandro y Campino, 2003). La resistencia clinica a
este farmaco es poco frecuente (Chapptiial, 2007; Ouelletteet al, 2013). En la
actualidad se investigan otros sistemas de liberacion de la anfotericina B y
formulaciones orales, lo que podria abaratar su empleo y reducir los efectos toxicos
(Chavez-Fumagalli et al2015; Sundar y Chakravarty, 2015b).

La pentamidina es una diamidina (Fig. 17) que se usé en los afios 1980 frente a la
LV en la India en casos de resistencia a antimoniales pentavalentes. Posteriormente, se
ha usado principalmente para el tratamiento de la LC en Latinoamérica @Dallp
2008a). La aparicion de resistencias es muy rapida y sus efectos adversos son
numerosos, por lo que su empleo ha ido disminuyendo con el tiempo. Sin embargo, se
ha mostrado en los ultimos afios como un compuesto interesante para la profilaxis
secundaria de LV en pacientes infectados por VIH (Pael al., 2009;
ClinicalTrials.gov, 2015). Este compuesto se acumula en la mitocondria del parasito,
donde inhibe la topoisomerasa Il mitocondrial y la biosintesis de poliaminas, y altera el
potencial de membrana mitocondrial (Basselin £t28l02; Croft et a] 2006).

Uno de los farmacos mas prometedores es el antibidético aminoglucésido-
aminociclitol paromomicina o aminosidina (Fig. 17), para el que se observo actividad
leishmanicida en los afios 1980. Estudios llevados a cabo en la India, donde se aprobo
en 2006 frente a la LV, muestran unas tasas de curacion del 94-95% con su empleo por
via parenteral (Sundar y Chakravarty, 2008; Siehaal, 2011). En Africa se ha
observado una tasa de curacion menor que la obtenida con antimoniales pentavalentes y
en la region mediterranea y en Sudameérica no se tiene experiencia de uso frente a la LV
(Musa et al, 2012; Sundar y Chakravarty, 2015a). Es un farmaco muy barato, pero tiene
como desventajas la necesidad de inyectarlo intramuscularmente durante los 21 dias que
dura el tratamiento y de monitorizar los niveles de transaminasas en suero, asi como la
existencia de datos inadecuados para aprobar su uso en mujeres embarazadas (Chappuis
et al, 2007). También se ha administrado por via tépica contra la LC, presentando
resultados variables (Sundar y Chakravarty, 2015a). Su actividad leishmanicida se
deberia a su unién en el sitio A del ribosoma, lo que inhibe la traduccién proteica e
introduce errores de lectura (Fernandeal, 2011). Hasta la fecha no se ha descrito la
aparicion de resistencia clinica al farmaco.

Todos los farmacos anteriores tienen el inconveniente de requerir administracion
por via parenteral. Por ello, la introducciéon en la India en 2002 de un farmaco oral, la
miltefosina (MLF), que es una alquilfosfocolina (Fig. 17), supuso un importante
avance al no requerir de hospitalizacion para su empleo. Las caracteristicas de este
compuesto, que continla siendo en la actualidad el Unico de administracién oral
autorizado para el tratamiento de la leishmaniasis, seran desarrolladas ampliamente en
el capitulo Ill de esta tesis doctoral.

Otros compuestos con actividad leishmanicida usados por via or@aescomo
el fluconazol (Fig. 17), el ketoconazol o el itraconazol. Se utilizan ampliamente como
antifngicos, pero despertaron interés para el tratamiento de la leishmaniasis porque
inhiben la lanosterol 4desmetilasa, bloqueando la sintesis del ergostarolipal
esterol de la membrana plasmatica de estos parasitos (BalafiaeFauc£998). Entre
los efectos adversos se han descrito sintomas gastrointestinales y hepatotoxicidad
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(Alrajhi et al., 2009. Han mostrado eficacia clinica frente a la LC (revisado por Monge-
Maillo y Lopez-Vélez, 2013a), pero hay escasa evidencia al respecto frente a la LV
(Monge-Maillo y Lopez-Vélez 2013b).

Existen ademas algunos compuestos que poseen una accién coadyuvante cuando se
combinan con los antimoniales pentavalentes. Por ejempfoiqglimod es una amina
imidazoquinolina de administracion tépica que se emplea en el tratamiento de pacientes
con lesiones cutaneas que son refractarias al tratamiento previo con antimoniales. Tiene
efectos inmunomoduladores en el sitio de aplicacién, induciendo la produccién de
citoquinas y oxido nitrico en macrofagos (Creftal, 2006). Lapentoxifilina es un
derivado de la xantina que posee una accion inmunomoduladora coadyuvante cuando se
combina con los antimoniales pentavalentes en el tratamiento de la LC y LMC (OMS,
2010). De hecho, esta combinacién es una de las preferidas para tratar la LC en el
Nuevo Mundo (Sundar y Chakravarty, 2015a). Este farmaco se administra por via oral y
actua inhibiendo la sintesis del TNFPor ultimo, elalopurinol es un analogo téxico
de hipoxantina que interfiere en la sintesis del RNA del parasito. Se ha empleado en
combinacion con antimoniales pentavalentes (Singh y Sivakumar, 2004), ya que su
aplicacion en solitario no ha dado buenos resultados. Sin embargo, su uso esta muy
extendido en el tratamiento de la leishmaniasis canina (Noli y Saridomichelakis, 2014).
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NH Pentamidina NH
5H OH
Estibogluconato de sodio (Pentostam) N
R
/P\\/ \/\NL\ N—N
(0] OH
o /
Miltefosina F

N—N
&0
HO 0, N
HO -
NH; | HzN Fluconazol
‘ O: OH
HO

(o]
Anfotericina B
HO ' OH

Figura 17. Estructura quimica de diversos farmacos leishmanicidas.

Como el arsenal terapéutico para tratar la leishmaniasis es reducido y ademas se ve
amenazado por el desarrollo de resistencias y la pérdida de eficacia de los farmacos
disponibles, hay numerosos compuestos que se encuentfaseede investigacion
Generalmente se trabaja con dianas farmacoldgicas que estén relacionadas con rutas
bioquimicas y metabdlicas esenciales para la supervivencia del parasito, y que presenten
diferencias estructurales o funcionales significativas en comparacion con las
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correspondientes estructuras de mamiferos. Por ello, se investigan compuestos que
afecten a la biosintesis de folato, el metabolismo de purinas, de tioles o de poliaminas,
la actividad de cistein proteasas, la ruta glucolitica o la biosintesis de acidos grasos y de
esteroles (revisado por Castillo et &010; revisado por Rajasekaran y Chen, 2015).

Entre los multiples compuestos que han mostrado actividad leishmainicitieo
se encuentran la buparvacuona, la doxorubicina, algunas chalconas, flavonoides,
alquilfosfocolinas, bifosfonatos, sesquiterpenos, quinolinas, nitroimidazoles,
compuestos bispiridinicos o farmacos que interfieren con el metabolismo del ergosterol,
como el posoconazol y la amiodarona (Polonio y Efferth, 2008; Richard y Werbovetz,
2010; GOmez-Péregt al, 2014; Sundar y Chakravarty, 2015b). Sin embargo, teniendo
en cuenta que la leishmaniasis es una enfermedad olvidada, no resulta extrafio que sean
muy pocos los compuestos que han alcanzado la fase Il de los ensayos clinicos. Tal es el
caso de lasitamaquina, un analogo de la primaquina de administracion oral cuyo
desarrollo clinico se ha detenido por su baja eficacia (Sundar y Chakravarty, 2015a), o
el fexinidazol, que es un nitroimidazol que también podria ser efectivo frente a la
tripanosomiasis africana (Sundar y Chakravarty, 2015b).

Por altimo, conviene destacar que la OMS ha recomendado en los ultimos afios el
empleo dderapias combinadasde farmacos leishmanicidas con el objetivo de reducir
las dosis, la duracion, el coste y la toxicidad del tratamiento, asi como para mejorar la
eficacia en los casos especialmente complicados y en las coinfecciones con VIH (van
Griensvenet al, 2010; Monge-Maillo y Lopez-Velez. 2013b; Sundar y Chakravarty,
2015a). Otra importante ventaja de las terapias combinadas es que pueden retrasar al
maximo la aparicién de resistencias, por lo que se consideran de gran utilidad para
prolongar la vida terapéutica de los farmacos ya existentes (Bryceson, 2001; Sundar,
2001; Croftet al, 2006; den Boeet al, 2009; van Griensveat al, 2010). Usando
compuestos que presenten interacciones sinérgicas se logra disminuir el tamafio de la
poblacion parasitaria y se reduce la tasa de resistencia, ya que la probabilidad de
desarrollar simultdaneamente resistencia a varios tipos de acciones farmacologicas es el
producto de las probabilidades de desarrollar resistencia a cada una por separado
(Anderson, 2005). No obstantegishmania es capaz experimentalmente de desarrollar
resistencia a las combinaciones de diferentes farmacos leishmanicidas (Garcia-
Hernandez et al2012).

El tratamiento de eleccion para la LV en el Este de Africa y en Yemen en la
actualidad es una combinacion de antimoniales pentavalentes y paromomicina durante
17 dias (Sundar y Chakravarty, 2015a). También se han obtenido muy buenos
resultados con el empleo de anfotericina B liposomal y miltefosina o paromomicina, y
con la combinacién de miltefosina y paromomicina (Suedal, 2008; Sundaet al,
201l1a y b). Estas ultimas combinaciones, junto con el empleo de una dosis Unica de
anfotericina B liposomal, constituyen el tratamiento de eleccion frente a la LV en el
subcontinente indio (Sundar y Chakravarty, 2015a).

11.10. Generacioén de resistencias a farmacos

Como se ha visto en el apartado anterior, es relativamente frecuente que aparezca
fallo terapéutico en las zonas endémicas de leishmaniasis. Esto puede deberse a factores
gue dependen del parasito responsable de la infeccién o a otros factores, como pueden
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ser un tratamiento inadecuado, una alteracién en la farmacocinética del farmaco, una
reinfeccion o alteraciones de la respuesta inmune del paciente (revisado por
Vanaerschot et gl2014).

La resistencia a farmacoses una de las principales probleméticas con las que se
enfrenta la quimioterapia frente a las enfermedades infecciosas. Este fenOmeno se
define como la disminucion de la eficacia de los farmacos sobre poblaciones celulares
que previamente eran sensibles.Eeshmania, la resistencia puede ser natural, como
la observada eh. braziliensisa miltefosina (Sanchez-Cafieteal, 2009), o adquirida,
gue es la que pueden desarrollar los parasitos al ser expuestos a dosis subdptimas de los
farmacos (Croftet al, 2006; Croft, 2008). En muchas ocasiones, el mecanismo de
resistencia a farmacos es multifactorial. La aparicion de cefdasistenania resistentes
a farmacos y su propagacion, especialmente en el ciclo antroponético, aumenta la
posibilidad de que se generen parasitos con resistencia multiple a otros farmacos.

Existen diversos mecanismos que se pueden asociar directamente con la resistencia
a farmacos (Fig. 18):

- Disminucion de los niveles del farmaco en el sitio de actuacién. La primera barrera

de resistencia se situa a nivel de la membrana plasmatica, por lo que la resistencia se
puede deber a la reduccion en la permeabilidad de la membrana, que puede explicarse
por alteraciones en la composicion de la membrana plasmatica o por la disminucién en
la expresién, mutaciones o pérdida del transportador encargado de la entrada del
farmaco al parasito (Mandat al, 2010; Pérez-Victoriat al, 2003a y b, 2006a y b).

Otros mecanismos que reducen la concentracion intracelular del farmaco son el
aumento de su eflujo hacia el medio extracelular mediado por transportadores (Sauvage
et al, 2009; Kedziersket al, 2009), su inactivacion por secuestro o metabolizacion
(Ashutosh et aJ 2007) o, en el caso de profarmacos, la ausencia de su activacion.

- Amplificacion de los genes que codifican para la diana terapéutio@everleyet
al., 1984) omutaciones puntuales que conllevan cambios en la afinidad por el
inhibidor (Arrebolaet al, 1994). Otro posible mecanismo esalaplificacion génica
de las dianas que constituyen una via alternativa a la inhibid@Papadopouloet al,
1992).

- Incremento de los sistemas de reparacion del dafio provocado por el farmaco
(Ashutoshet al, 2007), como puede ser la induccién de genes de respuesta a estrés y
que puede dar como consecuencia la capacidad de evadirse de la apoptosis €Vergnes
al., 2007).
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Figura 18. Principales mecanismos de resistencia a farmacosL eishmania.

En nuestro laboratorio se ha demostrado gisobreexpresion de la glicoprote-
P/MDR1/ABCB4(Pgp) deLeishmaniauna bomba de eflujo de farmacos perteneci
a la familia de transportadores ABC, confiere un fenotipesistencia cruzadi a
farmacos muy similar al descrito para la Pgp humana. fenotipo se revierte cc
diferentes inhibidores que también bloguean al ortélogo humano -Victoria et al.,
2001a; Kennedyt al, 2001; Corté-Selvaet al, 2004; Pérextictoria et al, 2006c;
Delgado-Méndez et gl2008; Jiméne-Alonso et al, 2008).

Se han descrito diversos mecanismos de resistelantimoniales pentavalente.

El principal esta relacionado con la disminucion del farmaco en el interior del pe
lo que puede lograrse de diversas maneras: descenso en la incorporacion me la
acuagliceroporina JAQP1 (Mande et al, 2010), aumento del secuestro y eflt
dependiente de tioles mediadpor algunos transportadores AB tales como
MRPA/ABCC3, de especial relevancia en clinica, o AE (Mukherjee et al, 2007;
Leprohonet al, 2009 Manzancet al, 2013) inhibicion de la activacion del farmacc
inactivacion mediante metabolismo (Ashutet al, 2007).

El metabolismo de los tioles juega un papel central en la defensa contra
causado por el estrés oxidativo producido los antimoniales. Por ello, no es
extrafiar que algunas lineas resistentes presenten amplificacion de genes codifit
algunas de las enzimas implicadas en la formacién de los precursores del trip
como la GGCS +fglutamilcisten sintetasa) yla ODC (ornitina descarboxilas:
presentando incrementos significativos de los niveles de tioles intracelulares (A:
et al, 2007). Ademas, la sobreexpresion de la triparredoxina y la triparrec
peroxidasa, claves en la detoxificacion de peios, también se ha observado
aislados clinicos déeishmaniaresistentes a estos compuestos (Wyet al, 2010).
Otros efectos que se han relacionado con resistencia en aislados clinicos |
modificaciones en el citoesqueleto y la sobreexprese algunas proteinas de choc
térmico (Ashutosh et g12007)

-53 -



Introduccion

Aunque la resistencia clinicaaafotericina B es poco frecuente, se ha descrito un
aislado clinico resistente al farmaco con mayor fluidez de la membrana plasmatica y
ausencia de ergosterol, reduciéndose asi la afinidad por el compuesto, y que presentaba
ademas sobreexpresion de la Pgp y una regulacion positiva de la ruta metabolica de la
triparredoxina (Purkaiet al, 2012). En otras lineas resistentes se han encontrado
aumentos de proteinas de choque térmico, proteinas involucradas en la neutralizacion de
ROS (Brothertonet al, 2014), como la ascorbato peroxidasa (APX), una enzima
ausente en humanos que transforma gD,Hen agua y que protegeria del estrés
oxidativo y la muerte celular inducida por el farmaco (Kusgtaal, 2014), asi como un
incremento del regulador de informacion silenciado 2 (Sir2), proteina que participa en la
regulacion de Pgp, la concentracion de ROS y la muerte celular similar a la apoptosis
(Purkait et al, 2015).

Los parasitos resistentepantamidina no acumulan el farmaco en la mitocondria,
requisito necesario para que éste pueda actuar, y expulsan al exterior celular la fraccion
que se encuentra en el citoplasma (Basslial, 2002), proceso en el que estaria
implicado el transportador PRP1 (ABCC7), localizado en vesiculas intracelulares
(Coelho et al 2007).

Existen pocos estudios sobre los mecanismos de resistepai@rmomicina en
Leishmania. Recientemente se ha propuesto que la resistencia a este compuesto puede
ser un fendmeno multifactorial en el que se producen cambios en la fluidez de la
membrana, una disminucién en la acumulacién del farmaco y una mayor tolerancia a los
mecanismos de defensa del hospedador, y en el que estarian involucrados
transportadores ABC como la Pgp y MRPA, y proteinas implicadas en la defensa frente
al estrés nitrosativo (Bhandari et,&1014).

Por ultimo, se han descrito diversos mecanismos de resisteniigefasina, que
incluyen defectos en la entrada del farmaco al parasito, aumento del eflujo y tolerancia a
la muerte celular inducida por el farmaco, y que seran descritos con detalle en el
siguiente capitulo de esta tesis doctoral.

Ademas, recientemente se ha demostiaddtro la posibilidad de generar lineas
resistentes a las diferentesmbinaciones de farmacosgjue se estan empleando en la
actualidad frente a la leishmaniasis (Garcia-Hernareteal, 2012). Estas lineas
presentan un aumento de los niveles totales de tioles intracelulares y son capaces de
mantener el potencial de la membrana mitocondrial y los niveles de ATP. Ademas, se
han observado cambios en la fluidez de su membrana plasmatica y adaptaciones
metabdlicas que les permiten protegerse tanto del estrés oxidativoetBadrg2015)
como de otras condiciones de estrés, presentando una mayor capacidad de supervivencia
en el interior de los macréfagos (Garcia-Hernandez ,2@il5).
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[l. MILTEFOSINA

[11.1. Introduccién historica

La miltefosina (MLF) es el unico farmaco comercializado en la actualidad con
reconocida eficacia por via oral en el tratamiento de la LV y, junto con los azoles, en el
de la LC (Monge-Maillo y Lopez-Vélez, 2015).

Su actividad leishmanicida se observo en los afios 1980 (€raft, 1987), de
manera independiente, pero simultanea, al descubrimiento de su actividad
anticancerigena (revisado por Croft y Engel, 2006). Inicialmente, la MLF se seleccion6
para su desarrollo clinico como farmaco de administracién topica en las metéstasis
cutaneas en pacientes con cancer de pecho, registrado com§ KSheoxrenburgt al.,
2000), y de administracion oral frente al tratamiento de tumores sélidos, abandonandose
en los ensayos clinicos en fase Il debido a sus efectos adversos gastrointestinales dosis-
dependientes (Sindermann y Engel, 2006).

Tras los buenos resultados obtenidiosvitro con el empleo de MLF frente a
Leishmania y los valores altos de biodisponibilidad obtenidos en estudios preclinicos, se
estudié su actividad leishmanicida por via oral en animales de experimentacion,
mostrando mayor eficacia que con la administracion intravenosa estandar de
estibogluconato sédico (Kuhlencoetlal, 1992). Posteriormente, los buenos resultados
obtenidos en la fases clinicas Il y Il realizados en la India frente a la LV (Setralar
1998 y 2002), condujeron al desarrollo de una colaboracion especial entre la empresa
farmacéutica alemana Zentaris GmBH, el Gobierno Indio y un programa en el que
participaron el Banco Mundial, el Programa de las Naciones Unidas para el Desarrollo y
la OMS, dando como resultado la aprobacion de la MLF en la India en 2002 bajo el
nombre de Impavidd(Engel, 2002). El desarrollo clinico de la MLF y su aprobacién en
diferentes paises endémicos de leishmaniasis han continuado desde entonces, tanto en
régimen de monoterapia como en terapia combinada, con la colaboracion, entre otros,
de Médicos Sin Fronteras, la Iniciativa Medicamentos para Enfermedades Olvidades
(DNDI) y los gobiernos nacionales (Do al, 2012a). En 2002 la MLF se catalog6
como medicamento huérfano por la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) y en
2006 por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) de Estados Unidos
(Dorlo et al, 2012a). Ademas, actualmente esta incluida en la Lista Modelo de
Medicamentos esenciales de la OMS (OMS, 182 lista, 2013), y se ha recomendado
como farmaco de primera eleccion en regiones endémicas de la India, Nepal y
Bangladesh, donde es muy usado en la actualidad (Batjaila 2012; Ostyret al,

2014).

[11.2. Caracteristicas quimicas de la miltefosina

La miltefosina o hexadecilfosfocolina {{E14sNO4P; Pm = 407,57 g/mol) pertenece
al grupo de las alquilfosfocolinas, constituido por ésteres de fosfocolina y alcoholes
alifaticos de cadena larga. Estos compuestos estan relacionados estructuralmente con el
grupo de los alquil-lisofosfolipidos, en los que el esqueleto de glicerol presente en los
fosfolipidos se sustituye por una simple cadena alquilica (Dorlo @04lRa).
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La MLF presenta caracteristicas de tensioactivo anfétero, estando compue
una cadena hidrofébica de 16 carbonos y una cabeitterionica con un grup
fosforilo negativo (pKas 2) y una colina positiva permanentemente cargada (Fig
Se trata ademas de una molécula anfipatica que posee una concentracion mice
de 8-12uM. Es facilmente soluble en disolventes acuos organicos. Su solubilide
en agua y PBS es superior a 2,5 mg/ml, mientras que en etanol y DMSO es d
0,8 mg/ml, respectivamen
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Figura 19. Estructura quimica de miltefosina y otros farmacos relacionadc

Se ha estudiado la actividad leishmanicida de otros compuestos relaci
estructuralmente con la MLF, diferenciandose de ésta en la longitud de la
alquilica, la presencia del esqueleto de glicerol o la distancia entre los atomos ¢
(Croft et al, 2003). Algunos de ellos, como la perifosina, que es tal una
alquilfosfocolina, y la edelfosina, que pertenece a las alquilglicerofosfocctambién
conocidas como éteres lipidicos (Brachwitz y Vollgraf, 1 (Fig. 19) har demostrado
tener wma importante actividad leishmanicida en enszin vitro e in vivc (Cabrera-
Serra et al 2007 y 2008; Vare-M et al., 2012).

111.3. Farmacocinética de la miltefosine

Los estudios realizados sobre el mecanismabsorcionde la MLF han mostrac
que, con concentraciones inferiores aubl (20,4 ug/ml), este compuesto atraviese
epitelio gastrointestinal principalmente mediante un transporte pasivo paracel
saturable e independiente del pH. Con concentraciones ores, la absorcion ¢
saturable, lo que sugiere la existencia de alguna proteina transportadora et al,
2007a y b). Es probable que ambos mecanismos participen normalmente en la a
gastrointestinal de la MLF (Dorlet al, 2012a).
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La biodisponibilidad absoluta de la MLF administrada por via oral no se ha
determinado en humanos porque podria causar hemolisis tras su administracion
intravenosa (Kottinget al, 1992). El valor de este parametro es del 82% en ratas y del
94% en perros. Cuando se aplica el modelo bicompartimental, que es el que suele usarse
para describir la farmacocinética de la MLF, la semivida de absorggine@dtimada es
de 1,67 h (Dorloet al, 2012c). Se ha observado que la concentracion maxima de MLF
en sangre (Cmax) se alcanza en adultos el dia 23 de tratamientg/rf¥)) mientras
queen nifios esto sucede entre los dias 23 y 2adaal) (Berman, 2008; Dorlet al.,
2012a).

El modelo bicompartimental abierto indica que, una vez que alcanza la circulacion
sistémica, laistribucion del farmaco es directa y rapida en el compartimento central,
mientras que parte del farmaco se distribuye de forma mas lenta a los tejidos periféricos.
En ensayos realizados con animales de experimentacion, se ha observado que la
distribucion de la MLF es amplia, llegando a numerosos tejidos y alcanzando las
mayores concentraciones en el higado, los pulmones, los rifiones, el bazo, las glandulas
adrenales y la piel (Breiset al, 1987; Marschneet al, 1992; Sindermann y Engel,

2006). Es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica, aunque se desconoce en qué
grado lo hace (Dorlet al, 2012a). Por otro lado, como la MLF ha demostrado ser
teratdgena en animales de experimentacion (Sindermann y Engel, 2006), no se ha
estudiado en humanos si atraviesa la placenta ni si se excreta por la leche materna, pero
es de esperar que ambas cosas sucedan a tenor de sus propiedades fisicoquimicas (Dorlo
et al, 2012a).

La MLF presenta una elevada union a proteinas plasmaticas, con un porcentaje de
unidon que varia entre el 96% y el 98%, y es independiente de su concentracion en
plasma. De esta fraccion, el 97% va unida a albumina y el 3% restante a lipoproteinas
de baja densidad (Kotting et, 41992).

No se ha observadmetabolismo oxidativo de la MLF mediado por el citocromo
P450 (CYP) (Sindermann y Engel, 2006), por lo que no se espera que existan
interacciones con otros farmacos a este nivel. La principal, y posiblemente Unica, via
metabdlica de la MLF parece estar mediada por las fosfolipasas C y D éDadlp
2012a). Practicamente el 100% de la cantidad administrada de MLF es eliminada por
metabolizacion, aunque ésta ocurre de manera lenta. Se ha observadexgueciéan
de MLF inalterada en orina es muy baja, siendo inferior al 0,2% de la dosis
administrada en el dia 23 de tratamiento. Ademas, no se espera que exista excrecion
fecal, aunque este proceso no se ha investigado clinicamente en humanost(&lgrlo
2012a).

Con todo, la caracteristica farmacocinética mas destacable de la MLF es su elevada
vida media en el organismo, lo que conduce a una acumulacion del farmaco durante el
tratamiento. El estado estacionario no se alcanza hasta la ultima semana de tratamiento
(Fig. 20), durante la cual se podrian monitorizar las concentraciones plasmaticas para
conocer el grado de cumplimiento del tratamiento (Detlal, 2012a). Aplicando el
modelo bicompartimental, la MLF tendria una vida media inicial de eliminacién de 7,05
dias y una vida media final de 30,9 dias (Deti@l, 2008b). La falta de adherencia al
tratamiento y la larga vida media de la MLF podrian tener importantes consecuencias,
ya que podrian contribuir a la seleccion de parasitos resistentes al farmaco (Bryceson,
2001).

-57 -



Introduccion

Final del
tratamiento
~ 100000.0
E
nz.n [] Intervalo de confianza al90%
= 10000.0 —— Concentracién media predicha
c
g _
= 1000.0 &
E Tl
Lo
-U -
3
= 100.0
=
g
=
= 10.0 4
o
2
S
£
§ 1.0
=
=] :
“ ;
0.1 - T T T T
0 50 100 150 200
Tiempo (dias)

Figura 20. Concentracion plasmatica de miltefosina predicha por el modelo bicompartimentdla

curva se construyd a partir de 382 datos procedentes de 31 pacientes con LC (causadajogr

todos ellos tratados con 150 mg de miltefosina al dia durante 28 dias. El area gris representa el intervalo
de confianza al 90% para la concentracion media. Tomada dedbatlp2008b.

l11.4. Mecanismo de accion de la miltefosina

Existe bastante similitud entre los mecanismos de accidn anticancerigena y
leishmanicida propuestos para la MLF, si bien no estan del todo elucidados en ambos
casos. Parece que el efecto del farmaco depende mas de la duracién del tratamiento que
de la concentracion alcanzada (Daetoal, 2014). En cualquier caso, para que la MLF
sea efectiva, en primer lugar debe entrar en el parasito y acumularse dentro de él (Pérez-
Victoria et al., 2006b). Se ha observado que la MLF puede alterar las membranas de los
organulos intracelulares deeishmania, integrandose en ellas e incrementando su
dindmica molecular a causa de un efecto similar al de un detergente (Croft y Coombs,
2003; Barrattet al, 2009; Moreiraet al, 2014), pero se desconoce cOmo es Su
distribucion intracelular o si existe algun organulo en el que se acumule (Gatrelrro
2013). Aun asi, esta claro que su acciéon leishmanicida tiene lugar dentro del parasito y
los experimentos realizados hasta la fecha indican que ésta podria llevarse a cabo de
diferentes maneras (Fig. 21).

- 58 -



Miltefosina

Miltefosina unida a Miltefosina libre
proteinas (96-98%) (2-4%)

- o

Macrofago e —

inmunomoduladores

¥ composicion de la
membrana: |PC tPE

i Susceptibilidad a la infecciony
supervivencia del macréfago?

Figura 21. Mecanismo de accion leishmanicida de la miltefosir

La MLF se transporta a nivel plasmético fundamentalmente mediante su unién a albamina, q
como reservorio del farmaco. Se desconoce si su entrada al macréfago se produce de forma
forma activa. Aunque su mecanismo de accién no esta ente aclarado, existen evidencias de qt
accion leishmanicida de la MLF tiene lugar en el interior del parasito. Para que tenga lugar, el
debe ser incorporado pbeishmanii, lo que sucede principalmente mediante un transporte activo |l
a cabo por el complejo MRos3. A nivel del parasito se ha observado que este farmaco al
metabolismo lipidico y la composicion de la membrana plasmatica. Ademas, inhibe la activid:
citocromo ¢ oxidasa y desencadena el proceso similar a la sis que origina la muerte del paras Al

margen de estos efectos, a nivel del macrofago se han descrito diversos efectos inmunomodula
MLF que parecen contribuir a su accion leishmanicida, como el aumento de la respuesta citotox
el aunento en la produccién de determinadas citoquine-inflamatorias. En estas acciones podria ¢
implicada la interaccion de la MLF con el receptor del factor activador de plaquetas (PAF). Por o
se ha observado en células humanas que la MLIce la apoptosis mediante la inhibicién de la

PI3K-Akt, una inhibicién que ademas conlleva que los macréfagos sean sensible a la infeccion
por Leishmania Adaptada de Dorlet al., 2012a.

Por ejemplo, wisten grandes evidencias de que la Naltera el metabolismo
lipidico de LeishmaniaBarrattet al, 2009; Imberet al, 2012), lo que podria afecta
las rutas de sefializacion celular dependientes de lipidos. Se han observadc
moderados sobre el metabolismo de fosfolipidos y sobrcomposicion de |
membrana plasmatica, de manera que los parésitos presentan una disminuci
cantidad de fosfatidilcolina (PC) y un aumento en la de fosfatidiletanolamine
(Rakotomangat al, 2007). Ademas, se ha observado un incremento deenido de
colesterol y una gran disminucion del conterde esteroles alquilados er-24, lo que
indica que el metabolismo de esteroles posiblemente sea una diana para
(Rakotomangat al.,, 2005).Leishmaniano es capaz de sintetizar colesterol, lo que
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su aumento podria deberse a un aumento en su captacion del medio externo
(Rakotomangeet al, 2007). Es interesante resaltar que la MLF también afecta al
metabolismo lipidico de las células de mamiferos, habiéndose observado, entre otros
efectos, una reduccion en la biosintesis de PC y un aumento en la de colesterol
(Carrascoet al, 2008; revisado por Marcet al, 2014). Otras alteraciones en el
metabolismo déd.eishmania que se han observado tras el tratamiento con MLF son el
aumento en los niveles de alcanos, azucares y nucleétidos (Vincen26tia).

A nivel mitocondrial, la MLF inhibe eheishmania, de manera dosis-dependiente,
la actividad de l&itocromo ¢ oxidasa, enzima que participa en la cadena de transporte
de electrones, lo que origina una reduccion del potencial de la membrana mitocondrial y
un significativo declive de los niveles de ATP intracelular (Luque-Ortega y Rivas,
2007). En levaduras se ha observado que la inhibicion de la citocromo ¢ oxidasa induce
muerte celular similar a la apoptosis (Zuo et2011).

Precisamente, esf@oceso similar a la apoptosises el que finalmente causa la
muerte del parasito tras el tratamiento con MLF (Raral, 2004; Verma y Dey, 2004;
Alzate et al, 2008). Este proceso se produce de forma dosis y tiempo dependiente
(Mishra y Singh, 2013), y se debe a que el farmaco aumenta los niveles de especies
reactivas de oxigeno (ROS), lo que conduce a un aumento del estrés oxidativo,
alterAndose el metabolismo de poliaminas (Vinetrdl, 2013; Canutet al, 2014) y
el potencial de la membrana mitocondrial, liberandose al citoplasma el citocromo c y la
superoxido dismutasa A mitocondrial de hierro (FeSODA) (Getachew y Gedamu,
2012), y produciéndose finalmente la fragmentacion del DNA nuclear (Meteah
2011; Das et al 2013).

En células humanas, la MLF induce la apoptosis por inhibicion de la ruta PI3K-
Akt/PKB (Ruiteret al, 2003; Chakrabandhet al., 2008). Se ha observado que, cuando
se inhiben las fosfatidilinositol-3-quinasas PI3k-PI3K-3, los macréfagos son menos
susceptibles a la infeccion phrishmania mexican@.iu et al, 2009; Cummingst al,
2012) por lo que, como accion adicional, la MLF podria hacer que estas células sean
mas resistentes frente a estos parasitos (Dorlo, &(dlI2a).

En modelos animales se ha descrito que la accién leishmanicida de la MLF no es
dependiente de células T ni de activacion de macrofagos (Murray y Delph-Etienne,
2000). Ademas, no afecta a la maduracidn de las células dendriticas, esenciales para el
comienzo de la respuesta inmune frenteeshmania (Griewanlet al, 2010). Segun
estos datos, a diferencia de los antimoniales pentavalentes, las acciones principales de la
MLF serian independientes del sistema inmune; de hecho, ha mostrado actividad en
ratones con inmunodeficiencia combinada severa (Esaibal, 2001). Por ello, se
sugiri6 que este farmaco podria usarse para tratar la leishmaniasis en pacientes
deficientes en células T, tales como los enfermos con SIDA. Este empleo se podria ver
favorecido ademas por un reciente hallazgo, ya que se ha observado que la MLF
puede reducir la replicacion del VIH tipo 1 en células dendriticas y células CD4 (Garg y
Tremblay, 2012).

Sin embargo, la MLF podria tengropiedades inmunomoduladoras que
contribuirian a su accion leishmanicida, aunque se desconoce la importancia de las
mismas. La MLF parece modular la actividad de los macr6fagos en humanos, pudiendo
inducir la destruccion del parasito (Wadhateal, 2009). Se ha observado que también
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induce la liberacién de diversas citoquinas pro-inflamatorias (Hocréaudh, 1992;

Zeisig et al, 1995; Hilgardet al, 1997; Eue, 2002; Mukhopadhyay al, 2011).
Ademaés, en los macréfagos infectados, la MLF restaura la sensibilidad al intgrferon-
(IFN-y), potenciando la actividad de los receptores a estguina activadora de
macrofagos, y restaura el equilibrio Th1/Th2, promoviendo la respuesta citotoxica Thl
dependiente de IL-12 (Wadhoatal, 2009). Por otro lado, se ha investigado el posible
papel que desempefia en la actividad de la MLF el receptor del factor activador de
plaguetas (PAF), un mediador inflamatorio que comparte algunas caracteristicas
estrucutrales con la MLF. Al bloguear la actividad de este receptor en macréfagos se ha
observado un descenso en la produccion deylyN-NF-a, dos citoquinas importantes
enla respuesta inmune frenteLaishmania, y un descenso en la union de un analogo
fluorescente de MLF y en la actividad leishmanicida de la MLF (Gangaluat,

2015).

Aparte de sus acciones anticancerigena y leishmanicida, la MLF también ha
mostrado actividad contra otros protozoos parasitogénosomap., Entamoebasp.,
Acanthamoeba spTrichomonas vaginalls asi como contr&chistosoma mansogi
algunas bacterias y hongos patogenos (revisado por Paehi@ni2013). Finalmente,
se ha observado que inhibe tanto la activacién de los mastocitos como la liberaciéon de
los mediadores que producen (Webéal, 2009), por lo que se investiga su uso por via
topica para el tratamiento de las enfermedades mediadas por estas células, como la
mastocitosis, la urticaria o la dermatitis atopica (Maatel., 2013).

[11.5. Eficacia de la miltefosina en el tratamiento de la
leishmaniasis

Como se ha comentado anteriormente, la MLF se aprobd en 2002 para su uso en la
India contra laLV, presentando un porcentaje de cura del 94-95% en los ensayos
clinicos en fase Ill y IV (Sundaat al, 2006; Bhattacharyet al, 2007), si bien esta tasa
se ha visto reducida con su empleo posterior por la aparicion de recaidas ésahdar
2012; Rijalet al, 2013). En Bangladesh, donde la MLF se introdujo posteriormente, la
tasa de curacion observada es del 85% (Ralenah, 2011). En el Este de Africa, la
eficacia de la MLF frente a la LV ha sido moderada, con una tasa de curacion del 75,6%
en pacientes inmunocompetentes (Ritmedjesl, 2006). En los paises mediterraneos y
en Latinoamérica los datos obtenidos al respecto son aun escasos (Monge-Maillo y
Lopez-Vélez, 2015). La eficacia del tratamiento parece ser superior en adultos que en
nifios, un grupo de poblacion muy afectado por la LV (Bhattachergh, 2004) pero
que se ha estudiado muy poco en los ensayos clinicos realizados hasta la fecha (Ostyn
al., 2014). Por otro lado, se ha observado también una gran eficacia (96,6%) de la MLF
frente a la PKDL (Sundar et.aR015).

La MLF también se estda empleando terapia combinada frente a la LV. Al
respecto, se estan realizando algunos ensayos clinicos controlados en varias zonas
endémicas, como el sureste asiatico y el este de Africa (Bbeb, 2012a; Sundar y
Chakravarty, 2015a). En la India se ha observado que, si se combina la MLF con una
Gnica infusion intravenosa de anfotericina B liposomal (5 mg/Kg), la duracion del
tratamiento con MLF puede pasar de 28 a 7-14 dias sin que se afecte su eficacia.
(Sundaret al, 2008; Sundaet al, 2011b). También se ha obtenido alta eficacia en un
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tratamiento combinado de 10 dias de duracion de MLF e inyecciones de paromomicina
por via intramuscular (11 mg/Kg) (Sundar et 2011a).

Los resultados obtenidos en el tratamienteaefecciones con VIHson escasos y
dificiles de interpretar (revisado por Dodbal, 2012a; Monge-Maillo y Lopez-Vélez,
2015), pero poco prometedores, puesto que hay un alto porcentaje de recaidas (revisado
por Monge-Mailloet al, 2014). Sin embargo, la larga vida media de este farmaco y la
ventaja que supone su administracion oral podrian favorecer su empleo con fines
profilacticos (Monge-Maillo y Lopez-Vélez, 2015).

Su eficacia frente a [&C en el Viejo Mundo es variable, aunque los ensayos
clinicos realizados son escasos (Monge-Maillo y Lopez-Vélez, 2015). En diferentes
regiones de Latinoamérica su eficacia ha resultado ser bastante inferior a la mostrada
frente a la LV, presentando ademas una alta variabilidad dependiendo de la zona
estudiada. Asi, el porcentaje de cura observado con el tratamiento de MLF oral frente a
Leishmania braziliensisn Guatemala es del 33% (Satioal, 2004), mientras que en
Colombia, Bolivia y Brasil alcanza el 50, 70 y 75%, respectivamente ¢balo 2009;

Vélez et al, 2010; Machadcet al, 2010). Existe una elevada variabilidad en la
sensibilidad a MLF entre las distintas especied.eishmaniacausantes de LC; por
ejemplo, en otro estudio realizado en Colombia, donde es campanamensisse

obtuvo una tasa de curacion del 91% (Sett@l, 2004). De hecho, la Organizacién
Panamericana de la Salud recomienda el empleo de la MLF para la LC causiada por
panamensiy/ L. guyanensigOPS, 2013). Sin embargo, se considera que, en general,
los ensayos clinicos realizados son de poca calidad y que se necesita un disefio mejor de
los mismos para poder estudiar con garantias el efecto de la MLF sobre la LC (Gonzalez
et al, 2010; Dorloet al, 2012a). Los resultados obtenidos frente &eishmaniasis
cutanea difusason poco alentadores (Zergiaal, 2007; Sundar y Chakravarty, 2015a).
También se ha usado MLF por via tépica (Mifteypara tratar la LC, pero no hay
ensayos clinicos publicados sobre su eficacia (Dorlo.g2@12a).

Por otro lado, frente a laMC , en Bolivia se han obtenido resultados equivalentes
con el empleo de MLF oral y de anfotericina B intravenosa, por lo que se ha sugerido
qgue la MLF podria ser el tratamiento de eleccién para esta forma de la enfermedad
dificil de tratar (Sotoet al, 2007). Todavia no se ha establecido un régimen de
tratamiento apropiado, pero parece que se obtienen mejores resultados cuando éste es de
larga duracién (Soto et.aR009; Monge-Maillo y Lopez-Vélez, 2015).

Por ultimo, hay que destacar que la MLF también se emplea para el tratamiento de
la leishmaniasis canina. Debido a la frecuente aparicion de recaidas si se usa en
régimen de monoterapia (Manetal, 2008; Andradet al, 2011), actualmente suele
combinarse una dosis de MLF de 2 mg/kg de peso durante 28 dias con alopurinol
durante al menos 6-12 meses (Noli y Saridomichelakis, 2014). Se ha observado una
eficacia clinica del 60-90% en régimen de monoterapia (Mettab, 2009; Woerlyet
al., 2009). La combinacién de MLF y alopurinol es mas activatro que la MLF sola
(Farcaet al, 2012) y ha mostrado tener una eficacia clinica similar a la que posee el
tratamiento estandar basado en antimoniato de meglumina y alopurinol giVato
2009). Sin embargo, esta combinacién tampoco elimina por completo la carga
parasitaria (Mannat al., 2009).
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[11.6. Caracteristicas del tratamiento con miltefosina y efectos
adversos

El efecto de la MLF y el consiguiente éxito terapéutico dependen dladaion
del tratamiento (Dorlo et al, 2014). El tratamiento estandar en régimen de
monoterapia dura 28 dias, con wsisrecomendada, tanto para LV como LC, de 2,5
mg/kg/dia. Por razones practicas, el Gobierno Indio recomienda la dosis de 100 mg/dia
para pacientes de mas de 25 kg de peso, y 50 mg/dia para los de peso inferiat (Dorlo
al., 2012a). Estas dosis podrian ser insuficientes para los nifios menores de 12 afos, que
se ha observado que tienen mayor probabilidad de sufrir fallo terapéutico ¢Datlo
2014). Para el tratamiento de la PKDL, que requiere un régimen de mayor duracion, se
han obtenido muy buenos resultados tras 12 semanas (Sunda2@1i ).

El farmaco se ha aprobado ya en numerosos paises donde la leishmaniasis es
endémica. Se ha negociado con la OM®unatio preferencial para su uso en los paises
con menos recursos econdmicos, con un coste aproximado de 50 € por tratamiento. En
cambio, en los paises mas desarrollados el tratamiento puede llegar a costar 3.000 €. En
Europa, la MLF solo esta aprobada en Alemania, por lo que para poder emplearse en
Espafia es necesario solicitarla como medicamento extranjero (Eodb 2012a;
Pediamécum, 2015).

La MLF es habitualmente bien tolerada, exceptuando la aparicioefedéos
adversosgastrointestinales, como diarreas, vomitos, nauseas o anorexia (Monge-Maillo
y Lopez-Vélez, 2015). Estos efectos se reducen drasticamente al ingerir alimentos de
naturaleza grasa de forma conjunta con el farmaco (van &theé] 2010; Dorloet al.,

2011), probablemente sin que se vea afectada su biodisponibilidad (Dor|@61.3h).

Por otro lado, la MLF puede causar ocasionalmente nefro y hepatotoxicidad. Es
rara la aparicion de un cuadro grave de toxicidad renal (Dorlo @04d2a). También es
frecuente el incremento de los niveles de transaminasas (ALT y AST) en la primera
semana de tratamiento, que se ha asociado con la necrosis de hepatocitos dafiados con
anterioridad al mismo (Sindermann y Engel, 2006).

Sin embargo, ebpotencial abortivo y teratogénico de la MLF mostrado en
estudios de toxicidad en animales limita su empleo en la clinica (Sindermann y Engel,
2006), estando fuertemente contraindicada en pacientes embarazadas, por lo que se
deben tomar medidas anticonceptivas en pacientes en edad fértil durante el tratamiento
y entre 2 y 4 meses después del mismo, debido a la larga vida media de eliminacion del
compuesto (Fig. 20) (Dorlo et.aR012b).

[11.7. Variaciones de sensibilidad a miltefosina y recaidas

Las diferentes especies causantes de la leishmaniasis presentan diferencias a nivel
bioquimico y molecular (Cupolillet al, 2000; Quispe-Tintayat al, 2005) que pueden
explicar algunas de las variaciones existentes en la sensibilidad a los farmacos usados
contra la leishmaniasis. En el caso de la MLF hay una significativa variacién de
sensibilidad (Escobaget al, 2002), demostrada vitro en macréfagos infectados a
partir de diferentes aislados clinicos de Perld y Nepal que habian sido sometidos al
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tratamiento con antimoniales (Yardleyt al, 2005). Los aislados de. donovani
procedentes de Nepal presentaron alta sensibilidad a MLF, mientras que los de Perq,
pertenecientes al complejo Hebraziliensis mostraron escasa sensibilidad al farmaco.

En el tratamiento de la LC se ha observado especialmente una gran variabilidad, incluso
dentro de la misma subespecie ldgshmania (Soteet al, 2008). La resistencia al
farmaco puede ser ademas muy heterogénea a nivel de poblacién, puesto que diversos
clones aislados de una misma poblacion pueden presentar genotipos y fenotipos de
susceptibilidad con importantes diferencias (Coethoal, 2012; Hendrickxet al,

2015a).

También se han aislado diversas cepasLdelonovanicausantes de LV con
reducida sensibilidad a MLF, aunque en la mayoria de casos no se ha podido relacionar
el fallo terapéutico con resistencia adquirida al farmaco (Vermrgnals 2007; Kumaset
al., 2009; Sundaet al, 2012; Rijalet al, 2013). Hasta la fecha, solo dos aislados
clinicos, procedentes de pacientes coinfectados por VIH, se han presentado como
portadores de resistencia a MLF (Cojedral, 2012; Hendrickxet al, 2014). Se han
registrado numerosos casos de pacientes inmunocompetentes con LV y LC que fueron
tratados con MLF con éxito en un primer momento pero después sufrieron una recaida
(Calvopinaet al, 2006; Zerpat al, 2007; Pandegt al, 2009; Rijalet al, 2013; Ostyn
et al, 2014). Sin embargo, en los aislados clinicos obtenidos de estos pacientes no se
han podido identificar cepas con una verdadera resistencia a MLF, sino que se habla de
una mayor tolerancia al farmaco, que podria deberse a factores relacionados con el
hospedador, como podria ser su estado inmune, y no con el parasito en si (Bhandari
al., 2012; Prajapatt al, 2013; Rijalet al, 2013; Ostyret al, 2014). Algunos aislados
antes del tratamiento y después del mismo presentaron una diferencia de sensibilidad de
dos veces, pero no se observaron diferencias entre los aislados procedentes de pacientes
qgue se habian curado y los de pacientes que habian experimentado una recaida. De
hecho, se ha observado que no existe necesariamente una correlacion entre el perfil de
sensibilidad de los aislados clinicos antes del tratamiento con MLF y el resultado del
mismo (Hendrickx et a] 2015a).

Recientemente se han observado tasas de recaidas de hasta el 20% en LV tratada
con MLF, las cuales tampoco se han podido asociar a reinfeccion con nuevas cepas ni a
una baja calidad o escasa exposicion al farmaco, puesto que las concentraciones
plasmaticas del farmaco eran similares en pacientes curados y con recaidas €Rijal
2013). Se piensa que estas numerosas recaidas se deben mas bien a un aumento en la
infectividad de los parasitos asociado con un incremento en la poblacion de formas
metaciclicas (Raket al, 2013). Sea cual sea la causa de las altas tasas de fallos
terapéuticos que se estan registrando en los ultimos afios, se esta alertando sobre la
necesidad de actuar con urgencia para prevenir el desarrollo y la propagacion de
resistencias a MLF (Monge-Maillo y Lépez-Vélez, 2015).

[11.8. Resistencia a miltefosina erl_eishmania

Desde que comenz6 el desarrollo clinico de la MLF, son numerosos los estudios
que se han realizado con el objetivo de determinar los mecanismos moleculares que
expliquen las diferencias de sensibilidad entre las diferentes especies o que ayuden a
comprender como los parasitos pueden adquirir resistencia a este farmaco. Por ejemplo,
en nuestro laboratorio se ha descrito que slabreexpresiéon de distintos
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transportadores ABC en Leishmania es causa de resistenaiavitro a MLF. Por
ejemplo, la sobreexpresion A8CB4/Pgp, proteina homéloga a la Pgp/MDR1 humana

y que confiere un fenotipo de multirresistencia a farmacos, origina parasitos resistentes
a MLF y a otros analogos de alquil-lisofosfolipidos (Pérez-Victetial, 2001b) (Fig.

22). Esto se deberia al secuestro del farmaco en vesiculas intracelulares, que
posteriormente se eliminarian por exocitosis, 0 bien a su expulsion directa al exterior a
través de la membrana plasmatica. El empleo de inhibidores de la Pgp elimina este
incremento del eflujo del farmaco y conduce a que éste se acumule en mayor cantidad
dentro del parasito (Pérez-Victoria et, @006c¢).

Por otra parte, la sobreexpresiéon de ABCA1 y ABCA2 produce un descenso en la
acumulacion de analogos de glicerofosfolipidos, aunque los parasitos no son resistentes
a MLF (Parodi-Taliceet al, 2003; Araujo-Santogt al, 2005). Por el contario, la
sobreexpresion de los gend8CG4 y ABCG6 en Leishmania no solo reduce la
acumulacion de analogos de glicerofosfolipidos, sino que también confiere resistencia a
MLF por un incremento en el eflujo del farmaco (Castanys-Mefi@t, 2007 y 2008)

(Fig. 22).
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Figura 22. Mecanismos de resistencia a miltefosina propuestos pdreishmania.

El mecanismo de resistencia a MLFlasishmanigpodria ser multifactorial. En relacion con el transporte

del farmaco, se ha observado el blogueo de la captacion realizada por el complejo MT-Ros3 y el aumento
del eflujo mediado por determinados transportadores ABC. Ademas, en los Ultimos afios se han llevado a
cabo numerosos estudios donde se ha comparado el genoma, el transcriptoma, el proteoma y el
metaboloma de lineas sensibles y resistentes a MLF. Entre las diferencias observadas, puede destacarse la
induccion de algunos genes de respuesta a estrés (Hsp60, Hsp83, stil, Sir2, NADP-ADH) o la
sobreexpresion de proteinas que protegen frente a las ROS (peroxirredoxinfsFESEDA, SOD y

APX) y frente a la apoptosis (PCNA, SKCRP14.1). N, nucleo; K, kinetoplasto. Adaptada de Gatmarro

al., 2013 y Carniellet al., 2014.

En otro orden de cosas, se ha observado que la resistencia a Mleisiemania
puede deberse a una mayor capacidad @atar el proceso similar a apoptosigjue
causa la muerte de estos parasitos al incorporar el farmaco (Vegaés 2007;
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Moreira et al.,, 2011; Mishra y Singh, 2013) (Fig. 22). Cuando se produce esta
resistencia, los parasitos se protegen de la pérdida del potencial de la membrana
mitocondrial, la pérdida gradual de ATP vy la liberacion del citocromo c desde la
mitocondria al citosol (Mishra y Singh, 2013). Ademas, esta adaptacion puede conducir
a un fenbmeno de multirresistencia a otros farmacos que actuan produciendo ROS e
induciendo este tipo de muerte celular, como los antimoniales y la anfotericina B
(Vergnes et a) 2007; Moreireet al, 2011).

El mecanismo de la resistencia clinica a MLF podria ser multifactorial (Fig. 22),
segun se desprende de un reciente estudio proteémico donde se ha visto que lineas
sensibles y resistentes a MLF procedentes de aislados clinicos presentan diferencias de
expresion de proteinas relacionadas con la homeostasis redox, la respuesta al estrés
celular, la proteccion frente a la apoptosis y la translocacién del farmaco (Catnielli
al., 2014). Algunas de estas proteinas ya se habian asociado previamente con resistencia
a farmacos leishmanicidas. Es el caso de la chapétgpé0, que también se ha visto
aumentada en lineas resistentes a antimoniales (Matraegoikh, 2013), y que
pertenece a una clase de proteinas que se ha asociado con la prevencion de la activacion
de la muerte celular programada, mediante la modulacion de mdltiples eventos de las
rutas apoptéticas (revisado por Beere, 2004; Folgueira y Requena, 2007). También se
observé un aumento de la protesid, producida en respuesta a situaciones de estrés
(Hombachet al, 2013) y que forma un complejo cbisp83, una proteina relacionada
anteriormente con resistencia a MLF y antimoniales (Vergesl, 2007) y que
interfiere con el potencial de membrana mitocondrial, reduciendo la muerte celular
programada. Otra proteina que también se habia asociado con proteccion frente a la
apoptosis inducida por la MLF en ese estudioSKE€RP14.1, que es una proteina tipo
calpaina (Vergnes et.ak007).

Volviendo a este reciente estudio proteémico, también se observdé un aumento del
antigeno nuclear de proliferacion celul®&CNA), que participa en la replicacion y
reparacion del DNA, y que también se ha observado aumentado en lineas resistentes a
antimoniales (Kumaet al, 2010; Matrangolet al, 2013). De este modo, los parasitos
podrian hacer frente a la fragmentacion del DNA que tiene lugar durante el proceso
apoptdtico (Carnielliet al, 2014). Por otro lado, se observd un aumento de la
subunidad p de la ATPasa mitocondria] que es el elemento catalitico de un
transportador de Hy que, en levaduras, se ha relacionado con la funcién y regulacién
de un eflujo mediado por transportadores ABC y se ha asociado con multirresistencia a
farmacos (Zhang y Moye-Rowley, 2001).

Otras proteinas que estaban aumentadas en los parasitos resistentes a MLF
analizados en este estudio protedmico fueron la alcohol deshidrogenasa dependiente de
NADP (NADP-ADH), el factor de elongacion 1fEF-1B) y las peroxirredoxinas
mitocondrial y citosdlica (Carnielt al, 2014), todas ellas con un papel importante en
el mantenimiento de la homeostasis redox. La NADP-ADH, también conocida como
NADP aldehido reductasa, cataliza la oxidacion reversible de etanol a acetaldehido
(Reid y Fewson, 1994). En levaduras se ha observado que, en condiciones de estrés
oxidativo, la actividad aldosa reductasa es responsable del 40% de la detoxificacion del
metilglioxal (Gomeset al, 2005). El complejo EF-1fiene, entre otras funciones,
adividad tripanotion-S-transferasa y actividad peroxidasa (Vickeet, 2004). Por su
parte, la sobreexpresion de Ipsroxirredoxinas, que son las principales enzimas
antioxidantes de los tripanosomatidos (Wilkinsginal, 2000), protege de la muerte
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celular programada inducida por peréxido de hidrogeno (Ha&tdal, 2006) y se ha
asociado con resistencia a antimoniales (Matrangio#t, 2013). Relacionado con este
hallazgo, la sobreexpresién de la superdoxido dismutasa A mitocondrial de hierro
(FeSODA) también origina resistencia a MLF (Getachew y Gedamu, 2012). Ademas,
en otro estudio en el que se compard el transcriptoma de una linea sensible y otra
resistente a MLF, realizado mediante PCR en tiempo real, se observo un aumento en la
expresion del gen FeSODA y del gen del regulador de informacion silenci&i@R (
(Mishra y Singh, 2013). Ambos estan involucrados en la respuesta al estrés celular
asociado con la muerte celular por apoptosis.

También se han realizado estudios comparativos mediante microarrays del perfil de
expresion génica de lineas sensibles y experimental o clinicamente resistentes a MLF,
observandose diferencias de expresion de genes relacionados con los mecanismos de
replicacion y reparacion del DNA, la sintesis y degradacion de proteinas, el
metabolismo lipidico y el metabolismo oxidativo, entre otros (Basal, 2013;
Kulshrestheaet al, 2014). Anteriormente se habia visto que la resistencia a MLF altera
el metabolismo de &cidos grasos y de esteroles, cambiando la composicién lipidica de la
membrana plasmatica de los promastigotes, y alterando su fluidez y su permeabilidad,
lo que puede afectar a las interacciones del farmaco con la membrana (Rakottmanga
al., 2005). En un reciente estudio sobre transcriptoma, se comprob6 que una linea
procedente de un aislado clinico resistente a MLF temdgor capacidad para
eliminar las ROS respecto a la linea sensible, presentando mayor actividad superoxido
dismutasa (SOR enzima que convierte el ion superoxido epOfl y ascorbato
peroxidasa APX), que transforma el #, en agua. Estos cambios en la linea resistente
disminuirian el nivel intracelular de ROS, evitando el dafio mitocondrial ocasionado por
la MLF que conduce a la muerte celular por apoptosis (Das €04aRB).

Existen ademas otras proteinas, cuyo mecanismo se desconoce, que también se han
asociado con la resistendia vitro a MLF. Es el caso del factor de iniciaciéiF4A
(Singh et al, 2008), el producto de un gen que codifica prateina de 299 kDa
(Choudhuryet al, 2008) y la histona 2AH2A) (Singh et al, 2010).

Ademas, cabe destacar otro estudio realizado con el objetivo de buscar otros genes
que pudiesen estar implicados en la resistencia a MLF, que consistié en la secuenciacion
del genoma de distintas lineas resisteritesvitro de L. major. Se observaron
mutaciones en la piridoxal quinasa, una enzima que participa en la formacion de
piridoxal-5-fosfato (vitamina Bactiva). Al transfectar con el gen nativo de la piridoxal
quinasa se obtuvieron parasitos sensibles a MLF, pero se desconoce el papel que podria
jugar esta enzima en la susceptibilidad al farmaco (Coethal, 2012). Ademas,
durante este estudio se encontraron diferentgsciones del transportador de MLF
(MT), una P4-ATPasa que constituye un complejo con una proteina de la familia
Cdc50, cuya importancia en el transporte de MLF y en el desarrollo de resistencia al
farmaco es conocido por nuestro laboratorio desde hace tiempo y cuyos antecedentes se
desarrollaran en el siguiente capitulo de esta tesis doctoral.

Por ultimo, recientemente se estan realizando estudios sobre el impacto de la
resistencia a MLF en el ciclo de vida ldeishmania. Esta resistencia se ha relacionado
en L. major con un incremento de la metaciclogénesis, habiéndose detectado un
aumento de la expresion GHERP, un gen que se expresa casi en exclusiva en las
fases infectivas del parasito. A pesar de ello, esta linea resistente presenté una virulencia
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atenuada respecto a la linea salvaje, lo que indicaria que los parasitos resistentes
desarrollan un menofitnessque los sensibles (Turnet al, 2015). Sin embargo, en

otro estudio realizado con L. donovani se ha observado que los promastigotes resistentes
a MLF toleran mejor que los sensibles situaciones de estrés propias del interior del
macrofago como el pH &cido y altas temperaturas (Garcia-Hernéhddz 2015).

Estos estudios son complementarios a diversos estudios metabolomicos realizados
recientemente, en los que se han podido observar adaptaciones metabdlicas en lineas
resistentes a MLF que tendrian como objetivo hacer frente al estrés oxidativo que se
produce tras el tratamiento con el farmaco (Beral, 2015). Por ejemplo, se ha
encontrado un aumento en los niveles de determinados compuestos de la ruta de las
poliaminas y la biosintesis de tripanotion (arginina, ornitina, citrulina, espermidina,
glutationil espermidina y tripanotion disulfuro) (Canetoal, 2014). En este estudio se
observé ademas un importante aumento en los niveles de numerosos aminoacidos, lo
qgue podria relacionarse con una adaptacion para la supervivencia dentro de la vacuola
parasitofora, de tal manera que los parasitos resistentes podrian manfénessen

un ambiente en el que hay un reducido aporte de aminoacidos.
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V. COMPLEJO DE TRANSPORTE DE MILTEFOSINA
EN LEISHMANIA

IVV.1. Internalizacion de miltefosina enLeishmania

La MLF es un farmaco de administracion oralLgishmaniaes un parasito
intracelular obligado de macrofagos. Por ello, hasta poder ejercer su accidon
leishmanicida, la MLF debe atravesar hasta cinco barreras biolégicas: 1) epitelio
gastrointestinal; 2) endotelio de los capilares sanguineos; 3) membrana del macréfago
(célula hospedadora); 4) membrana del fagolisosoma, y 5) membrana plasmatica del
parasito.

Aunque es posible que la MLF atraviese todas estas barreras de forma parecida
(Gamarro et al 2013), el paso que mas se ha estudiado es el de la membrana plasmatica
del parasito. La MLF se transporta en forma de micelas o unida a albumina, que actla
como reservorio del farmaco. Como la MLF es soluble en agua y puede unirse a
monocapas lipidicas (Rakotomanghal, 2005), se establece un equilibrio entre la
fraccion unida a albumina y la fraccién unida a las membranas celulares (Pérez-Victoria
et al, 2003a). Para poder atravesar la membrana plasmatitzistemania, se ha
observado que la MLF requiere de su anclaje en su cara externa en forma monomérica y
su posterior internalizacion, en un proceso dependiente de energia y de proteinas
(Araujo-Santoset al, 2003; Pérez-Victoriat al., 2003a; Pérez-Victoriat al, 2006b)

(Fig. 23).

Figura 23. Mecanismo de
internalizacion de miltefosina
propuesto paraleishmania.

La miltefosina (MLF), en forma de
micelas o unida a albumina, se
inserta en la cara externa de la
membrana plasmatica en forma
monomeérica y es internalizada hacia
la cara citosolica por una P4-ATPasa
denominada MT, en un proceso
dependiente de ATP. Se representan
las subunidades (MT) y B (Ros3,
perteneciente a la familia de
proteinas Cdc50) del complejo de
transporte de MLF. Adaptada de
Gamarroet al., 2013.

Exterior

Citoplasma
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La MLF y otros compuestos antitumorales como la edelfosina o la perifosina son
analogos sintéticos de lisofosfolipidos y pueden ser transportados mediante proteinas
conactividad flipasa. Esto explica que se observase, inicialmente en levaduras, que la
translocacion hacia el interior de la célula de estos compuestos estd mediada por un
complejo translocasa de fosfolipidos situado en la membrana plasmaticae{kdto
2002; Hansoret al., 2003). También se ha observado que algunas células tumorales
translocan eficientemente MLF y perifosina mediante un proceso dependiente de
energia (Mufoz-Martinezt al., 2008). Ademas, la coexpresion de las proteinas
humanas ATP8B1 y CDC50A promueve la internalizacion de aminofosfolipidos,
edelfosina y perifosina en células tumorales (Mufioz-Martéhes., 2010; Cheset al,

2011).

Al igual que en levaduras, el transporte de MLF también es llevado a cabo en
Leishmaniapor un complejo situado en la membrana plasmatica, que actia como
translocasa de fosfolipidos y que es ademas responsable de la internalizacién de
edelfosina y de analogos de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina
(Pérez-Victoriaet al., 2003b y 2006a). Este complejo inicialmente se describla en
donovaniy estad constituido por una flipasa perteneciente a la familia de las P4-
ATPasas, denominadalMT (L. donovaniMiltefosineTransporter), y potdRos3 (L.
donovaniRos3), subunidad de 363 aminoacidos perteneciente a la familia Cdc50. La
expresion de LAMT es necesaria, pero no suficiente, para que se produzca en la
membrana plasmatica la translocacion de glicerofosfolipidos y de MLF. Esta proteina
tiene 1.097 aminoacidos y presenta homologia con las P4-ATPasas humanas ATP8Al y
ATP8BL1 y con las P4-ATPasas de Saccharomyces cerevisiae Drs2p, Dnflp y Dnf2p.

Para que tenga lugar el transporte de MLF, es esencial la interaccion de las dos
subunidades del complejo. LdRos3 es esencial para que LAMT se localice en la
membrana plasmatica y ejerza su funcion. Ademas, LdRos3 se localiza en la membrana
plasmatica exclusivamente cuando el parasito expresa LAMT, puesto que de lo contrario
queda retenida en el reticulo endoplasmatico (Pérez-Viatorad., 2006a y 2006b).
Mediante co-inmunoprecipitacion y posterior analisis del complejo mediante
espectrometria de masas MS/MS se ha observado que ambas proteinas interaccionan de
manera estable y que el transportador no interacciona con ninguno de los otros
miembros de la familia Cdc50 de Leishmania (Weingartner et al., 2010).

En L. donovanj la sobreexpresion de LAMT produce un incremento en los niveles
de sensibilidad a MLF, debido a la capacidad para incorporar mayores cantidades del
farmaco. Del mismo modo, la transfeccion de LdMTLershmania tarentolgesspecie
naturalmente resistente a MLF, produce un notable incremento en la sensibilidad al
farmaco (Pérez-Victoriat al., 2003b). Sin embargo, una sobreexpresion de LdRos3 no
incrementa los niveles de sensibilidad al farmaco (Pérez-Victoria et al., 2006a).

En otro orden de cosas, solo cuando la cantidad de MLF unida a la membrana
plasmatica del parasito es extraordinariamente alta, se debe considerar otro mecanismo
de internalizacién, relacionado conrlg#ga endocitica (Gamarroet al, 2013). En este
caso, los monémeros de MLF integrados en la membrana pasan a formar parte de las
vesiculas endociticas que se estan formando, lo que permite su paso al interior del
parasito.
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IVV.2. Complejo de transporte de miltefosina y resistencia al
farmaco

Una de las causas fundamentales de resistencia a MLF obseivadize es la
disminucidn en la entrada del farmaco al parasito (Fig. 22) (Pérez-Victogiaal.,
2003a, 2003b y 2006a). Para explicar como se descubrié este mecanismo en nuestro
laboratorio y la implicacién en el mismo del complejo de transporte de MLF conviene
decir, en primer lugar, que éeishmanida resistencia a MLF se puede genamnaritro
mediante adaptacion a concentraciones crecientes del farmaco de forma rapida y
sencilla. Por ejemplo, se han generado promastigotesdit@ovanicon un fenotipo de
resistencia de 15 veces a MLF y resistencia cruzada a edelfosina, manteniendo su
sensibilidad a otros farmacos leishmanicidas (Sedéertal, 2003). Los parasitos
resistentes acumulaban tan solo alrededor del 3% de la cantidad de MLF acumulada por
los parasitos salvajes (Pérez-Victogiaal., 2003a). Estos parasitos tenian un fenotipo
estable en ausencia de presion de farmaco y no presentaban amplificacion génica ni
sobreexpresion de ABCB4/Pgp. Ademds, se observd que eran deficientes en la
translocacion al interior celular no solo de MLF, sino también de analogos fluorescentes
de glicerofosfolipidos, en un proceso dependiente de proteinas, de temperatura y
energia. EI metabolismo del farmaco, el eflujo del farmaco o la actividad endocitica no
se veian alterados, por lo que la resistencia se basaba principalmente en la
internalizacion de la MLF (Pérez-Victoria et al., 2003a).

Esta linea resistente permitié identificar mediante rescate funcional la proteina
implicada en el transporte de MUEJMT , cuya inactivacion por mutaciones puntuales
bloquea la incorporaciéon tanto de MLF como de glicerofosfolipidos al interior celular
(Pérez-Victoriaet al., 2003b). Ambos alelos presentaban dos mutaciones diferentes que
impedian que LAMT pudiese llevar a cabo su funcidén de transporte, de manera que la
entrada del farmaco al interior del parasito se veia notablemente afectada. La
transfeccion con el gen salvaje restablecio la sensibilidad al farmaco en esta linea
mutada. Por otro lado, tras realizar una mutagénesis al azar en la cepa salvaje, se pudo
constatar que los clones resistentes a MLF obtenidos contenian mutaciones en este gen
gue anulaban su funcién.

En otro estudio posterior se corrobor6 la contribucion de LAMT en el transporte de
MLF. A partir de parasitos sensibles a MLF se obtuvo una linea con uno de los alelos de
LdMT delecionados que mostré una disminucién en la entrada del farmaco y una
sensibilidad al mismo reducida a la mitad. Mediante la obtencion de una linea
delecionada para ambos alelos d@MT (ALAMT), se confirmd que LAMT esta
implicada en la entrada de MLF en el parasito, puesto que su pérdida reduce la
captacion a valores muy bajos (<3%), originando resistencia a MLF (Pérez-V@ttoria
al., 2006a) (Fig. 22). La deleciéon del transportador da lugar a que la subunidad beta
LdRos3 quede retenida en el reticulo endoplasmatico. Estos mutantes nulos también
presentan una deficiencia en la translocacion de glicerofosfolipidos enddgenos,
afectando a la asimetria de los fosfolipidos de membrana, sin que se vea afectada la
composicién en fosfolipidos (Weingéartner et al., 2010).

Las formas amastigotes intracelulares procedentes de los mubaited vy la

linea resistente con mutaciones inactivantes de LdMT son resistentes a MLF tanto en
cultivo de macrofagosn vitro como en ratones infectados (Seifett al., 2007;
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Weingartneret al., 2010), sin que se afecte su capacidad infectiva de macr6fagos ni su
virulencia.

Mas adelante se identificé otra linealdelonovanicon altos niveles de resistencia
a MLF que tenia un alelo dedlMT inactivo y el gerLdRos3 mutado en su coddn de
iniciacion (Pérez-Victoriaet al., 2006a; Pérez-Victoriet al., 2006b). Esto indica que
ambas proteinas se ven sometidas a una alta presion selectiva cuando se administra
MLF, y que el fenotipo de alta resistencia a MLF es el mismo sea cual sea la proteina
afectada. Igual que se hizo con LdMT, se obtuvo una linea con ambos alettizodd
delecionados (dRos3), observandose que la delecion en L. donalelss dos copias
de esta proteina también confiere resistencia a MLF dando lugar a que el transportador
LdMT quede retenido en el reticulo (Pérez-Victoga al., 2006a). Ademas, la
sobreexpresion de los otros dos miembros de la familia Cdc50 (LdRos1 y LdRos2) no
logro restaurar la sensibilidad a MLF en los mutantes nulos para LdR0s3.

Tanto en nuestro laboratorio como en estudios realizados por otros grupos se han
encontrado mutaciones en el transportador de MLF en lindasistananiaresistentes
al farmaco. Se han observado diferentes mutaciones tanto en parasitos generados
vitro (V176D, G276R, T420N, A653V, G821D, G852D, G852E, L856P, 1914T, F414S
+ F430S + G824D, L366P + L780P + G824D) (Pérez-Victetial, 2003b; Seiferet
al., 2007; Coelhcet al, 2012 y 2014; Vincenet al, 2013; Kulshresthat al, 2014)
como a partir de un aislado clinico deinfantumde un paciente coinfectado con VIH
después del tratamiento con el farmaco (L832F) (Cogtaal, 2012). La mutacion
T420N afecta a la secuencia motivo invariable DKTG (dominio P; Figura 4) que
contiene el residuo de aspartico fosforilado durante el ciclo de reaccion de las P4-
ATPasas, mientras que la mayoria de las restantes se encuentran en el gran lazo
citosdlico entre los segmentos TM4 y TM5, que alberga esta secuencia motivo y el
dominio N (esquema en Figura 4).

Por otro lado, se ha determinado que existe una buena correlacion en diferentes
especies deeishmaniaentre los niveles de expresion de las dos proteinas del complejo
de transporte de MLF en la membrana plasmatica, la acumulacion del farmaco y la
sensibilidad al mismo. Diversos aislados ldebraziliensisque mostraban una gran
reduccion en la captacion de MLF presentaron una reduccion en la expresion de LoMT
(ortélogo de LAMT) en la membrana plasmatica. Este hecho se asocio a la reduccién en
la expresion de LbRos3 (ortélogo de LdRos3) sin que existiesen modificaciones
significativas en los niveles globales de expresion de LbMT en comparacién con los
niveles de expresion de las proteinas ort6logds denovani La transfeccion en estos
parasitos de LbRos3 incrementd la expresion en la membrana plasmatica tanto de
LbRos3 como de LbMT. Estos transfectantes, tanto en las formas promastigotas como
amastigotas, adquirieron niveles de sensibilidad a MLF similares a los obtenidbs para
donovani(Sanchez-Cairietet al., 2009). Por tanto, una baja expresion del complejo
LMT-LRos3 en la membrana plasmatica esta asociada con un descenso en la captacion
de MLF y en la sensibilidad de los parasitos a este compuesto.
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La proteina LiR0s3, de la especie endémica en Edpaififantum pertenece a la
familia de proteinas Cdc50, cuya asociacion con la mayoria de miembros de las
fosfolipido translocasas (P4-ATPasas) es esencial para que se produzca la salida del
reticulo endoplasmatico del complejo que constituyen asi como para que se pueda llevar
a cabo su actividad de transporte una vez que alcanza su localizacién correcta.

Las proteinas Cdc50 tienen una estructura muy conservada entre las células
eucariotas pero carecen de motivos aminoacidicos funcionales conocidos. Su
caracterizacion se encuentra todavia en una etapa inicial, siendo muy pocos los estudios
moleculares realizados con el objeto de identificar los residuos implicados en su
funcionalidad.

La miltefosina, el primer farmaco oral frente a la leishmaniasis y uno de los
farmacos mas empleados frente a esta enfermedad, se interndleiahenaniapor la
accion de un complejo constituido por una P4-ATPasa denominada LMT y por la
subunidad beta LRos3. Nuestro laboratorio ha demostrado que la inactivacion por
mutaciones puntuales de LMT, la subunidad catalitica de este complejo de transporte,
asi como la pérdida de cualquiera de las dos subunidades, conllevan la aparicion de
elevados niveles de resistencia a miltefosina. Ademas, una baja expresién de este
transportador en la membrana plasmatica esta asociada con un descenso en la captacion
de miltefosina y en la sensibilidad de los parasitos a este compuesto.

Teniendo en consideracion estos antecedentes, nos propusimosobjativo
general caracterizar la proteina LiRos3 Henfantum analizando su implicacion en el
trafico a la membrana plasmatica y en la actividad del complejo de transporte LIMT-
LiRos3 y, por tanto, en la sensibilidad y resistencia a miltefosina.

Para lo cual se plantearon los siguientes objetivos especificos

1. Identificar residuos invariables entre las proteinas Cdc50 de humanos,
levaduras yLeishmania, y analizar en LiRos3 cuales de ellos son criticos para
el transporte de miltefosina en Leishmania.

2. Analizar la expresion de LIMT en la membrana plasmatica y la interaccion
con los mutantes de LiRos3 para conocer la implicacion de los residuos
invariables sobre el trafico del complejo de transporte de miltefosina.

3. Determinar la actividad de transporte en aquellos mutantes que presenten
reduccion en la tasa de captacion de miltefosina sin que se detecten
alteraciones en el trafico del complejo hacia la membrana plasmatica.

4. Estudiar el efecto que se deriva de la pérdida del estado glicosilado de
LiRos3 a nivel de la interaccion con LIMT, la expresion del complejo en la
membrana plasmatica, la acumulacion de miltefosina y la sensibilidad al
farmaco.

5. Determinar las funciones de los diferentes dominios de LiRos3, y la

posibilidad de que puedan ser reemplazados por los dominios de las otras dos
proteinas Cdc50 presentes en L. infantlilRos1 y LiRos2.
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6. Estudiar si los cambios en la sensibilidad al farmaco observados en los
transfectantes en su fase de promastigote se mantienen en las formas
amastigotas intracelulares de Leishmania.
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Materiales

. MATERIALES

|.1. Lineas celulares

Parasitos La linea empleada en este estudio fueishmania infantum cepa
MHOM/ES/1993/BCN-99.

Bacterias Se utilizaron las siguientes cepas, correspondientes a la elSpelsezichia
coli:

- DH5a: supE44 AlacU169 (80acZ AM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1
(GibcoBRL).

- XL10-GOLD®: Tef® A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mjt73 endAl supE44 tHi
recAl gyrA96 relAl lacHte [F' proAB lact ZAM15 Tn10 (Tef) Amy Canfj?
(Stratagene).

Células THP-1: linea celular mielomonocitica humana THP-1 (ATCC TIB-202).

|.2. Medios vy reactivos de cultivo

[.2.1. Leishmania infantum

RPMI 1640 modificado suplementado con 20% de hiFBSEste medio de cultivo se
compone de 8,32 g de RPMI 1640 (Gibco); 4,75 g de Hepes; 1,6 g de bicarbonato
sédico; 100 ml de soluciéon de aminoacidos organicos y azucares 10X, y 0,2 ml de
solucién de vitaminas (100X) en 800 ml deCH El pH se ajusta a 7,2. El medio se
esteriliza mediante filtracion y, finalmente, se suplementa con suero bovino fetal
inactivado por calor (hiFBS) (Invitrogen) al 20%. La inactivacion del hiFBS se lleva a
cabo a 56 °C durante 45 min. Para la obtencién de medio semisdlido se afiadio agar al
1%, mezclando para ello medio de cultivo 2X y agar al 2% fundido.

Solucion de aminoacidos, azucares y acidos organicos (SAA 10EK}¥ta solucion se
adiciona al medio de cultivo y esta constituida por arginina 4,4 mg/ml; cistina 0,8
mg/ml; glutamato 2,5 mg/ml; glutamina 16,4 mg/ml; prolina 69 mg/ml; L-ornitina 1
mg/ml; glucosa 7 mg/ml; fructosa 4 mg/ml; malato 6,7 mglmtetoglutarato 3,7
mg/ml; fumarato 0,55 mg/ml, y succinato 0,6 mg/ml.

Solucién de vitaminas 100X Esta solucion se adiciona al medio de cultivo y se
compone de pantotenato calcico 1 mg/ml; cloruro de colina 1 mg/ml; acido folico 1
mg/ml; clorhidrato de piridoxal 1 mg/ml; clorhidrato de tiamina 1 mg/ml; I-inositol 20
mg/ml; nicotinamida 1 mg/ml, y riboflavina 0,1 mg/ml.

Medio M-199: Gibco. Este medio se suplementa con hiFBS al 10%.

Medio de congelacion RPMI modificado suplementado con un 20% de hiFBS y un
10% de dimetilsuféxido (DMSO).
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Higromicina B (Invitrogen): Antibidtico producido por la bacteri&treptomyces
hygroscopicusSe trata de un aminoglucésido utilizado frente a células procariotas y
eucariotas que actua inhibiendo la sintesis proteica. Se adicioné al medio en un rango de
concentraciones comprendidas entre 40 y p@Onl para la seleccion de parasitos
transfectados con una construccién que contenia el cassette HYG disefiada para la
obtencion de promastigotes delecionados delLgeas3, como se describira con detalle

en el apartado 11.4.

Geneticina (G-418)(Gibco): Antibidtico producido por la bacterMicromonospora
rhodorangea. Se trata de un aminoglicésido analogo de la neomicina que actla
bloqueando la sintesis proteica en células procariotas y eucariotas. Se utilizO como
antibiético de seleccion de los parasitos transfectados con el vector de expresion pXG-
'GFP+, que contiene el gen de la neomicina fosfotransferasa. Se utilizé6 en un rango de
concentraciones comprendidas entre 5 y R00nl para la seleccion de parasitos
transfectados y para modificar los niveles de expresion de las proteinas. Para el
mantenimiento de las lineas transfectadas se empled una concentraciom/hel 50 p

Nourseotricina (Werner BioAgents): Antibidtico producido por la bacteria
Streptomyces nourseictivo frente a procariotas y eucariotas. Su mecanismo de accién
consiste en la inhibicion de la sintesis proteica y en la introduccion de errores de lectura.
Se utilizé en un rango de concentraciones comprendidas entre 10ug/b@i0para la
sdeccion de parasitos transfectados con el vector de expresion pIR1SAT, mientras que
para el mantenimiento de las lineas transfectadas se emple6 una concentracion de 50
ug/ml.

|.2.2. Bacterias

LB liquido: Contiene 10 g de bactotriptona, 10 g de NaCl y 5 g de extracto de levadura
en 1 L de agua bidestilada. pH 7,5. Esterilizado mediante autoclave.

LB-Agar: Bacto Agar al 1,5% en LB liquido. Esterilizado mediante autoclave.

Medio NZY " para mutagénesis Contiene 10 g de NZ amina (caseina hidrolizada), 5 g
de extracto de levadura y 5 g de NaCl en 1 L de agua bidestilada. pH 7,5. Esterilizado
mediante autoclave. Previo a su utilizacién, es necesario adicionar 12,5 ml de una
solucion de MgGl1 M; 12,5 ml de una soluciéon de Mgs® M y 20 ml de una
solucion de glucosa 20%.

Medio de congelacién15% de glicerol en LB liquido.

.2.3. Células THP-1

Esta linea de monocitos se mantiene a 37 °C con 5% derC@edio RPMI 1640
suplementado con hiFBS al 10%, L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml y
estreptomicina 100giml.

PMA (forbol 12-miristato 13-acetato) (Sigma): Se emplea para inducir la
diferenciacion de los monocitos THP-1 a macrofagos.
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|.3. Tampones, soluciones vy reactivos

[.3.1. Soluciones generales

TAE 10X: Tris 0,4 M; EDTA 10 mM, &cido acético glacial 11,42 ml para 1 L.
Utilizado en la electroforesis de DNA.

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

Tampén HBS: NaCl 137 mM; KCI 5 mM; NgHPO, 7 mM; glucosa 6 mM y Hepes 21
mM. pH 7,4. Utilizado durante la transfeccion de parasitos.

Tampon fosfato salino (PBS) NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; KHPO, 1,8 mM y
NaoHPO, 10 mM. pH 7,4. Solucion isotonica empleada para la preparacion de algunos
reactivos, como medio de determinadas reacciones y para el lavado de los parasitos.

Tampon TE: Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM. pH 7,4. Utilizado para la resuspension
del DNA.

|.3.2. Soluciones para Southern blot

Solucion de despurinizacion: HCI 0,25 M.
Solucion de desnaturalizacion: NaCl 1,5 M; NaOH 0,5 M.
Solucion de neutralizacion: NaCHCOO 3 M; pH 5.5.

Solucién de transferencia (SSC 20X)NaCl 3 M; citrato sodico 0,3 M. pH 7.

|.3.3. Soluciones y reactivos para la hibridacién de acidos nucleicos y
su deteccién mediante el sistema DIG

Anticuerpo anti-digoxigenina-AP: Roche.

NBT/BCIP: Solucion de Nitroazul de tetrazolio y 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato.
Roche.

Reactivo de bloqueo:Blocking reagent 10 gRoche); solucién de acido maleico 100
ml. Disuelto por calentamiento. La solucion obtenida se autoclava y se conserva a 4 °C.

Solucién de acido maleicoAc. maleico 100 mM; NaCl 150 mM; pH 7,5. Autoclavada
y conservada a 4°C.

Solucién de bloqueo: Reactivo de bloqueo 10 ml; solucion de acido maleico 90 ml.

Solucion de deteccionTris-HCI 0,1 M; NaCl 0,1 M; MgGI50 mM; pH 9,5.
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Solucion de hibridacion: DIG Easy Hyb Granules. Roche.
Solucion de lavado |I: SSC 2X; SDS 0,1 %.
Solucién de lavado Il: SSC 0,1X; SDS 0,1 %.

Solucién de lavado lll: Solucion de acido maleico; Tween 20 3%.

1.3.4. Reactivos de Biologia Molecular

5-bromo-4-cloro-3-indol$-galactopirandsido (X-Gal): Roche. Solucion 20 mg/ml en
dimetilformamida.

Agarosa: Pronadisa.

Ampicilina: Sigma. Solucién 100 mg/ml en agua.
Bromuro de etidio: Sigma.

Desoxinucleoétidos: Roche.

DIG DNA Labeling Mix: Mezcla de dATP 1 mM, dCTP 1 mM, dGTP 1 mM, dTTP
0,65 mM y DIG-11-dUTP 0,35 mM; pH 7,5. Usada para obtener sondas de DNA
marcadas con digoxigenina (DIG). Roche.

Enzimas de restriccion: Roche, Fermentas.

Fenol: Sigma.

Filtros nylon Hybond-N®: Membranas optimizadas para Southern blot. GE Healthcare.
Fosfatasa alcalina: Roche.

Fragmento de Klenow: Roche.

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

| sopropil-B-D-tiogalacto-piranésido (IPTG): Rode. Solucién 0,5 M en agua.

Marcadores de peso molecular: lambda DNAHindIll (Promega); phil74
DNA/Haelll (Promega); Gene Rulérl Kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific).

Mezcla de hexanucleodtidos:Solucion 10X de hexanucledtidos con secuencias
aleatorias usados como cebadores por el fragmento de Klenow. Roche.

PCR Extender System:Kit para amplificar fragmentos de DNA por la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). 5 Prime.

Plasmid Mini Kit ®: Kit de extraccion de DNA plasmidico a pequefia escala. Omega.

Puregené: Kit de aislamiento de DNA genémico. Gentra Systems.

-82 -



Materiales

QuikChange Il XL site-directed mutagenesis kif: Kit para realizar mutagénesis
dirigida in vitro. Stratagene.

T4 DNA ligasa: Invitrogen.

|.3.5. Soluciones v reactivos para el analisis de proteinas

Acrilamida-bisacrilamida: Bio-Rad.
Bio-Rad Protein Assay:Bio-Rad. Empleado para medir la concentracion de proteinas.

n-dodecil-g-D-maltopiranésido (DDM): Thermo Scientific. Detergente no ibnico muy
usado para trabajar con proteinas de membrana (VanAken¥&6).

Ditiotreitol (DTT): Sigma. Agente reductor capaz de romper los puentes disulfuro de
las proteinas. Preparado a una concentracion de 1 M en agua bidestilada.

IGEPAL ® CA-630: Sigma. Detergente no iénico, quimicamente indistinguible del
Nonidet P-40.

Inhibidores de proteasas: Coctel que contiene AEBSF (4-(2-aminoetil)-benceno
sulfonilo fluoruro clorhidrato), aprotinina, bestatina, E64, leupeptina y pepstatina A.
Pierce.

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF): Inhibidor de proteasas. Sigma. Se disolvio
en isopropanol a una concentracion de 17,4 mg/ml (100 mM).

Marcadores de peso molecular: Kaleidoscope Prestained Standar(Bio-Rad);
PageRulé? Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific).

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

Persulfato de amonio:Sigma. Preparado a una concentracion de 100 mg/ml en agua
destilada.

Rojo Ponceau-S: Sigma.

Solucion Rojo Ponceau: Rojo Ponceau-S 0,5%; acido acético 1%.
Tampon separador: Tris-HCI 1,5 M; SDS 0,4%. pH 8,8. Filtrado.
Tampon concentrador: Tris-HCI 0,5 M; SDS 0,4%. pH 6,8. Filtrado.

Tampoén de corrida 10X: Tris-HCI 250 mM; glicina 1,92 M; SDS 1%. pH 8,3.
Filtrado.

Tampon de lisis A (extracto total de proteinas)Tris-HCI 50 mM; NaCl 150 mM,;
DDM 5%. pH 7,4.

Tampon de lisis B (biotinilacion): Tris-HCI 50 mM; NaCl 150 mM; SDS 0,1%;
Nonidet P-40 2%. pH 7,4.
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Tampon de lisis C (co-inmunoprecipitacion): PBS; DDM 2%. pH 7,4.

Tampodn de lisis D (desglicosilacion)Tris-HCI 50 mM; NaCl 150 mM; Nonidet P-40
1%. pH 7,4.

Tampon citrato: Citrato sédico 0,1 M. pH 2.

Tampon de muestra 2X (tampdén de Laemmli)Tris-HCI 100 mM; SDS 4%; glicerol
20%; DTT 200 mM; 0,2% azul de bromofenol. pH 6,8.

1.3.6. Soluciones vy reactivos para Western blot e inmunodeteccion

Albumina de suero bovino (BSA): Sigma.
Anticuerpo policlonal anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa: Dako.
Anticuerpo policlonal anti-lgG de raton conjugado con peroxidasa: Dako.

Anticuerpo anti-gp63: Anticuerpo monoclonal de ratén proporcionado por el Profesor
Antonio Jiménez Ruiz (Universidad de Alcala; Alcala de Henares). Empleado para
detectar la glicoproteina de superficie gp63, usada para el control de carga de proteinas
de membrana.

Anticuerpo anti-a-tubulina: Anticuerpo monoclonal de raton, empleado para el
control de carga de proteinas. Sigma-Aldrich.

Anticuerpo anti-LdMT: Anticuerpo policlonal de conejo generado previamente en el
laboratorio (Sanchez-Caries al, 2009) que reconoce epitopos intracelulares de la
proteina LiIMT.

Anticuerpo anti-LdRos1: Anticuerpo policlonal de conejo generado previamente en el
laboratorio (Sanchez-Cafete, 2009, Tesis Doctoral) dirigido frente al lazo
extracitoplasmatico de LdRosl. Se empled para detectar la proteina quimérica que
contiene ese lazo.

Anticuerpo anti-LdRos2: Anticuerpo policlonal de conejo generado previamente en el
laboratorio (Sanchez-Cafete, 2009, Tesis Doctoral) dirigido frente al lazo
extracitoplasmatico de LdRos2. Se empled para detectar la proteina quimérica que
contiene ese lazo.

Anticuerpo anti-LdRos3: Anticuerpo policlonal de conejo generado previamente en el
laboratorio (Sanchez-Carfe¢t al, 2009) dirigido frente al segmento extracelular de
LdRos3. Fue empleado para detectar todas las proteinas que contenian el lazo
extracelular de la proteina LiR0s3.

Membranas de transferencia Immobilorf-P (PVDF): Membranas de polifluoruro de
vinilideno, optimizadas para Western blot. Millipore.

Solucion de bloqueoleche desnatada en polvo al 5% en PBS.
Solucion de inmunodeteccion: PBS con BSA al 0,1% y Tween 20 al 0,01%.

-84 -



Materiales

Sustrato ECL para Western Blot: Pierce.
Tampodn de transferencia: Tris base 25 mM; glicina 192 mM y metanol 10%.

Tween 20: Merck.

1.3.7. Soluciones y reactivos para los ensayos de microscopia

AlbUumina de suero bovino (BSA): Sigma.

Anticuerpo anti-BiP: Anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra la proteina de
unién a la cadena pesada de la inmunoglobulina (BiP), localizada en el reticulo
endoplasmatico de los promastigotes. Proporcionado por el Profesor James D. Bangs
(Universidad de Bufalo; Bufalo, Estado de Nueva York, Estados Unidos).

Anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado con Alexa Fluo™ 594: Anticuerpo de
cabra. Molecular Probes.

Glicina: Sigma.

MitoTracker Red: Invitrogen. Sonda utilizada para el marcaje de la mitocondria.
Paraformaldehido: Sigma.

Tampon IFI: PBS + BSA 0,1%.

Triton X-100: Panreac.

1.3.8. Soluciones vy reactivos para el estudio funcional de la proteina
LiR0S3

AlbUumina de suero bovino (BSA): Sigma.
Anti-GFP-bolas magnéticas: MBL.

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio (MTT): Sigma. Solucion
stock 5 mg/ml en PBS.

DAPI (dilactato de 4',6-diamidino-2-fenilindol): Invitrogen. Utilizado en su forma
"Prolond® Gold antifade reagent with DAPI". Usado para la tincién de ncleos en
muestras fijadas para microscopia.

Dimetilsulfoxido (DMSO): Sigma.
Dodecil sulfato sddico (SDS): Sigma. Solucion stock al 20% en agua destilada.
EZ-Link ™ Sulfo-NHS-SS-biotina: Pierce. Sulfosuccinimidil-2-(biotinamido)etil-1,3-

ditiopropionato. Empleado para marcar las proteinas de superficie en los experimentos
de biotinilacion.
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Liquido de centelleo Ecolum&: MP Biomedicals.
Miltefosina (hexadecilfosfocolina): Zentaris.

[*“C] Miltefosina (hexadecilfosfo[1,2-etilen*’C]colina); 1,33 MBg/mmol: Amersham
Pharmacia Biotech.

NBD-fosfolipidos: Avanti Polar Lipids. Son andlogos de fosfolipidos, con un grupo
NBD (nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-il) que les confiere fluorescencia. Se emplearon la 1-
palmitoil-2-{6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-il)amino]hexanogh-glicero-3-

fosfocolina (16:0-06:0 NBD-PC) y la 1-palmitoil-2-{6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-
il)amino]hexanoil}sn-glicero-3-fosfoetanolamina (16:0-06:0 NBD-PE).

Paraformaldehido: Sigma.

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF): Empleado por ser un inhibidor inespecifico
de fosfolipasas. Sigma. Se disolvié en isopropanol a una concentracion de 100 mM.

PNGasaF (Péptido N-glicosidasa F): New England Biolabs.

Resina de estreptavidina-agarosaPierce. Empleada para aislar proteinas marcadas
mediante biotinilacion.

Solucion stop:BSA 4%; Vanadato 20QM. Solucion preparada en PBS empleada en
losensayos de acumulacién de analogos fluorescentes de fosfolipidos.

Tampon HPMI: NaCl 132 mM; KCI 3,5 mM; MgGl0,5 mM; CaC] 1 mM; glucosa 5
mM y Hepes 20 mM. pH 7,25. Utilizado en la acumulacion de analogos fluorescentes
de fosfolipidos.

Triton X-100: Panreac.

|.4. Vectores plasmidicos

1.4.1. Vectores de clonaje

PGEM-T : Vector que posee residuos de desoxitimidina en ambos extremos terminales.
Disefiado para el subclonado y secuenciacion de fragmentos de DNA amplificados por
PCR. Promega.

1.4.2. Vectores de expresion paraeishmania

Todos los vectores han sido cedidos por el Dr. Stephen M. Beverley (Washington
University, School of Medicine).

pIR1SAT: Puede emplearse como vector episomal o integrativo en el locus del gen

RNA 18S (Robinson y Beverley, 2003). Contiene el ggmue codifica la streptotricin
acetiltransferasa y confiere resistencia a nourseotricina.
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pXG-Hyg: Derivado delpXG (Haet al, 1996) que contiene el gbgg que codifica la
higromicin B fosfotransferasa y confiere resistencia a higromicina.

pXG-'GFP+: Derivado del pXG (Haet al, 1996) que permite crear proteinas
fusionadas con GFP en el extremo carboxilo terminal. Contiene elegpaue codifica
la aminoglicésido 3'-fosfotransferasa y confiere resistencia a geneticina (G-418).

|.5. Oligonucledétidos

Oligonucleotidos empleados en la obtencion de parasitos mutantes nuldsR0s3

Secuencia (55 3')

KORo0s3 5'-UTR Fw AACGCAGACGCTTCGTGATGG

KORo0s3 5'-UTR Rv GCATTTAAATTTCGAGTGTGGCTTAGGGGGT
KORo0s3 3'-UTR Fw GCATTTAAATTCTAGATCATGGCAGTGACACTTCT
KORo0s3 3'-UTR Rv TAAGGCTGTCATCAACGTATG

HYG Fw GTAGATCTACCACTTTCTGCCTTCTG

HYG Rv GGAAGCTTCTATTCCTTTGCCCTCGGACG

Oligonucledtidos descritos en Pérez-Victaiaal., 2006a. Los nucledtidos subrayados
se corresponden con las secuencias agregadas para introducir sitios de restriccion.

Oligonucledtidos empleados para la validacion mediante PCR de la obtencion de
parasitos mutantes nulos AiRos3

Secuencia (55 3')

ChegKO.1 ATGCCTGCCAAGGTTGC
ChegKO.2 GGCTCCAATAATAGCAGCG
ChegKO.3 CGATCGGGATAGCAGCG
ChegKO.4 CTATGGATGCCGATGATG

Oligonucleétidos empleados para laobtencion de sondas para validar mediante
Southern blot la obtencion de parésitos AiRos3

Secuencia (5% 3) Region amplificada
S1 forward CGCACATCTATGCTCGTC .
S2 reverse GATCCATGATCGGGTCG ORF de LiRos3
S3 forward ATGCCTGCCAAGGTTGC , .
S4 reverse GCAAAAGCTGTATGTCGAGC | 2 UTR de LiRos3
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Oligonucleétidos empleados para el clonaje de LiRos3, LiRos1 y LiRos2

Secuencia (55 3)

LiRos3 Fw GCCCCGGACATGGCGCCTCTACCCCCT

LiRos3 Rv GCGGATCACTACTCTGTATAGACTGGCATGATCA
LiRos1 Fw GCCCCGGGCTTGACTCGAGTCGCTTTAC

LiRos1 Rv GCGGATCCITAGATATCGTCGTCCTTCAGCAGCAT
LiRos2 Fw GCCCCGGE&ACACGTTGCCTTAGTCTGTT

LiRos2 Rv GCAGATCTTCAGATATCCGCGCGCTGGCCATTGCC

Los nucleétidos subrayados se corresponden con las secuencias agregadas para
introducir sitios de restriccion.

Oligonucleétidos empleados para la mutagénesis dirigida del genRas3

Secuencia (55 3))

F_114D CACACTCGAAAAACCGCGATGAGCAGCAGCAACTGC
R_114D GCAGTTGCTGCTGCTCATGCGGTTTTTCGAGTGTG

F_Qi6L GAAAAACCGCATTGAGCTGCAGCAACTGCCGC
R_Q16L GCGGCAGTTGCTGCACTCAATGCGGTTTTTC

F_Q16N GGAAAAACCGCATTGAGAATCAGCAACTGCCGCACATC
R_ Q16N GATGTGCGGCAGTTGCTGATCTCAATGCGGTTTTTCG

F_Q17L CGCATTGAGCAGCIGCAACTGCCGCAC
R_Q17L GTGCGGCAGTTGCACTGCTCAATGCG

F_Q17N GAAAAACCGCATTGAGCAGAATCAACTGCCGCACATCTATG
R_ Q17N CATAGATGTGCGGCAGTTGAI TCTGCTCAATGCGGTTTTTC

F_L19Q CATTGAGCAGCAGCAACAGCCGCACATCTATGC
R_L19Q GCATAGATGTGCGGCIGTTGCTGCTGCTCAATG

F_L19V CCGCATTGAGCAGCAGCAAGT GCCGCACATC
R_L19V GATGTGCGGCAOTGCTGCTGCTCAATGCGG

F_S27K CCGCACATCTATGCTCGTCATAAGCCGCTGTCTG
R_S27K CAGACAGCGGCTIATGACGAGCATAGATGTGCGG

F_S27L CGCACATCTATGCTCGTCATTIGCCGCTGTCTG
R_S27L CAGACAGCGGCAAATGACGAGCATAGATGTGCG

F_Y63D CACGGCTTGATTTTCGCACGATCATATCAACAGC
R_Y63D GCTGTTGATATGATCGTGSCGAAAATCAAGCCGTG

F_Y63K GACACGGCTTGATTTTCGCAAGGATCATATCAACAGCTACAAG
R_Y63K CTTGTAGCTGTTGATATGATCCITGCGAAAATCAAGCCGTGTC

F_Y63F GACACGGCTTGATTTTCGCTICGATCATATCAACAG
R_Y63F CTGTTGATATGATCGAAGCGAAAATCAAGCCGTGTC

F_Y114D CCGGTTTACATGCAGATCGCCTCAGCCCATTC
R_Y114D GAATGGGCTGAGGCGATECTGCATGTAAACCGG

F_Y114K CTCCGGTTTACATGCAGAAGCGCCTCAGCCCATTCTTTC
R_Y114K GAAAGAATGGGCTGAGGCGAOTCTGCATGTAAACCGGAG

F_Y114F GCTCCGGTTTACATGCAGTITCGCCTCAGC
R_Y114F GCTGAGGCGAAACTGCATGTAAACCGGAGC
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F_N122|
R_N122

F_N122Q
R_N122Q

F_Q134L
R_Q134L

F_Q134N
R_Q134N

F_ G137V
R_G137V

F_G137A
R_G137A
F_P148A
R_P148A

F_P166A
R_P166A

F_ G168V
R_G168V

F_G168D
R_G168D

F_G168A
R_G168A

F_F175S
R_F175S

F_F175Y
R_F175Y

F_N176l
R_N176l

F_N176D
R_N176D

F_N176Q
R_N176Q

F D177V
R_D177V

F_D177K
R_D177K

F_D177E
R_D177E

F_S178A
R_S178A

F D218V
R_D218V

F_D218E
R_D218E

GCCTCAGCCCATTCTTTCAAATCTACCGCTACTTTAC
GTAAAGTAGCGGTAGATTTGAAAGAATGGGCTGAGGC

GTATCGCCTCAGCCCATTCTTTCAAGAGTACCGCTACTTTAC
GTAAAGTAGCGGTACTGTTGAAAGAATGGGCTGAGGCGATAC

CGTGGACTACTCGCTICTTAGCGGGAGAG
CTCTCCCGCTAAGCASCGAGTAGTCCACG

CCGTGGACTACTCGATCTTAGCGGGAGAGCG
CGCTCTCCCGCTAAGATCGAGTAGTCCACGG

CTCGCAGCTTAGCGIGAGAGCGTCTGCAATTTC
GAAATTGCAGACGCTCTCACGCTAAGCTGCGAG

CGCAGCTTAGCGGAGAGCGTCTGC
GCAGACGCTCTCE&EGCTAAGCTGCG
CAATTTCAAAGATGTGTGCCGCATTCCGCTTTCCTGG
CCAGGAAAGCGGAATGAGGCACACATCTTTGAAATTG

CCGGCTACTACAACCCGTGTGGTGCATAC
GTATGCACCACACGGETTGTAGTAGCCGG

CTACAACCCGTGTGITGCATACCCGTGGG
CCCACGGGTATGCAACACACGGGTTGTAG

CTACAACCCGTGTGATGCATACCCGTGGG
CCCACGGGTATGCATCACACGGGTTGTAG

CTACAACCCGTGTGO GCATACCCGTGGG
CCCACGGGTATGCAGCACACGGGTTGTAG

CATACCCGTGGGCTATGTCAACGACAGCATCAGTC
GACTGATGCTGTCGTTGACATAGCCCACGGGTATG

CATACCCGTGGGCTATGTACAACGACAGCATCAGTCTG
CAGACTGATGCTGTCGTTGRCATAGCCCACGGGTATG

CATACCCGTGGGCTATGTTCATCGACAGCATCAG
CTGATGCTGTCGATGAACATAGCCCACGGGTATG

CCGTGGGCTATGTTCACGACAGCATCAGTC
GACTGATGCTGTCGTGAACATAGCCCACGG

CCCGTGGGCTATGTTCBGGACAGCATCAGTCTG
CAGACTGATGCTGTCOGGAACATAGCCCACGGG

GTGGGCTATGTTCAACGICAGCATCAGTCTGTATAG
CTATACAGACTGATGCTGACGTTGAACATAGCCCAC

CCGTGGGCTATGTTCAACAGAGCATCAGTCTGTATAGG
CCTATACAGACTGATGCTCITGTTGAACATAGCCCACGG

CCCGTGGGCTATGTTCAACGABGGCATCAGTCTG
CAGACTGATGCTCICGTTGAACATAGCCCACGGG

GTGGGCTATGTTCAACGACGCATCAGTCTGTATAGGACTG
CAGTCCTATACAGACTGATGGGSTCGTTGAACATAGCCCAC

CATTGCTCGTCCAAGTGICGTCAAAGAGAGATACAATC
GATTGTATCTCTCTTTGACGACACTTGGACGAGCAATG

CATTGCTCGTCCAAGTGAGSTCAAAGAGAGATACAATC
GATTGTATCTCTCTTTGACCICACTTGGACGAGCAATG
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F_W273R
R_W273R

F_W273Y
R_W273Y

F_K284M
R_K284M

F_K284R
R_K284R

F_L293S
R_L293S

F_L293K
R_L293K

F_L293V
R_L293V

F_G296V
R_G296V

F_G296A
R_G296A

F_Y298D
R_Y298D

F_Y298K
R_Y298K

F_Y298F
R_Y298F

F_K315M
R_K315M

F_K315D
R_K315D

F_K315R
R_K315R

F_G326V
R_G326V

F_G326A
R_G326A
F_N86Q
R_N86Q
F_N198Q
R_N198Q

F_N241Q
R_N241Q

GATGAGGATTTGATAGTGAGGCTCGATCCGGCTTTC
GAAAGCCGGATCGAGCCTCACTATCAAATCCTCATC

GATGAGGATTTGATAGTGTATCTCGATCCGGCTTTCACGTC
GACGTGAAAGCCGGATCGAGATACACTATCAAATCCTCATC

CTTTCACGTCTGATGTGACGATARAATTACCGTATTCTCAACGTC
GACGTTGAGAATACGGTAATTCATCGTCACATCAGACGTGAAAG

CTTTCACGTCTGATGTGACGARAATTACCGTATTCTCAACG
CGTTGAGAATACGGTAATTTCTCGTCACATCAGACGTGAAAG

CGTATTCTCAACGTCGATTGSECCGGCCGGTG
CACCGGCCGGCBATCGACGTTGAGAATACG

TACCGTATTCTCAACGTCGATAAGCCGGCCGGTG
CACCGGCCGGCTRATCGACGTTGAGAATACGGTA

CCGTATTCTCAACGTCGATA@GCCGGCCGG
CCGGCCGGCAATCGACGTTGAGAATACGG

CGTCGATTTGCCGGCCGTGACTATTACTTCGAAATC
GATTTCGAAGTAATAGTCAACGGCCGGCAAATCGACG

GTCGATTTGCCGGCCGUTGACTATTACTTCGAAATC
GATTTCGAAGTAATAGTCAGCGGCCGGCAAATCGAC

GATTTGCCGGCCGGTGACBTTACTTCGAAATCACAG
CTGTGATTTCGAAGTAATCGTCACCGGCCGGCAAATC

GATTTGCCGGCCGGTGACAGTACTTCGAAATCACAGAG
CTCTGTGATTTCGAAGTACITGTCACCGGCCGGCAAATC

GATTTGCCGGCCGGTGACTTTACTTCGAAATCACAG
CTGTGATTTCGAAGTAAAAGTCACCGGCCGGCAAATC

CCGTACGCATCGCATATGTTTGTGCAACTCGCG
CGCGAGTTGCACAAACATATGCGATGCGTACGG

CGCCGTACGCATCGCATATTTTGTGCAACTCGCGAC
GTCGCGAGTTGCACAAAATCATGCGATGCGTACGGCG

CCGTACGCATCGCATAGSTTTGTGCAACTCGCG
CGCGAGTTGCACAAACCTATGCGATGCGTACGG

CCCGATCATGGATCGTIGGGTAGAAGCCATGTTC
GAACATGGCTTCTACCCACGATCCATGATCGGG

CCGATCATGGATCGUGSGGTAGAAGCCATG
CATGGCTTCTACCCEGATCCATGATCGG

GTTTGCCGTTAATTTTCCATTCAGGGCACCATGTACTCTTCTGG
CCAGAAGAGTACATGGTGCCOGGAATGGAAAATTAACGGCAAAC

CGCCTTCACGGCCBGGGAACGAGTCTGG
CCAGACTCGTTCCAGGGCCGTGAAGGCG

GGAGTGCTGGCGGCBGAAGTCAGCCACTGATC
GATCAGTGGCTGACTTAGGCCGCCAGCACTCC

Las mutaciones introducidas aparecen subrayadas. F, forward; R, reverse
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Oligonucleétidos empleados para lanutagénesis dirigida multiple en el dominio N
terminal del gen LiRos3

Secuencia (55 3')

F_Q16L+Q17L CGCATTGAGCTGCTGCAACTGCCGCAC
R_Q16L+Q17L GTGCGGCAGTTGCASCAGCTCAATGCG
F Q16L+L19Q GATTGAGCTGCAGCAACAGCCGCACATCTATGC
R_Q16L+L19Q GCATAGATGTGCGGCIGTTGCTGCAGCTCAATC
F_L19Q+Q17L CGCATTGAGCAGCIGCAACAGCCGCAC
R_L19Q+Q17L GTGCGGCTGTTGCACTGCTCAATGCG

F_L19Q+Q16L+Q17L GAAAAACCGCATTGAGCTGCTGCAACAGCCGCACATC
R_L19Q+Q16L+Q17L GATGTGCGGCTGTTGCACAGCTCAATGCGGTTTTTC

Las mutaciones introducidas aparecen subrayadas. F, forward; R, reverse

Oligonucleétidos empleados para laobtencion de secuencias truncadas del gen
LiRos3

Segmento Oligo Secuencia (565 3)

ANR3 Fw CCCGGATGGTTTCCGTTGTCTTT
LiRos3 Rv GCGGATCCTACTCTGTATAGACTGGCATGATCA

LiRos3 Fw GCCCCGGACATGGCGCCTCTACCCCCT
ACR3Rv  GGATCCTTATGAAAGAAGTGTCACTGC

ANR3

ACR3

Los nucleétidos subrayados se corresponden con las secuencias agregadas para
introducir sitios de restriccion.
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Oligonucleétidos empleados para la obtencion de quimeras

Segmento Oligo Secuencia (55 3)
F Nla TTCAAGCAACAGCGTCTGCCGGCGTGGCAACCCATCTTG
N1 ACACCGCAGCACGTTTCCGTTGTCTTTTTTT
F Nib ACCCGGAATGCCTGTCGCCCCCGCTGCGGTGGACCAGCG
CCCGTCCATCTGGACGCTCTTCAAGCAACAGCGTCTG
N2 LiRos2 Fw GCCCCGGEACACGTTGCCTTAGTCTGTT
R N2 GCTAGCGAAGGGCGAGGGGTAGTT
F Cla CGCGTAGGGCTCGGTCATCGTACCAGTGGTGAATTGAAA
C1 GAAGTGTCAC
F Cib GGATCCITAGTCGTCCTTCAGCAGCATCGCCACGGCGCG
TAGGGCTCGGT
C2 F C2 CGCTAGAGAGTGCATGCTGCAG
LiRos2 Rv GCAGATCTTCAGATATCCGCGCGCTGGCCATTGCC
L1 F L1 TCCGGAGCGAACGCGTCCGCGGTG
R L1 CACGTGAGTGTTGCGGCCACCGAG
L2 F L2 ATCCGGAGGTCGTGAATACCAC
R L2 ACACGTGGATGTTGCGGCCGCC
F L3a GTCCTCGTAATTGTGTCCGGAATCTAACGACC
L3a GG
R L3a CCGTGTCGTTAGATCTCCGGAEACAATTACGAG
GAC
L3b F L3b GGGGGTAGAAGCCACGTETCGGCTCTCTG
R L3b CAGAGAGCCGAGCACGTGCTTCTACCCCC
LM3 ANR3 Fw CCCGGATGGTTTCCGTTGTCTTT
ACR3 Rv GGATCCITATGAAAGAAGTGTCACTGC

Las secuencias subrayadas se corresponden con los sitios de restriccibn que se
introdujeron para el posterior ensamblaje y clonado de los diferentes segmentos. F,

forward; R,

reverse

Oligonucleétidos empleados para la secuenciacion de construcciones

Oligo Secuencia (55 3') Vector
SP6 ATTTAGGTGACACTATAG GEMT
T7 TAATACGACTCACTATAGGG P
pIR1SAT Fw CCTCACTTTCAAGGCTTCC IR1SAT
pIR1SAT Rv GCGAACTGGTCGTAGAAATC P

-92 -



Métodos

Il. METODOS

11.1. Cultivo y manipulacion de L. infantum

[1.1.1. Cultivo in vitro

Los promastigotes de. infantumse cultivaronin vitro a 28 °C en medio RPMI
1640 modificado (Jacksoet al, 1986) y suplementado con 20% de hiFBS. El
mantenimiento de los pardsitos en cultivo se realizO mediante pases continuados
consistentes en la resiembra de 4 millones de promastigotes en fase logaritmica tardia
por ml de medio fresco cada 48-72 h.

I1.1.2. Criopreservacion y congelacion de promastigotes

Se tomaron 90Qul de promastigotes en fase logaritmica de crecimignse les
adicionaron 100ul de DMSO. Se sometieron a una congelacion progregise
almacenaron a -80 °C o en nitrdgeno liquido.

La descongelacion se llevé a cabo introduciendo los viales en un bafio a 37 °C.
Posteriormente, los promastigotes se centrifugaron ad.do@ante 5 min para eliminar
los restos de DMSO vy se resuspendieron en 5 ml de medio de cultivo para iniciar su
crecimiento. En los casos necesarios, el antibidtico de seleccion se afiadio a las 24 h.

[1.1.3. Recuento de promastigotes

En todos aquellos experimentos que requirieron de recuento celular se utilizé un
contadorCoulter Countermodelo Z1, diluyendo 100l del cultivo de parasitos en 9,9
ml de medio isotdn Il (Coulter).

[1.1.4. Transfeccion de DNA plasmidico por electroporacion

La transfeccién es una técnica que permite introducir material genético extrafio en
células eucariotas. El proceso se llevé a cabo mediante electroporacion @agtler
1990) sobre 2 x TOpromastigotes dd.. infantumen fase logaritmica tardia de
crecimiento. Los parasitos se lavaron 2 veces con PBS estéril y se resuspendieron en
HBS a una concentracién de 5 X/bil; 400 || de esta suspensién se mezclaron con 20-
40 pg de DNA plasmidico y se incubd durante 10 min emohikea electroporacion se
llevé a cabo en el sistema ECM 80fe BTX, utilizando como condiciones 450 voltios,
500 uF, 13 ohms y pulsos de 7,2 mseg. Tras la electroforalos promastigotes se
incubaron durante 10 min en hielo y se transfirieron a 4 ml de medio RPMI modificado
suplementado con 20% hiFBS, incubandose a 28 °C. EIl antibiotico de seleccion se
afadié a las 24 h y, tras sucesivos pases en presencia de concentraciones crecientes del
mismo, se logro la seleccidn de los transfectantes.

Alternativamente, los promastigotes deinfantumtambién fueron transfectados
empleando el kit de transfeccidon Amaxa Nucleofector System (Lonza).
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[1.2. Cultivo y manipulacion de bacterias

[1.2.1. Cultivo de bacterias

Los cultivos liquidos de bacterias se hicieron en medio LB a 37 °C y agitacion
constante. Las bacterias también se cultivaron en medio semisélido, en placas de petri
con LB agar, a 37 °C. En los casos necesarios, los medios se suplementaron con
ampicilina, que actla como antibidtico de seleccion. Los stocks de bacterias se
conservaron a -80 °C en medio LB suplementado con glicerol al 15%.

[1.2.2. Preparacion de células competentes por choque térmico

Se cultivaron 5 ml de bacterias DH5turante 16 h en medio LB liquido con
agitacion a 37 °C. Se inocularon 2,5 ml de este pre-cultivo en 250 ml de LB,
continuando su crecimiento hasta alcanzar unaeP@ 0,375. Las bacterias se
enfriaron en hielo durante 15 min y se centrifugaron durante 7 min ag3®@®C. Una
vez eliminado el sobrenadante, las células se resuspendieron en 1/5 del volumen inicial
de MgCh 100 mM estéril frio, incubando la suspension en hielo 15-20 min. Se volvio a
centrifugar (7 min, 3500y, 4 °C) y se eliminé el sobrenadante. Las células se
resuspendieron en 1/50 del volumen inicial de @a@ mM estéril frio y se incubaron
en hielo durante 1 h. A esa suspension se afiadié glicerol para obtener una concentracién
final del 15%. Finalmente, las células se alicuotearon enuP@d tubos eppendorf
enfriados previamente. Estas células se pueden guardar a -80 °C hasta su uso.

11.3. Manipulacién de acidos nucleicos

[1.3.1. Aislamiento de DNA gendmico de promastigotes

Se realiz6 siguiendo el protocolo descrito en el Kitegene DNA isolation de
Gentra, partiendo de 150 millones de promastigotes. EI DNA se resuspendié en agua
bidestilada y se determind su concentracion mediante espectrofotometrigs DRSO
doble hebra = 50 g/ml).

11.3.2. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Se empled el kitPCR Extender Systede 5 Prime. Las reacciones se llevaron a
cabo en un volumen final de fQ) con una mezcla de 20 pmol de cada oligonucledtido,
400 uM de cada desoxinucleoétido, 10-100 ng de DNA moldeptn "High Fidelity
Buffer" con Mgy 1-2 U de la mezcla de polimerasas termoestables suministradas con
el kit. Las condiciones de la PCR y el nimero de ciclos de amplificacion se ajustaron
para cada experimento.

[1.3.3. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Mediante esta técnica, los fragmentos de DNA pueden separarse segun su tamafio y
posteriormente ser transferidos a membranas o bien purificados a partir del gel. Se
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utilizaron geles de agarosa de porcentaje entre 0,7 y 1,5%, segun los tamafios a separar,
preparados en tampon TAE 1X. Las muestras se cargaron en los geles con soluciéon de
carga. El DNA se visualizo tifiendo los geles con j3yfml de bromuro de etidio y
observandolos bajo luz ultravioleta. Como marcadores de tamafio molecular se
emplearon el DNA del fago lambda cortado ¢dindlll y el DNA del fago phixX174

digerido con Ha#l (0,1 pg por pocillo).

11.3.4. Purificacion del DNA incluido en agarosa

Los fragmentos de DNA se aislaron utilizando el kit comercial Gel Extractifn Kit
(Omega) siguiendo el protocolo de la casa comercial. El fragmento de agarosa
conteniendo el DNA se disolvid en el tampdn de unidn proporcionado en el kit a 55 °C
durante 7 min, y el DNA se retuvo en una membrana de fibra de vidrio. Esta membrana
se lavo con una solucion de etanol para eliminar impurezas vy, finalmente, el DNA se
eluyo con agua.

[1.3.5. Aislamiento de DNA plasmidico

Para las extracciones de DNA plasmidico a pequeiia escala (3-5 ml de cultivo
bacteriano) se utilizé dblasmid Mini Kif de Omega. El procedimiento se basa en el
metodo de la lisis alcalina, con el que se consigue la desnaturalizacién y precipitacion
selectiva del DNA cromosomico en medios con NaOH y SDS. El DNA plasmidico
permanece intacto debido a su pequefio tamafio y su naturaleza circular y
superenrollada. El tratamiento con alta concentracion de acetato potasico y SDS
provoca la precipitacion de la mayoria de proteinas mientras que el tratamiento con
RNasa elimina el RNA. La purificacion del DNA plasmidico se completa por
precipitacion con isopropanol. El sobrenadante se pasa por una resina para retener el
DNA vy, tras varios lavados, éste es eluido con un tampon Tris-HCI 10 mM pH 8,5.

Este método permite de forma rapida el aislamiento de pequefias cantidades de
DNA plasmidico en condiciones Optimas para realizar su tratamiento posterior
(digestion con enzimas de restriccidon, ligacién, subclonado, marcaje radiactivo,
secuenciacion, etc.).

[1.3.6. Digestion de DNA con enzimas de restriccion

Las enzimas se emplearon de acuerdo con las recomendaciones de cada casa
comercial. De modo general, las reacciones de digestién se llevaron a cabo en un
volumen final de 3Qu empleando de 1 a 10 U de enzima pgrde DNA a digerir,
incubandose 2 h a la temperatura recomendada.

[1.3.7. Tratamiento con fosfatasa alcalina

Esta enzima hidroliza el grupo fosfato en el extremo 5' del DNA. La ligasa necesita
este grupo para la reaccién de ligacion, por lo que el tratamiento con fosfatasa alcalina
de los vectores plasmidicos abiertos disminuye la posibilidad de religamiento. La
reaccion se realizo agregando 1 U de esta enzima tras la digestion con endonucleasas de
restriccion e incubando 30 min a 37 °C.
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[1.3.8. Reaccion de ligacion

Las reacciones de ligacion de fragmentos de DNA se llevaron a cabo con la enzima
T4 DNA ligasa (1Uag de DNA), procedente del bacteriofago T4. El volurfieal de
reaccion fue de 20l en el tampon suministrado por la casa comercidizarido por lo
general relaciones molar inserto:vector de 3:1, incubandose durante 16 h a temperatura
ambiente.

11.3.9. Transformacion de células competentes vy seleccion de clones

Para la transformacion, se descongelé una alicuota de células competehtes de
coli, a las que se afiadio el DNA plasmidico. A continuacion se realizé un choque
térmico, para lo que se incubaron las bacterias durante 30 min en hielo, 45sa42°Cy 2
min en hielo. A la mezcla se afadieron 500de LB y se incub6 1 h a 37 °C en
agitacion. Una alicuota de la mezcla se plaqueé en el correspondiente medio de
seleccion y se incub6 a 37 °C durante 14-16 h.

Los transformantes positivos se seleccionaron mediante el aislamiento del DNA
plasmidico, analisis de restriccion del plasmido y secuenciacion.

[1.3.10. Secuenciacion de DNA

La secuenciacion de DNA se realizé por el método de terminacion de cadena por
dideoxinucleétidos (Sangeet al., 1977). La secuenciacion se realiz0 con un
secuenciador automatico capil&130XL Genetic Analyse(Applied Biosystems)
utilizando el kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Thermo Fisher).

[1.3.11. Generacion de sondas de DNA marcadas con digoxigenina

Se empleo el procedimiento de "Random Primed"” (Feinberg y Vogelstein, 1983),
basado en la utilizacion de una mezcla de hexanucle6tidos que actian como cebadores
para la sintesis de DNA por el fragmento de Klenow de la DNA Polimerada. kde.

El marcaje con digoxigenina (DIG) se consigue usando una mezcla de dNTPs y DIG-
11-dUTP. Las reacciones se realizaron en un volumen final gé @h 10-20ug de

DNA molde y 2 U de enzima de Klenow, siguiendo el protocolo de la casa comercial.
El DNA se precipitdé con etanol absoluto y 0,8 M LIiCl y se resuspendio et &€
tampdn TE.

11.4. Obtencion de una linea mutante nulo del gehiR0s3

La estrategia empleada para conseguir una linea de parasitos mutantes nulos del gen
LiRos3 fue la misma que esta descrita para el gen ortélogo denovani LdR0s3
(Pérez-Victoriaet al., 2006a). Se utilizé una construccion previamente generada en el
plasmido pGEMT en la que el cassette HYG que contiene ehggrse encuentra
flanqueado en su extremo 5' por un fragmento de 1,3 kb de la region 5'-no codificante
(5'-UTR) deLdRos3 y en su extremo 3' por un fragmento de 1,2 kb de la region 3'-UTR
deLdRos3(Fig. 24). Ambas regiones UTR #edRos3y LiRos3presentan una identidad
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en la secuencia cercana al 100%, por lo que se pueden emplear para la obtencion de
padasitos mutantes nulod./Ros3.

Esta construccion se linealiz6 mediante digestion enzimatiqagyde este DNA se
enmplearon para transfectar por electroporaciéon promastigotés idéantum Después
de 1 dia en 5 ml de medio de cultivo, los promastigotes se centrifugaron (1000 g durante
5 min) y se resuspendieron en 8d0de medio que se emplearon para sembrar dos
placas de medio de cultivo semisolido agar-RPMI al que se habian adicionagiondlO
de higromicina B. Después de 10-15 dias, se seleccionaron varios clones que se
cultivaron en medio liquido para posteriormente extraerles el DNA y analizar mediante
PCR la correcta integracion de la construccion, con la consecuente sustitucion del gen
LiRos3 por el cassette que contiene el gen de resistencia a higromicina B (Fig. 24). De
este modo, se obtuvieron promastigotes heterocigotos (+/-) (Fig. 25).

S’UIR [ TiRos3 L3'UIR

Hygro* |
S’UTR 3’UTR
Figura 24. Modelo de la doble recombinacidn que se produce en la sustituciéon del §eRos3 por el

cassette HYG de resistencia a higromicina B dreishmania. Los fragmentos de las regiones 5’UTR y
3'UTR deLiRos3tienen un tamafio de 1,3 kb y 1,2 kb, respectivamente.

Para obtener parasitos con el otro alelo delecionado, los promastiddfiss3
(+/-) se cultivaron con una mayor presion de farmaco, llegando au§®0l de
higromicina B. Los promastigotes se centrifugaron nuevamente y se plaquearon para
obtener clones, algunos de los cuales fueron elegidos para estudiar su sensibilidad a
miltefosina, seleccionando aquellos que eran resistentes a una concentraciuivde 80
(Fig. 25). La correcta integracion del cassette HYG en ambos alelos fue de nuevo
confirmada por PCR y también por Southern blot. Ademas, la pérdida de expresion de
la proteina LiRos3 se analizé por inmunodeteccion.

N 5 Resistencia a 5
miltefosina 80 pM

Linea

¢ 1 Hygro LiRos3 Hygro LiRos3
parenta 40 pM “+A) 500 pM ")
5'UTR 3'UTR

Figura 25. Estrategia para la generacion de promastigotes de. infantum mutantes nulos de
LiRos3. Hygro, higromicina B.

[1.5. Analisis de DNA mediante Southern blot

El DNA gendmico purificado de promastigotes de la linea salvaje y de los mutantes
nulos deLiRos3 se digirid con Bgll. EI DNA digerido se separdé mediante electroforesis
en gel de agarosa al 0,8%. Tras ello, los geles se trataron 3 min con HCI 0,25 M para
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despurinizar el DNA y facilitar su fragmentacién. A continuacion se trataron 30 min con
solucion desnaturalizante y otros 30 min con solucion neutralizante. EI DNA se
transfiri6 entonces a una membrana de nylon durante toda la noche por capilaridad en
tampdn SSC 20X, segun la técnica descrita por Southern (1974).

Finalizada la transferencia, la membrana se lavé en SSC 2X y se dejo secar. A
continuacion, el DNA se fij6é covalentemente a la membrana por irradiaciéon con luz
ultravioleta a 250 nm durante 3 min. Las membranas se preincubaron en un horno de
hibridacion con la solucion de hibridacion a 42 °C durante 2 h. Posteriormente, se
hibridaron con sondas de DNA marcadas con DIG (digoxigenina), generadas usando
como molde la secuencia codificante (ORF) o la regién 5-UTRLiB®s3. La
hibridacion se realiz6 durante toda la noche a 42 °C con agitacion suave.

Finalmente, el DNA se detectd por el sistema DIG (Roche), siguiéndose las
instrucciones proporcionadas por el fabricante.

11.6. Generacion de construcciones con el gdrnRos3 mutado,
truncado y quimeras

Se aislaron los genes de los tres miembros de la familia Cdd50rdantum tal y
como se ha descrito previamente para los ortélogds denovani(Pérez-Victoriaet
al., 2006a). La secuencia de referencia del NCBI de estos genes se indica a continuacion
entre paréntesisLiRos3 (XM_001467713.2),LiRosl (XM_001469112.1) yLiRos2
(XM_001463528.1). Se afadieron dianas de restriccion para su posterior subclonaje.
Estas secuencias se amplificaron mediante PCR empleando DNA gendmico de
infantumcomo molde y se clonaron en el vector pGEMT (Promega). Posteriormente,
LiRos3 se subclond en el vector de expresion peishmaniaplR1SAT por digestion
con Smal-BamHlI.

Para generar proteinas de fusion con GFP en el extremo C-terminal de LiIMT
(LIMT-GFP), LiRos1 (LiRos1-GFPy LiRos2 (LiRos2-GFR se amplificaron los ORFs
sin el coddén de terminacion y se subclonaron en el vector de expresion pXG-"GFP+
como se ha descrito previamente (Pérez-Victoria et al., 2006a).

Las mutaciones puntuales en LiRos3 se obtuvieron mediante el kit de mutagénesis
QuikChang& 1l XL site-directed(Stratagene), usando como molde el plasmido de
expresion que contiene el geilRos3. Para realizar mutaciones multiples en el dominio
N terminal de la proteina se emplearon como molde los plasmidos Q16L (para las
construcciones QI16L+Q17L y Q16L+L19Q) y L19Q (para las construcciones
Q17L+L19Q y Q16L+Q17L+L19Q). Se realizaron mutaciones conservativas y no
conservativas, en base a las caracteristicas estructurales y fisicoquimicas de los
aminoacidos. Para ello, se emplearon un par de oligonucleétidos, complementarios entre
si, que incluian la mutacién deseada, y se realizd una reaccion de PCR con la enzima
Pfu Ultra High Fidelity DNA Polimerasa, dando como resultado dos hebras completas y
complementarias del plasmido amplificado. El DNA de molde se eliminé en una
reaccion de digestion con la enzinipnl, que corta el DNA metilado, y se
transformaron bacterias con el DNA sin metilar, que se correspondia con el producto de
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la amplificacion. La existencia de la mutacién en el pldsmido aislado de las bacterias
transformadas se chequed mediante secuenciacion.

Las secuencias truncadas d&iRos3, carentes del dominio N-terminalNR3) o
dd dominio C-terminal ACR3), se obtuvieron por PCR a partir de DNA gendmico.
Para obteneproteinas quimera a partir de los tres genes de la familia Cdc50 se
recurrié a la amplificacion de los fragmentos de interés por PCR 0 a la creacion de sitios
de restriccion silenciosos introducidos mediante mutagénesis dirigida, y a la posterior
digestién y ligacion de los correspondientes fragmentos de DNA.

Todas las construcciones se clonaron en el vector pIR1SAT y sus secuencias se
determinaron automaticamente.

En la siguiente tabla se indican las posiciones inicial y final de los constituyentes de
cada una de las proteinas truncadas e hibridas. Los tamafios de las proteinas LiRos1,
LiRos2 y LiRos3 son de 421, 595 y 363 aminoacidos de longitud, respectivamente.

Proteinas truncadas y quiméricas generadas en esta tesis doctoral

Proteina Segmentos
ANR3 31-363 de LiRos3
ACR3 1-352 de LiRos3
N1R3 1-34 de LiRos1 y 31-363 de LiRos3
N2R3 1-146 de LiRos2 y 31-363 de LiRos3
C1R3 1-352 de LiRos3 y 402-421 de LiRos1
C2R3 1-352 de LiRos3 y 518-595 de LiRos2
L1R3 1-53 y 330-363 de LiRos3 y 56-379 de LiRos1
L2R3 1-53 y 330-363 de LiRos3y 170-495 de LiRos2
L3R1 1-54 y 381-421 de LiRos1 y 52-331 de LiRos3
L3R2 1-168 y 497-595 de LiRos2 y 52-331 de LiRos3
LM3R1 1-34 y 402-421 de LiRosl1 y 30-352 de LiRos3
L3M13R1 1-54 y 402-421 de LiRos1 y 52-352 de LiRos3
L3M31R1 1-34 y 381-421 de LiRos1 y 30-331 de LiRos3
LM3R2 1-146 y 518-595 de LiRos2 y 31-352 de LiRos3

II.7. Técnicas para el estudio funcional de la proteina LiRos3

1l.7.1. Determinacion de la concentracion inhibitoria 50 (IGg) en
formas promastigotas ded.. infantum

La Concentracion Inhibitoria 50 () se puede definir como la concentracion de
un compuesto requerida para inhibir el crecimiento de los parasitos al 50% en relacion a
un cultivo control en ausencia de farmaco y cuando se alcanza la fase logaritmica tardia
de crecimiento (Ellenberger y Beverley, 1989).

Este parametro se empled para determinar la sensibilidad a MLF &rnies

promastigotasdeL. infantum calculandose mediante un método colorimétrico basado
en la reduccion del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, mas
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conocido como MTT. Este sustrato, soluble y amarillo, es convertido por enzimas
deshidrogenasas de los parasitos en el producto formazan, insoluble y de color violeta.
La cantidad de producto formado depende del nUmero de células y de la viabilidad de
las mismas.

En los ensayos realizados, se parti6 de una concentracion de 2 x 10
promastigotes/ml, sembrados en 1Q0 de medio de cultivo en una placa de
microtitulacion de 96 pocillos. Después de 48 h de incubacion a 28 °C en presencia de
diferentes concentraciones de MLF, se afiadieron 818 MTT (5 mg/ml), y se incubd
4 h a 28 °C. Los cristales de formazan formados se disolvieron afladiepntddes8DS
al 20% e incubando en oscuridad a 37 °C durante 4-6 h. La absorbancia se midio a 540
nm en un lector de placas. Los datos obtenidos permitieron el calculo deggla IC
mediante analisis de regresién no lineal usando el programa SigmaPlot 2000 para
Windows (SPSS).

[1.7.2. Ensayos de acumulacion de miltefosina

Se determind la captacion de MLF radiactiva como se ha descrito previamente
(Pérez-Victoriaet al., 2003a). Se incubaron 2 x’lfromastigotes dé. infantumen
fase logaritmica de crecimiento con 0,00i/ml de FC]JMLF (2,5 uM) en medio de
cultivo M-199 durante 60 min a 28 °C. Los promastigotes se lavaron con PBS frio
adicionado con 10 mg/ml de BSA para extraer la fraccion de farmaco incorporada en la
cara externa de la membrana plasmatica. Tras ello, se realizé un segundo lavado con
PBS, y se resuspendieron los sedimentos celulares en Triton X-100 al 1%. La
radiactividad acumulada en el parasito se midié usando el contador de centelleo 1209
Rackbeta Liquid Scintillation CountefLKB-Wallac). Se determindé asimismo la
concentracién de proteinas mediante el método de Bradford.

I1.7.3. Acumulacion de analogos fluorescentes de fosfolipidos

Para estudiar la implicacion de LiRos3 en el transporte de fosfolipidos se
emplearon anélogos fluorescentes de fosfatidilcolina (NBD-PC) y fosfatidiletanolamina
(NBD-PE), marcados con el grupo fluorescente nitrobenzoxadiazol en un acido graso de
cadena corta (n=6) situado en posicion 2 de la molécula de glicerol (Fig. 26).
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Figura 26. Estructura quimica de los analogos fluorescentes de fosfatidilcolina 16:0-06:0 NBD-PC y
de fosfatidiletanolamina 16:0-06:0 NBD-PE.
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Cantidades apropiadas de estos compuestos disueltos en cloroformo/metanol (1:1)
se depositaron en un tubo de cristal de fondo cénico, se desecaron bajo atmdsfera de
nitrdgeno, se resuspendieron en unas gotas de etanol absoluto y se diluyeron hasta la
concentracion adecuada (1®uen tampon HPMI.

Los ensayos de acumulacién de analogos de fosfolipidos se realizaron de manera
similar a la descrita previamente (Pérez-Victoga al, 2003b). Se parti6 de
promastigotes dé. infantumen fase logaritmica de crecimiento, que se lavaron dos
veces con PBS y se resuspendieron en tampon HPMI suplementado con PMSF 1 mM
(para inhibir la degradacion de los analogos de fosfolipidos) a una concentracion de 4 x
10° promastigotes/ml. Los paréasitos se incubaron en este tampén con una concentracion
de5 uM de NBD-PC o NBD-PE durante 30 min a 28 °C. A continua, se realizaron
dos lavados con PBS + 1% BSA en frio para extraer la fraccion unida a la cara externa
de la membrana plasmatica. Los parasitos se resuspendieron finalmente en PBS frio,
dejandose las muestras en hielo hasta que se les midio la fluorescencia en un citbmetro
de flujo FACScan (Becton Dickinson).

Se determind la fluorescencia debida a la acumulacion de los compuestos
utilizados, medida como fluorescencia media en el canal FL1 (515-545 nm). Se
establecieron regiones tras analizar la muestra utilizando los parametros de dispersion
frontal forward scattero FSC) y dispersion lateradifle scattelo SSC) y se analizaron
10.000 eventos en las mismas. Los datos se analizaron con el programa Cell Quest.

[1.7.4. Ensayos de actividad flipasa

La actividad flipasa se determind midiendo la acumulacién de NBD-PC usando
diferentes concentraciones de este analogo fluorescente de PC. Se parti6 de
promastigotes dé. infantumen fase logaritmica de crecimiento, que se lavaron dos
veces con PBS frio y se preincubaron en tampon HPMI suplementado con PMSF 1 mM,
manteniéndolos con agitacion suave durante 30 min a 28 °C. De forma paralela, se
prepararon diluciones seriadas de NBD-PC en HPMI en una placa de 96 pocillos.
Finalizada la preincubacion, se afiadieron 1,6%ptomastigotes en cada pocillo, de tal
modo que el volumen de reaccion fue de D9 la concentracion maxima utilizada de
NBD-PC fue de JuM. La placa se incubé durante 8 min a 28 °C con @gitasuave y
en oscuridad, condiciones previamente determinadas en las cuales la incorporacion de
NBD-PC es lineal. Finalizada la incubacion, la placa se centrifugé adL@0tante 3
min a 4 °C. Se retir0 el sobrenadante y se afadieron en cada pocilld d80a
solucion stop (PBS + vanadato 200 + BSA 4%) para inhibir la actividad ATPasa de
LIMT por accion del vanadato y para eliminar la fraccion de NBD-PC que hubiese
quedado unida en la cara externa de la membrana plasmatica de los promastigotes. Los
promastigotes se incubaron en esta solucién durante 5 min en hielo y las placas se
volvieron a centrifugar a 100§ durante 3 min a 4 °C. Tras ello, los promastigotes se
resuspendieron en PBS frio y se pasaron a tubos de citometria, manteniéndose en hielo
hasta que se les midi6 la fluorescencia de la manera descrita en los ensayos de
acumulacion de anélogos fluorescentes de fosfolipidos.

A los datos obtenidos en cada linea se les sustrajo la fluorescencia asociada a la
linea delecionada para ambos alelosLd®os3 (ALiRos3) debida a la captacion no
dependiente del sistema de transporte LIMT-LiIR0s3, ya sea por difusion o endocitosis,
asi como a la fluorescencia residual asociada no eliminada tras la extraccion con BSA,
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tal y como se ha descrito previamente (Pérez-Vicabréd., 2006a y b). Los resultados
se normalizaron también en base a los niveles de expresion de LIMT en la membrana
plasmatica, obtenidos en los ensayos de biotinilacion.

Los datos obtenidos se ajustaron a la ecuacién de Michaelis-Menten y se
representaron graficamente con el progré&naphPad Prism 6La velocidad maxima
aparente de transporte (Vmax) de las diferentes lineas se expres6 como el porcentaje
respecto a la actividad maxima de los parasitos comldRfs3 transfectados con
LiR0s3).

[1.7.5. Sensibilidad a miltefosina de los amastigotes intracelulares
vitro

Para determinar la sensibilidad de fasmas amastigotasintracelulares a MLF de
los diferentes mutantes de infantum se empleé la linea de monocitos THP-1. Estas
células se diferenciaron a macrofagos en placas de 24 pocillos mediante el empleo de 20
ng de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) durante 48 h, seguido de 24 h en medio
fresco sin PMA, como se ha descrito previamente (Rochetteal, 2008),
permitiéndoles asi adquirir la capacidad de adherencia. Los macréfagos se infectaron
con promastigotes en fase estacionaria tardia de crecimiento a razén de 10:1 parasitos
por macrofago. Transcurridas 12-18 h, las células se lavaron con medio de cultivo para
eliminar los promastigotes que no habian penetrado. Los cultivos de macrofagos
infectados se incubaron durante 72 h a 37 °C con &% y con diferentes
concentraciones de MLF para calcular 1a0Qras ello, las muestras se fijaron durante
20 min a 4 °C con paraformaldehido al 2% (p/v) en PBS y se permeabilizaron durante
30 min con Triton X-100 al 0,1% en PBS. Los amastigotes intracelulares se detectaron
mediante marcaje con DAPIL. El nimero de formas amastigotas intracelulares por
macrofago infectado se determiné a partir del recuento de al menos 200 macrofagos por
pocillo.

11.8. Técnicas de obtencion y analisis de proteinas

[1.8.1. Preparacion de extractos totales del. infantum para
electroforesis de proteinas en geles SDS-PAGE

De forma general, se emplearon promastigotes en fase logaritmica tardia de
crecimiento (3 x10células/ml). Los parésitos se centrifugaron a I§@arante 5 min a
4 °C y se lavaron tres veces con PBS en frio. Tras ello, se resuspendieron en PBS
adicionado con un coctel de inhibidor de proteasas (Pierce) y se mezclaron directamente
con tampon de Laemmli 2X en proporcion 1:1. De forma alternativa, los promastigotes
se lisaron empleando tampon de lisis A (Tris-HCI 50 mM; NaCl 150 mM; DDM 5%.
pH 7,4) complementado con PMSF 1 mM y una combinacion de inhibidores de
proteasas (Pierce). Después de 2 h de incubacion a 4 °C, las muestras se mezclaron en
proporcién 1:1 con tampdén de Laemmli 2X. Se cargaron geles de poliacrilamida con
alicuotas equivalentes a 2 x*Jfomastigotes.
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[1.8.2. Biotinilacion de las proteinas de superficie

Las proteinas de la membrana plasmaticd..dmfantumse marcaron mediante
biotinilacibn como se ha descrito previamente (Sanchez-Caietd, 2009). Se
utilizaron 16 promastigotes en fase logaritmica de crecimiento, que se lavaron con PBS
y se incubaron en hielo con EZ-Littk Sulfo-NHS-SS-biotina (Pierce) 1 mM en 1 ml
de PBS durante 1 h a 4 °C. La membrana plasmética no es permeable para este reactivo
que actua uniéndose especificamente a los grupos amino primario de las proteinas de la
superficie celular a través de su grupo N-hidroxisulfosuccinimida (NHS) éster.

La reaccion de biotinilacion se detuvo mediante tres lavados con PBS
suplementado con Tris-HCI 50 mM. Tras ello, los promastigotes se incubaron en hielo
durante 1 h con 100l de tampon de lisis B (Tris-HCI 50 mM; NaCl 150 mBDS
0,1%; Nonidet P-40 2%. pH 7,4) suplementado con PMSF 1 mM y una combinacion de
inhibidores de proteasas (Pierce) para solubilizar las proteinas presentes en la muestra.
El lisado resultante se centrifugd a 21.@0Aurante 20 min a 4 °C para eliminar los
restos insolubles, y el sobrenadante obtenido se incubo6 durante 1 h gdrdé@6sina
de estreptavidina-agarosa (Pierce), previamente lavada con el tampén de lisis,
obteniéndose de este modo proteinas biotiniladas unidas a estreptavidina. La resina se
lavé 4 veces con 400 de tampodn de lisis y las proteinas biotiniladaglsgeron con
30 ul de tampoén de Laemmli 2X. EI DTT presente en estgéan produjo la reduccion
del puente disulfuro del reactivo empleado en la reaccion de biotinilacién, logrando asi
separar las proteinas unidas a la resina que, a continuacion, se desarrollaron en geles de
SDS-poliacrilamida.

11.8.3. Co-inmunoprecipitacion

Se emplearon promastigotes transfectados con la construccion LAMT-GFP, descrita
previamente (Pérez-Victorigt al, 2003b). LAMT dd.. donovanies idéntico al 100%
en secuencia de aminoéacidos a su ortélogh.defantumLiMT. Se parti6é de 5 x 10
promastigotes dé&. infantumen fase logaritmica tardia de crecimiento, que se lavaron
tres veces con PBS y se lisaron durante 2 h con 1 ml de tampon de lisis C (PBS; DDM
2%. pH 7,4) suplementado con PMSF 1 mM y una combinacion de inhibidores de
proteasas (Pierce). Las muestras se aclararon por centrifugacion a@@lg@ate 20
min a 4 °C, y el sobrenadante obtenido se incubd durante toda la noche a 4 °C en
rotacion con bolitas magnéticas recubiertas con anti-GFP. Tras ello, las bolitas se
separaron magnéticamente, se elimind el sobrenadante y se realizaron 5 lavados con
PBS suplementado con DDM al 0,05%. Las proteinas unidas al anticuerpo se eluyeron
con 40ul de tampon citrato 0,1 M pH 2 + DDM al 0,05%, se ol@on en proporcion
1:1 con tampdn de Laemmli 2X y se desarrollaron en geles de SDS-poliacrilamida.

11.8.4. Reaccion de N-desqglicosilacion

Para proceder a la liberacion de los oligosacaridos unidos a los residuos de
asparagina glicosilados de la proteina LiR0os3, se empled la enzima PNGasa F (New
England Biolabs) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se partié dé 5 x 10
promastigotes dé. infantum que se lavaron con PBS y se solubilizaron end @
tampon de lisis D (Tris-HClI 50 mM; NaCl 150 mM; Nonidet P-40 1%. pH 7,4)
complementado con una combinacion de inhibidores de proteasas (Pierce). El material
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insoluble se elimind por centrifugacion a 21.090durante 10 min a 4 °C, y el
sobrenadante se mezcl6 con el tampon édédécosidasa 10X y se incubd con PNGasa

F (1000 unidades) durante 1 h a 37 °C. Finalmente, las muestras se mezclaron con
tampdén de Laemmli 2X y se separaron mediante electroforesis de proteinas en geles
SDS-PAGE al 10%.

[1.8.5. Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteinas se determing utilizando el método colorimétrico de
Bradford (1976), en el que se basa elBid-Rad Protein AssayEste método consiste
en la cuantificacion de la unién del colorante Azul de Coomassie a las proteinas de la
muestra, medida por espectrofotometria a una longitud de onda de 595 nm.

11.8.6. Electroforesis de proteinas en geles SDS-PAGE

La separacion de proteinas en funcion de su tamafio se realizé mediante la técnica
de electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida y SDS (SDS-PAGE),
segun el método de Laemmli (1970). La separacion electroforética se realizd en geles
discontinuos, compuestos por un gel superior (concentrador) preparado al 3% de
acrilamida/bisacrilamida y pH 6,8, y un gel inferior (separador) al 8-12% y pH 8,8. Los
porcentajes de acrilamida se eligieron en funcion del tamafio de las proteinas de interés
a separar. La electroforesis se llevd a cabo en minigeles empleando la cubeta del
sistema mini-PROTEAN de Bio-Rad, a 20-25 mA/gel.

[1.8.7. Transferencia de proteinas a membrana y deteccidbn con
anticuerpos (Western blot)

Las proteinas separadas por electroforesis se transfirieron a membranas de PVDF
Immobilon-Pde Millipore. Estas membranas se activaron sumergiéndolas en metanol
absoluto durante 20 s, pasandose posteriormente a agua bidestilada durante 1 min vy,
finalmente, a tampdn de transferencia. Los geles de acrilamida y los papeles Whatman
usados en la transferencia también se sumergieron brevemente en tampdn de
transferencia.

La transferencia se realiz6 empleando el procedimiento semiseco o hiumedo. La
transferencia semiseca se realizé en un apaiatans Blot SD Semidry CdlBio-Rad)
a 23 V durante 45 min. Por su partefrensferencia hUmeda se realizé en un aparato
Mini Trans-Blot Cell(Bio-Rad) durante 1 h a un voltaje maximo de 25 V y un amperaje
méximo de 100 mA.

Finalizada la transferencia, las membranas se tifieron con una solucién de Rojo
Ponceau para visualizar las proteinas y determinar la eficiencia de la transferencia,
destifiéndose con agua bidestilada. Seguidamente, la membrana se bloqueé en una
solucion de leche desnatada al 5% en PBS durante 1 h a temperatura ambiente en
agitacion suave o durante 14 h a 4 °C, como paso previo a la inmunodeteccién de las
proteinas transferidas.

Las membranas de PVDF se incubaron a temperatura ambiente, durante 1 h, con el
anticuerpo primario correspondiente en la solucién de inmunodeteccion. Las diluciones

- 104 -



Métodos

empleadas de estos anticuerpos fueron de 1:300 para anti-LdMT; 1:1000 para anti-
LdRos1, anti-LdRos2 y anti-LdRo0s3; 1:12500 para attibulina, y 1:500 para anti-
gp63.

Después de 3 lavados de 5 min con la solucién de inmunodeteccién, las membranas
se incubaron durante 1 h con una dilucién 1:5000 de un anticuerpo secundario anti-lgG
de conejo o ratén conjugados a peroxidasa. Después de 3 nuevos lavados de 5 min con
la solucion de inmunodeteccion, la membrana se revel6 utilizando el sustrato
guimioluminiscente ECL (Pierce).

11.9. Microscopia de fluorescencia

Se realizaron estudios de co-localizacién empleando promastigotes que expresaban
las proteinas LiRos1 o LiRos2 fusionadas a la proteina verde fluorescente (GFP).

Para el marcaje del reticulo endoplasmatico se realiz6 un analisis mediante
inmunofluorescencia indirecta utilizando un anticuerpo de conejo dirigido contra el
marcador de reticulo endoplasmatico BIiP (proteina de union a la cadena pesada de la
inmunoglobulina) de la manera que se ha descrito anteriormente (Pérez-\étuirja
2006a), con algunas modificaciones. Los promastigoted.dmfantum se fijaron
durante 1 h a 4 °C con paraformaldehido en PBS y se resuspendieron a una
concentracién de 1,5 x i@élulas/ml. Se depositaron 20 de la suspensién sobre
portaobjetos provistos con 10 circulos de 6 mm de diametro (BioMerieux) y se dejo
secar a temperatura ambiente durante toda la noche. Las muestras se incubaron con
glicina 500 mM en PBS durante 30 min, tras lo cual se permeabilizaron con Triton X-
100 al 0,2% en PBS durante 30 min y se bloquearon con BSA al 1% en PBS durante 30
min. Los portaobjetos se lavaron entonces tres veces con el tampon IFI (PBS con BSA
al 0,1%) y se incubaron con una dilucién 1:500 del anticuerpo anti-BiP en tampon IFI
durante 1 h a 37 °C en camara humeda. Después de tres nuevos lavados, los
portaobjetos se incubaron con una dilucién 1:1000 de un anticuerpo de cabra anti-IgG
de conejo conjugado con Alexa FIir594 en tampén IFI durante 1 h a 37 °C en
camara humeda. Finalmente, los portaobjetos se lavaron otras tres veces con el tampon
IFl y se analizaron con un microscopio confocal Axiovert (TCS SP5; Leica).

Para el marcaje de la mitocondria, los promastigotes se incubaron con MitoTracker

Red 50 nM durante 30 min a 28 °C en medio RPMI sin hiFBS. Tras ello, se lavaron con
PBS en frio y se examinaron mediante microscopia confocal.

11.10. Analisis bioinformatico

Los datos de la secuencia de los gengRosl (LinJ.35.3450),LiRos2
(LinJ.09.1080) yLiR0s3(LinJ.32.0540) se tomaron de la base de datos TriTrypDB
(http://tritrypdb.org/tritrypdb/).

Para laprediccion de las regiones transmembranae las proteinas Cdc50 de
infantum LiRosl1l, LiRos2 y LiRos3 se utlizaron el servidor TMpred
(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED _form.html) y los programas
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MEMSAT3 y MEMSAT-SVM (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). Para determinar los
posbles sitios de N-glicosilacionde LiRos3 se empled el servidor NetNGlyc 1.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/).

El porcentaje de identidad y de similitudde LiRos3 con otras proteinas de la
familia Cdc50 se determind con el programa BLASPPotein-protein Basic Local
Alignment Search ToplAltschul et al, 1997), utilizando la base de datos UniProtkKB
(http://www.uniprot.org/uniprot/) y la pagina web del Instituto Suizo de Bioinformatica
(SIB) (http://web.expasy.org/blast/).

El alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las diferentes proteinas de la
familia Cdc50 se realiz6 mediante el algoritmo ClustalW (Thomptoal, 1996),
utilizando el servidor NPS@ (Network Protein Sequence Analysis; https://npsa-
prabi.ibcp.fr/cgi-bin/align_clustalw.pl) (Combett al, 2000). A partir de dicho
alineamiento, las imagenes se crearon con el servidor ESPript 3 (http://espript.ibcp.fr)
(Robert y Gouet, 2014). En estas imagenes, el valor empleado en el parametro que
permite distinguir entre alta y baja similitud fue de 0,9 en una escala comprendida entre
Oy1.

Para este alineamiento, las secuencias de referencia de las proteinas Cdc50 se
obtuvieron de la base de datos del NCBI (Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica). Entre paréntesis se indican los nimeros de acceso de estas secuencias:

- Leishmania infantum LiRos3 (XP_001467750.2), LiRos2 (XP_001463565.1) y
LiRos1 (XP_001469149.1).

- Saccharomyces cerevisiakem3p (NP_014076.1), Cdc50p (NP_010018.1) y Crflp
(NP_014446.3).

- Homo sapiensCDC50A (NP_060717.1) y CDC50B (NP_001017970.1).

- Mus musculusCdc50C (NP_081927.1).

- Drosophila melanogastefCG9947 (NP_573128.2).

- Caenorhabditis elegan€HAT-1 (NP_001023332.1).

- Arabidopsis thaliana: ALIS1 (NP_566435.1), ALIS3 (NP_564656.1) y ALIS5
(NP_565210.1).

11.11. Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media aritmética + desviacion estandar
(S.D.). Las comparaciones estadisticas entre diferentes grupos se llevaron a cabo
mediante el test de tade Student. Las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas con P < 0,05.
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|. Caracteristicas generales de LiRos3 y homologia con otras
proteinas Cdc50

El genLiRos3(GeneDB LinJ.32.0540) es ortdlogo del deiRos3, descrito con
anterioridad por nuestro laboratorio como subunidad esencial del complejo de transporte
de MLF enL. donovani(Pérez-Victoriaet al, 2006a). Forma parte del cromosoma 32
de L. infantumy codifica una proteina de 363 aminoacidos, con un peso molecular
estimado de 40,3 kDa y un punto isoeléctrico de 8,69.

Estudiando la topologia de LiRos3 se puede comprobar que tiene la estructura
tipica de las proteinas Cdc50. Es una proteina integral de membrana con dos dominios
transmembrana separados por un lazo extracitosélico de gran tamafio (aproximadamente
280 residuos) y con dos cortas regiones citosolicas en los extremos amino y carboxilo
terminal, de 30 y 11 residuos respectivamente. Al analizar su secuencia, se deduce que
es altamente probable que se encuentre N-glicosilada y que su lazo extracitosolico esté
estabilizado por dos puentes disulfuro, al igual que sucede en otras proteinas de la
familia (Fig. 27).

N C
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Figura 27. Modelo topolégico

TM1 TM2 de la proteina LiRos3 delL.
infantum.

Se indican los residuos donde
empiezan y terminan los dos
segmentos transmembrana segun
la prediccion de diversos
programas bioinformaticos. Se
resaltan ademas los puentes
disulfuro y las N-glicosilaciones
gue se prevé que tengan lugar en
la proteina.

Al estudiar la homologia de LiRos3 con las otras proteinas de la familia Cdc50 de
L. infantumse observé que presenta un porcentaje de identidad del 30% con LiRosl y
del 33% con LiRos2 (Tabla 3). Comparandola con los posibles ortélogos de otras
especies dé.eishmania, se observaron unas identidades que iban desde eL99% (
donovanj o el 91% (L. majorhasta el 73%L( braziliensi3. Otras proteinas Cdc50 de
otros tripanosomatidos, ninguna de las cuales se ha estudiado hasta la fecha, presentan
unos porcentajes de identidad del 35-50% con LiRos3. Por ultimo, también puede
destacarse de este analisis que LiRos3 presenta una identidad del 22-30% con diversas
proteinas Cdc50 de otros organismos eucariotas que se han estudiado en anteriores
trabajos (revisado por Lopez-Marqueés al, 2014). Es el caso de las proteinas de
levaduras Lem3p (que posee similitud funcional con LiRos3), Crflp y Cdc50p; las
proteinas CDC50A y CDC50B de humanos; las proteinas ALIS-1, ALIS-3 y ALIS-5 de
A. thaliana, y la proteina CHAT-1 de. €legans(Tabla 3).
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Tabla 3. Homologia de LiRos3 con otras proteinas Cdc50

Especie Proteina %I (%S)
(numero de acceso)

Leishmania
L. infantum LiRos1 (A4IBNO) 30 (46)
LiRos2 (A4HU24) 33 (49)
L. donovani LdRos3 (QOPOLS) 99 (100)
L. major Q4Q5N2 91 (94)
L. amazonensis AOA075DN10 85 (91)
L. mexicana E9B2H4 85 (90)
L. panamensis AOAO88RYB7 74 (85)
L. braziliensis LbRos3 (A4HK31) 73 (85)
Otros tripanosomatidos
Strigomonas culicis S9USM7 49 (68)
Angomonas deanei S9Vv780 49 (69)
Phytomonas sp. W6KZJ4 47 (66)
Trypanosoma cruzi K2N5A4 43 (59)
Trypansoma brucei brucei Q382G0 40 (60)
Trypanosoma brucei gambiense DOA9R9 40 (60)
Trypanosoma vivax GOU8P6 37 (58)
Trypanosoma congolense GOv2M9 35 (49)
Otros eucariotas
Saccharomyces cerevisiae Crflp (P53740) 26 (38)
Lem3p (P42838) 25 (40)
Cdc50p (P25656) 24 (39)
Homo sapiens CDC50A (Q9NV96) 30 (45)
CDC50B (Q3MIR4) 28 (42)
Mus musculus Cdc50A (Q8VEKO) 31 (46)
Cdc50B (Q8BHG3) 27 (43)
Cdc50C (Q9D4D7) 25 (41)
Arabidopsis thaliana ALIS1 (QILTWO) 28 (43)
ALIS2 (Q67YS6) 26 (41)
ALIS3 (Q9SLK2) 27 (42)
ALIS4 (Q9SAS35) 28 (42)
ALIS5 (Q8L8WO0) 27 (42)
Drosophila melanogaster CG9947 (Q9VXGO0) 28 (43)
Caenorhabditis elegans CHAT-1 (H2LOH3) 22 (39)
F20C5.4 (Q19635) 23 (39)
WO03G11.2 (Q23151) 22 (36)

Se han seleccionado las otras dos proteinas CdchO idfantum,las posibles proteinas ortélogas de

otras especies deeishmaniay la proteina Cdc50 de otros tripanosomatidos que presenta mayor
porcentaje de similitud con LiRos3. La tabla se completa con las proteinas Cdc50 identificadas en otros
organismos eucariotas representativos. Se indica el nimero de acceso de las proteinas en la base de datos
UniProtKB. El nimero de acceso de LiRos3 es A417NL1. %I, porcentaje de identidad; %S, porcentaje de
similitud.
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ll. Generacidn y caracterizacion de promastigotes de .L
infantum mutantes nulos del ge.iR0s3

La caracterizacion de la proteina LiRos3 que se describe en esta tesis doctoral se
llevd a cabo utilizando una cepaldanfantumdenominada MHOM/ES/1993/BCN-99.
Los trabajos previos realizados en nuestro laboratorio en los que se identificé el
complejo de transporte de MLF y se analiz6 su funcionamiento y localizacion, se
llevaron a cabo principalmente en una cepa.d#gonovanil. infantumes endémica en
Espafa y la cepa utilizada en esta tesis doctoral tiene la ventaja de bioseguridad, al ser
poco virulenta en animales de experimentacion. Es conveniente destacar que ambas
especies presentan una sensibilidad a MLF muy parecida, que estan clasificadas
taxondmicamente dentro del mismo complejo y que los geded y LdRos3 dd..
donovanipresentan con respecto a los ortologddT y LiRos3 delL. infantumuna
identidad en la secuencia deducida de aminoacidos del 100% y 99%, respectivamente.

Para caracterizar la proteina LiRos3, en primer lugar se tuvieron que generar
promastigotes en los cuales se eliminaron los dos alelos déiResB, tal y como se
describi6é pard.dRos3(Pérez-Victoriaet al., 2006a). Los promastigotes heterocigotos
LiRos3 (+/-) se generaron con relativa facilidad después de transfectar promastigotes
salvajes con una construccion linealizada en la que el cassette HYG, que confiere
resistencia a higromicina B, se encontraba flanqueado por las regiones 5-UTR y 3-UTR
de LiRos3 (Fig. 28A). Tras chequear mediante PCR la correcta integracion de la
construccion a partir de DNA genomico, se incremento la presion con higromicina B
para obtener un clon mutante nulo LiRos3 (-/-), line&as3, que se selecciond por ser
resistente a una concentracion de MLF de |80. La correcta integracion de la
congruccion usada para obtener la linfddRos3 se chequed mediante un analisis por
PCR a partir de DNA genomico (Fig. 28B) y un analisis por Southern blot (Fig. 28C).
Ademas, la pérdida de expresion de LiRos3 se verific6 mediante inmunodetecciéon
usando un anticuerpo policlonal de conejo previamente generado en nuestro laboratorio
dirigido contra el lazo exoplasmatico de LdRos3 (Sanchez-Cafietk, 2009), que
también reconoce el lazo de LiRos3 (Fig. 28D).

En L. donovanise observo que la inactivacion de los dos aleldsdéRkos3 genera
parasitos que son incapaces de llevar a cabo la translocacion del farmaco vy, por tanto,
completamente resistentes al mismo (Pérez-Victdral, 2006a). Al igual que en este
estudio, para analizar el fenotipo de los promastigbt&iR0s3 generados en esta tesis
doctoral se emplearon los ensayos de acumulacion de MLF marcada radiactivamente y
de sensibilidad a este farmaco mediante el método colorimétrico basado en la reduccion
del MTT. Estos dos ensayos permiten comparar la MLF acumulada por diferentes lineas
y calcular la IGy, respectivamente. Como era de esperar, los promastiybiRes3
fueron resistentes a MLF e incapaces de internalizar el farmaco (Fig. 29). Estos
mutantes nulos incorporaron alrededor del 4% de la cantidad de MLF incorporada por
los promastigotes salvajes, un porcentaje similar al que se obtuvo cuando se generaron
mutantes nulos dedMT y LdRos3(Pérez-Victoriaet al., 2006a). La transfeccion de la
linea ALIRos3 con un vector episomal que contenia el Ig&os3 rescatd estos dos
fenotipos (Fig. 29), confirmando que se debian a la pérdida de esta proteina Cdc50.
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Figura 28. Generacion de promastigotes mutantes nulos paLiRos3 (ALiR0s3).

(A) Representacion esquemética del locusLiRos3y de la construccién que contiene el gen
resistencia a higromicina B utilizada para lograr el reemplazamiento génico. Los nd-4 representan
la posicién de los oligonucleétidos utiliza: para comprobar mediante PCR la correcta insercion
construccion. Se muestran también los sitios de restriccion de Bgll y las sondas usadas para
mediante Southern blotB) Analisis por PCR del locus (LiRos3en los promastigotes salve (+/+) y
en los mutantes nulos déRos: (-/-). El tamafio esperado de los productos amplificados con el |
oligonucleétidos 1 y 2 es de 3,6 kb y 4,6 kb, respectivamente. El producto de PCR especifi
construccion (oligonucledtidos 1 y 4; 1,4 lconfirmé que el reemplazamiento por el gen de resister
higromicina se produjo en el lugar correcto y el producto de PCR del interior del loliRos3
(oligonucledtidos Yy 3; 1,5 kb) confirm6 que se habian reemplazado los dos alelos en los fgotes
ALiRos3. C) Andlisis mediante Southern blot del DNA gendmico de los promastigotes de i
salvaje (WT) y la lineaALiRosZ. Este DNA se digiri6 con Bgll y se hibrid6 con sondas de [
marcadas con digoxigenina procedentes de la reg-UTR y el ORF deliRos?. La diana de Bgll
situada en el interior deRos3se pierde al producirse el reemplazamiento gérD) Analisis mediante
Western blot de extractos proteicos totales de los promastigoteALiR0os3 y ALiRosZ transfectados
con el gen nativoALiRos3+LiR0s3) con el anticuerpo policlonal e-LdRos3 de conejo. Para el cont
de carga de proteinas se utiliz6 un antico monoclonal anti-tubulina de ratén.
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Figura 29. Caracterizacion funcional de los promastigoteALiRos3.

(A) La sensibilidad a miltefosina (MLF) en promastigoted dimfantumse determin6 usando el método
colorimétrico basado en la reduccién del MTT. Se representagdad&Spués de 48 h de cultivo. Los
resultados son la media + S.D. de al menos tres experimentos independi&Entes. captacion de
[**C]MLF se midi6 después de 60 min de incubacién a 28°C. Se expresa como el porcentaje de MLF
internalizada respecto a la linea salvaje (WT). Los resultados son la media + S.D. de al menos tres
experimentos independientes.

lll. ldentificacion de residuos de LiRos3 implicados en la
funcionalidad del complejo de transporte de miltefosina

Existen tres miembros de la familia de proteinas Cdc50 en humanos (Katoh y
Katoh, 2004), levaduras (Sait al., 2004) yLeishmaniaPérez-Victoriaet al., 2006a;
http://tritrypdb.org/tritrypdb/). Realizando un alineamiento de la secuencia completa de
aminoacidos de las proteinas Cdc50 de humanos (CDC50A y CDC50B), ratén
(Cdc50C; seleccionada porque la proteina ortdloga humana CDC50C esta truncada)
(Osadaet al, 2007),S. cerevisiae(Lem3p, Cdc50p y Crflp) L. infantum(LiRos1,

LiRos2 y LiR0s3), se observa la existencia de 22 residuos invariables (Fig. 30). Estos
residuos también estan conservados en la Unica proteina Cdd30ndelanogaster
(CG9947) y en la proteina CHAT-1 de elegans Sin embargo, de entre todos ellos,
Gly**” y Tyr*®® no estan conservados en las proteinas Cdc5A. diealiana ALIS1,

ALIS3 y ALIS5 (Fig. 31), incluidas en el analisis porque se ha descrito que las tres
interaccionan con las P4-ATPasas ALAL, ALA2 Y ALA3 (L6pez-Marqeiéal., 2010

y 2012). Del alineamiento se excluyeron las proteinas Cdc50 de otros tripanosomatidos
por su proximidad filogenética y porqgue no se ha realizado con ellos hasta la fecha
ningun estudio funcional.

Ninguno de estos residuos invariables se habian analizado en los anteriores estudios
publicados acerca de los residuos implicados en la actividad de proteinas Cdc50 de
levaduras y mamiferos (Takahaghial., 2011; Coleman y Molday, 2011; Petsal.,

2012). Mediante mutagénesis aleatoria, Takaheshi. estudiaron proteinas Cdc50p
mutantes capaces de unirse a Drs2p pero funcionalmente defectivas. Por ejemplo,
identificaron dos residuos que podrian estar implicados en la interaccién de Cdc50p con
Drs2p durante su ciclo de reaccién: By Thr*?°. Esta prolina se localiza en el dominio
N-terminal y esta conservada en las proteinas Cdc50 de levaduras y humanos, pero no
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en las dd_eishmania, si bien el residuo Bte LiRos3 se podria corresponder con la
misma. La treonina 320 esta conservada en levaduras y en humanos se corresponde con
una serina; sin embargo, en LiRos3 se corresponde coff Mfig. 30). Estos autores
identificaron ademas un residuo, Gjnque no afecta a la interaccién de ambas
proteinas, pero que podria participar en el ciclo de reaccion (Takatiaahi2011).

Esta glutamina no esta conservada en las proteinas Cdc50 de huniaislsmania,

por ejemplo, en LiRos3 se corresponde corr ‘T(iig. 30). En otro estudio, Pugs al.

también emplearon la mutagénesis aleatoria para identificar residuos criticos en la
interaccion de Lem3p con Dnflp, y comprobaron que también afectaban a la interaccion
con Dnf2p. Estos residuos se encontraron dispersos en diferentes dominios de Lem3p:
Ala®® se localiza en el dominio N-terminal; Afa en el primer segmento
transmembrana; S€f, en el lazo extracitosélico; GI§, en el segundo segmento
transmembrana, y A%, en el dominio C-terminal (Putt al., 2012). La alanina 65

esta conservada en las proteinas Cdc50 de levaduras y en las proteinas CDC50A y
CDC50B de humanos, pero eaishmaniasolo se encuentra en LiRosl. La alanina 83
estd conservada en LiRos3 (Rla pero no en mamiferos. La serina 237 esta
conservada en todas las proteinas Cdc50 de humanos, levadiabmgania, excepto

en LiRos3 (Ald"¥. La glicina 375 también esta conservada en todas estas proteinas,
excepto en LiRosl. Por ultimo, la alanina 404 no estd conservada en ninguna de las
proteinas Cdc50 utilizadas en el alineamiento (Fig. 30).

Mediante mutagénesis dirigida, Puts al. también identificaron dos puentes
disulfuro situados en el dominio extracitosélico importantes para la funcion de las
proteinas Cdc50 de levaduras (Petsal, 2012). Al eliminar uno de estos puentes
disulfuro, que esta conservado en LiRos3 {&ysCys*®’) (Fig. 30), se observé un
fuerte descenso en la actividad flipasa sin que se observase un marcado efecto en la
afinidad de las proteinas Cdc50 por las P4-ATPasas. En cambio, el otro puente disulfuro
mostrd ser necesario para esta afinidad, pero no para la funcionalidad del complejo
(Putset al, 2012). Aunque este puente disulfuro no esta conservado en LiRos3, ya que
las cisteinas estan sustituidas pof°lie Th*® (Fig. 30), esta proteina posee otros dos
residuos de cisteina que probablemente formen un puente disulfurg® (CRy<)

(Fig. 30).

Tres de los residuos invariables identificados en las proteinas Cdc50 de humanos,
levaduras yLeishmania(GIn'®, GIn'” y Leu'®) pertenecen al dominio N-terminal,
mientras que los diecinueve restantes estan localizados en el dominio exoplasmatico
(Fig. 32). Para analizar si estos residuos estan relacionados con la funcionalidad de
LiRos3 en el complejo que constituye con LIMT, en esta tesis doctoral se generd un
grupo de 22 lineas mutantes en las que cada uno de estos residuos invariables se
sustituyé por un aminoacido con caracteristicas quimicas completamente diferentes
(sustituciones no conservativas), y otro grupo de 20 lineas mutantes en las que se
sustituyeron por aminoacidos con caracteristicas quimicas similares (sustituciones
conservativas). Esta diferencia se debe a que los dos residuos invariables de prolina no
pueden sustituirse por aminoacidos similares.

Este objetivo se consiguio transfectando los promastigdt#®os3 con vectores

de expresién episomales que contenian cada una de las construcciones mutantes de
LiRos3 generadas por mutagénesis dirigida (Fig. 33A).
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Figura 30. Alineamiento de las proteinas de la familia Cdc50 dL. infantum, levaduras y
mamiferos. Se muestra el alineamiento de las secuencias completas de proteinas CL. infantum
(LiRos3, LiRos2 y LiRosl), levaduras (Lem3p, Cdc50p y Crflp), hios (CDC50A y CDC50B) !
ratén (Cdc50C). Los recuadros en rojo indican los 22 residuos invariables seleccionados par
mutaciones dirigidas en esta tesis doctoral, mientras que los recuadros en amarillo indican res
alto grado de conservacidas flechas sefialan los residuos analizados en anteriores estudios (T
et al, 2011; Coleman y Molday, 2011; Pet al., 2012) (ver texto para mas detalles).
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B U T
LiRos2 MLPRSSPATAAPQPASGGGAPAFSVPVSSSRSPQRGASPPLSTSSEVPPSAESSSANGSSSRTSSSYSDSDDERH
LiRosl

CG9947
CHAT 1
ALIS1
ALIS3
ALISSH
LiRos3
LiRos2
LiRosl
CG9947 . . .AENEESAAAKSKRPS.........
CHAT 1 VPTSTQVSGIGADGVQTEKVLEKNRPK......... AISALREECIKIMIAWQPILITATTIVIP
ALIS1 NTPSSSAAAAGSIDSSAARRNSKRPK. .. ...... CYISKFTSCIEIRJACKPIL|ITPGWVIS
ALIS3 NTASSSAGAAGSGDSSAARKNSKRPK. .. ...... CYISKFTSCIEIRJACKPIL|ITPGWVIS
ALISS5 TAASSTVGGGGSSEISGVEERKTSKRPEK. . . . . . . .0ttt iii i i it e YSRET[ERIACKPILITPRWVIL
40 50 60 70 80 EXe) 100
LiRos3 VFF[IL| [CGVLVIVSGDLTTRLDFRfIDEHINSYKFAMGAAGEFAVN. .. .FPFNGTMYSSGVKTRLMF ST]HQ
LiRos2 IFYVL TF!ATVLVKGREYHIVEQESHIHQYQYVE’SNSSVNINHGILQFTADGVTHAQGTRTWLEIN'ISH.
LiRosl CLIAV LSlLSLFH.ANASAVDITVRDHQQQCSFGYNNTGAFRYE ..... ASPGNVWQTGCVTDVPFRIVDK
CG9947 TFFVI IGIVVLLH.I.SNTANELIID.TKCRRSGGNTTCAEYLEA .......... NE’GVTCPCEVPFV'LPS
CHAT 1 TVFVI IGIVFLFIASDAVSEFTVE‘TNCL‘S ...................... PCQLQIN'LPN
ALIS1 TFLITI LGP}'ISLFASQDVVEIVDRDSACIPLSDRANKVAYIQG ........ TGNK. .SCTRTLII:;PK
ALIS3 TFLIV LGVIISLFASQDVVEIVDRDTECIPAPARTNEKVAYIQG. ... ... ... DGDK. .VCNRDLKVTK
ALISS TEFLVA LGVIICLFASQGVVEIVDRDTDCIPTSSRNNMVAYIQG. ... ... ... EGDK. .ICKRTITV[TK
110 120 130 140 150 1609
LiRos3 SLTAP ESPFFYYFTASVDYSLSGR. . .ASAISKMCAMRFRFPG. ... ... ...... EATGDSVSG.
LiRos2 RMKAP I ANMHWIHEIDFHNGRSNSPOILRGKS . . KIDKAYLCRK)ZIYTYPGFRSDEGDTPITITDVTGTQVTRP
LiRosl HLKAP LDNF Y[R HRFSKSKSDASILAGQGVSATAIASATSPHLTYPGELREAGDQG. . . INLLGTFFHYS
CG9947 DFNGV LTNY Y[R IHEIRYVKSRDDE[SLLGH . . LSQTPSTDCAREIFAYDP . . o & it v i et e et et e et e e e et
CHAT 1 AFDGD LENY Y[RIHEIRYVKSRNDQYLGD . .LTN. .VKDCAREIFDIDP . . . & v v v ittt et et e e e e e s
ALIS1 RMKQP LENFYHRYlVKSRSDSLRSV. LEKEDENQIDACKPIEDD . . . . L L 0ttt ottt e e et e et e e
ALIS3 RMKQP LENFYHRYlVKSRSDSLRST. LEYENQISACKPIEDD . L L L b 0ttt et h e e e e e e e e
ALISS5 AMKHP LENFY[RIHBIRYVKSRNDA[BLRSP . . KEEHDVETCARIEDN . . . . . . . . .t ittt v v n e e e ow e e
170 180 190 200
LiRos3 ... . .YYNJHCEAYPWAMMIMBISIISLYR . . . o . v vt v vt e e e e et e e e e e e a s TDGTLICDGSAFT.ANGTSLA...A
LiRos2 ARYFTYN|HCEIAPWSK|TFILYRKLTPAEVVQANISGVPVLHGGVDSTTPVTLICNGTDFG. LRGEPLSGSVT
LiRosl . .DEVYVPIAFEILIPWSMIPUNTIFALYR . . . . . . . . oo u v .. ITHHEAAAVTAPSLRLICNGSAFSRFTNEPLDG. . .
CG9947 DSGKPIAPECEATIANSLIMMTILTLLO . & & v 4 v v v v o e v et e e e e v e e e e e e e e s GGSE . ........uounon.n
CHAT 1 ATKKPIAPCEATIANSIITIFTLAHR . . . & . o i i it i et e e i et e e e e e e e e e e e s RADTGI.......... VT
ALIS1 FGGQPIVIYCEILIAWSLIMUTIY VL SR . . . o ot vt vt e e e e e e e e e et e e e e e e e e NNQG..............
ALIS3 VGGQPIVIYCELITAWSLIRUBITIYALSR . . . . o ottt t e e e et e e e e et e e e e e e e NNVS..............
ALISS VGGEP IV|YC e LVAWSLIRIITIY SEFSR . . . . o o i ittt e e e e e e e e et e e e e e e e e NSQQ. ... ... .......
210 229 2309 240 250 260
LiRos3 NNKCVEKS[(IARPSPIVKERYNP PREIPGNGPMWSAGGNK. . ... ...... SATDPYLREGYYYKEP.GH
LiRos2 KNHCSKM[EI|SWKAPJREIRFR. ......... NITLREDWWSLYYPY. ... PTTNEYLRNGWYLHEP.GH
LiRosl AGRCHKK[EHIAWTSPIVEFKYKKPHFPPPSSLRPVWSAPKWAYEAADGDVNPNPPSRMPSDNAYFNEGWYADEP . GH
CG9947 .IKLLKT[EHIAWPSPIKRVKFRNP. . .......... EGNLNVSLEGF............ SKPIFWQKGLADLDPENP
CHAT 1 MVPVTTQEVIWNVPJKDRKEKNPP......... LNDGNLCDAFNNT............ TKPPNWSKNPCEVG. ...
ALIS1 .LTVNEKEKEIAWKSPIKEHKFGEKN. . . . ... ... VEFPENFQKGNLTG. .. ......... GASLDPNKPLSDQE. ...
ALIS3 .LAVNKEK[EIAWKSPIKEHKFGNK. . . . ... ... VEFPENFQKGNITG............ GATLDPRIPLSEQE. ...
ALISS .LLVNKEK[EISWKSPJRENKFGKN. . . .. ..... VEFPENFQKGAPIG. . ... ....... GGTLNISKPLSEQE. ...
2709 280 290 300 310 320

LiRos3 KIPLSIDEPILIVAULDPAFTSDVTPEINYRILN .. VDPA[]. DYYFEITEQYPTAPYASH|{FVQILATR|

LiRos2 ALPDPSDYPILEWAIMRASFTSNFRJYLYRI|IH . . VP HP|] . TYLVDISEFYDVVSFRGRIEISVVILQHA

LiRosl RIPVTTDEPILMAIARVASLPKFRMLYRVIID. .. ... .. EDMVP[]. TYLMRIQEHFINAASYGGT|4SFS|LATL

CG9947 DNNGFQNEPJLIMAUMRTAALP SERJYLYRRLN . QTNTNYANGHKS[]. NYTLNIKYNY[PVVSFDGT|dRMI[LISTT

CHAT 1 .. .GFENVBIFIMAIIMRTAALPYFK|SLWRIVDRTTINPLF SNGJfP Q .TYILTVENN|¥PVQSFGGK EFV|ILI|STT

ALIS1 . ....... BILINMAIMRTAALPTFRJLYIGKIIE. . . . . ... SDJfE K ENIQVTLQNNh:'NTYSFSGK KLVLISTT

ALIS3 ... ... .. BILIVAUMRTAALPTFRLYGKIIE. . . . . . SDEM DTIHVKLNNNh:'NTYSFNGK KLVLISTT

ALISS . ... ... BILINMIMRTAALPTFRJLYIGKIE. . . . .. .. TDHA[ED TITVLLQONNY¥INTYSFNGQ4KLV|LSTT
330 340 350 360

LiRos3 [gRSHVLGSLLII GTAFIMAVITLLSVEYLIMPVYTE . . . . . . . . . i i ittt bt it ettt e e b e e e e e e e e

LiRos2 [ERNIVLGVVFII CASFVLG |TFTVECMLQLNGVNRYKRLREPKRSWYVFQPNDPEE‘ANYYQLRLRRHIPMAQL

LiRosl [ERNTFMAWMYFT AVSAVSGRASFLCIHHWYDDRALRAVAMLLEDD . . . v ot it vttt ettt e et et e et e e e s

CG9947 [EKNPFLGIAYIV| AICITLGLALLFIHMRCSRSNMEMINVNPHTQYS.

CHAT 1 [EKNSFLGIAYLV) SLAIVLGVVFIVIHMKFGHSMNELSNVSEIHH. . . . .. ... ... ... . ...

ALIS1 EKNDFLGIAYLT GICFVLA[LAFTVMYLVEPRRLGDP TYLSWNRIPGGR . - « v v v v v vttt et et e et e e e s

ALIS3 EKNDFLGIAYLT GICFILA[LAFTIMYLVEKPRRLGDPSYLSWNRNPGGR . . . vt v vt ittt et et e et e e e

ALISS ERNDFLGIAYLT SICLFLAVTFAVLYLVEPRQLGDPSYLSWNRSAGGLQ . . . . o . & i i v ittt ie e e v e as

LiRos3

LiRos2

LiRosl
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ALIS3

ALISS5

Figura 31. Alineamiento de las proteinas Cdc50 dd. infantum (LiRosl, LiRos2, LiRos3),D.
melanogaster (CG9947),C. elegans (CHAT-1) y A. thaliana (ALIS1, ALIS3, ALIS5).

Los recuadros en rojo indican los residuos invariables y los recuadros en amarillo indican resi
alto grado de conservacion.
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MAPLPPKPHS KNRI EQQQLP HI YARHSPLS VSWEFFI LAV AAlI PI GVLVI VSRDLTTRLD 60

FRYDHI NSYK FAMGAAGEFA VNFPFNGTMY SSGVKTRLMF SLHQSLTAPV YMQYRLSPFF 120
Q\YRYFTASV DYSQLSGRAS Al SKMBAPFR FPGEATGDSV SGYYNPEGAY PWAMFNDSI S 180
LYRTDGTLI [ DGSAFTANGT SLAANNKEVK SG ARPSDVK ERYNPPREI P GNGPMABAGG 240
NKSATDPYLR EGYYYKEPGH KI PLSI DEDL | VALDPAFTS DVTKNYRI LN VDLPAGDYYF 300

El TEQYPTAP YASHKFVQLA TRSW GGRSH VLGSLLI | MG GTAFI MAVTL LSVKYLI MPV 360

YTE

Figura 32. Secuencia deducida en aminoacidos de la proteina LiRos3ldenfantum.

En rojo estan indicados los residuos invariables de las proteinas Cddsiskdmania levaduras y
mamiferos. Con fondo negro se indican los residuos de cisteina probablemente implicados en la
formacion de dos puentes disulfuro. Con fondo verde se indican las asparaginas susceptibles de ser N-

glicosiladas. Con fondo amarillo se indican los motivos conservados en la familia. Con fondo azul se
representan los dos segmentos transmembrana de la proteina.

Antes de llevar a cabo los andlisis funcionales de los mutantes de LiRos3, se
analizd en qué medida afectaban las sustituciones a la expresion de la proteina. El
analisis mediante Western blot de lisados celulares totales mostré un nivel de expresion
de estas proteinas mutantes en la mayoria de lineas transfectantes muy parecido al que
presentd la linea que expresaba la proteina nativa (linea control, denominada
ALiR0s3+LiR0s3). La variacion en el tamafio y en el atorde péptidos que mostraron
algunos transfectantes podria deberse a modificaciones post-traduccionales (Fig. 33B).
De todos modos, los cambios en los niveles de expresion de LiRos3 podrian no afectar a
la actividad translocasa de fosfolipidos, ya que la subunidad P4-ATPasa es el factor
molecular limitante para la actividad de translocacion de fosfolipidos, como se ha
descrito erlL.. donovani(Pérez-Victoriaet al., 2006a). Dicho de otra forma, los niveles
de expresion de la subunidad beta son superiores a los de la subunidad P4-ATPasa y una
reduccion poco sustancial de los niveles de LiRos3 no deberia afectar a los niveles del
complejo de transporte en la membrana plasméatica del parasito, considerando que la
interaccion entre ambas moléculas seria 1:1 (Weingétradr, 2010; Azouaougt al.,

2014).
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Figura 33. Sustituciones aminoacidicas en LiRos3 y expresion total de las proteinas mutantes.

(A) Representacion esquematica de la proteina LiRos3 en la que se incluyen las mutaciones introducidas
en los 22 residuos invariables de las proteinas Cdc50 de humanos, levadeistemania En primer

lugar se indican las sustituciones no conservativas y, entre paréntesis, las sustituciones conservativas.
TM1 y TM2 representan los segmentos transmembrana 1B) 2n@lisis de expresién de las proteinas
LiRos3 mutantes mediante Western blot. Se realiz6 con un anticuerpo policlonal anti-LdRos3 a partir de
extractos proteicos totales de los promastigatefos3 transfectados con las construcciones mutantes
deLiRos3con sustituciones no conservativas (bloque superior) y conservativas (bloque inferior). La linea
ALiRos3+LiRos3 (LiRos3) se empleé como control. Se utilizé un anticuerpo monoclonattaht#tina

para el control de carga de proteinas. Se muestra un resultado representativo de al menos tres
experimentos.

Tras ello, se midié la sensibilidad a MLF en las diferentes lineas mutantes (Fig.
34A) vy, de forma paralela, se determind la captacion de MLF marcada radiactivamente
([**C]MLF) como prueba de la funcionalidad del complejo de transporte (Fig. 34B). Un
total de 19 de las 22 lineas de transfectantes con mutaciones no conservativas de LiRos3
presentaron diferencias estadisticamente significativas en los valores denparado
con el valor que presentaron los promastigatesRos3 transfectados con el vector
episomal que contenia el gen nativo (linea comidRos3 + LiR0s3). Sin embargo,
algunos de estos mutantes presentaron una sensibilidad a MLF solo 1,5 veces mas baja
respecto a esta linea control. Ademas, las diferencias en la captacion de MLF no fueron
estadisticamente significativas en todos los casos, por lo que se prestd mayor atencion a
ocho mutantes (Y63D, Y114D, G168V, N176l, D177V, L293S, Y298D y K315M), que
presentaron una sensibilidad a MLF 6-8 veces inferior con respecto a los promastigotes
de la linea controhLiRos3 + LiRos3 (Fig. 34A). Resulta destacable ges tte estos
residuos (GI?® Asn™ y Asp’) forman parte de la secuencia motivo
PCGLIANSMFNDT, conservada en las proteinas Cdc50 desde humanos a levaduras,
que habia sido descrita previamente y que contiene también una cisteina que participa
en la formacion de un puente disulfuro importante para la actividad flipasa de la P4-
ATPasa asociada (Puts et al., 2012).
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El descenso en la sensibilidad a MLF se relacion6 con la marcada reduccion en la
cantidad de farmaco internalizada por estos ocho mutantes, que fue inferior al 25%
respecto a los promastigotes salvajes, empleados como control en los ensayos de
captacion de MLF. Este descenso fue especialmente marcado en cuatro lineas (Y63D,
Y114D, D177V y Y298D), que presentaron una captacion de MLF muy parecida a la
que presento la line&lLiRos3 (aproximadamente un 3-4% de la MLF interndidzpor
los promastigotes de la cepa salvaje; Fig. 34B).
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Figura 34. Caracterizacion funcional de los promastigotes de. infantum mutantes para LiRos3.

(A) Sensibilidad a miltefosina (MLF) yBj captacién defCIMLF de los promastigotedLiRos3
transfectados con las construcciones mutanted.ides3 con las sustituciones no conservativas y
conservativas que aparecen reflejadas en la Figura 33A. La columna LiRos3 se corresponde con la linea
controlALiIRos3+LiR0s3. Los ensayos se llevaron a cabo de la manera descrita en la leyenda de la Figura
29. (A) Los resultados son la media + S.D. de los valores gelfenidos en al menos tres experimentos
independientes. Las lineas discontinuas indican los valores medios de los controles ndgRDs3;(

linea superior) y positivoALIRos3+LiR0s3; linea inferior).K) Los resultados son la media = S.D. del
porcentaje de MLF internalizada en relacion con los promastigotes salvajes (WT) control obtenido en al
menos tres experimentos independientes. Las lineas discontinuas indican los valores medios de los
controles negativo (linea inferior) y positivo (linea superior). Las diferencias estadisticamente
significativas con respecto a la lindhiRos3+LiRos3 se determinaron mediante el test deléaStudent
(*p<0,05y **p<0,001).

Para estudiar con mas detalle estos ocho residuos se realizaron otras mutaciones no
conservativas (Y63K, Y114K, G168D, N176D, D177K, L293K, Y298K y K315D).
Tras verificar en las nuevas lineas transfectantes la correcta expresion de esta serie
adicional de proteinas mutantes (Fig. 35A), se procedio a estudiar la sensibilidad a MLF
y la acumulacion del farmaco (Fig. 35B y 35C). De los resultados obtenidos, se puede
destacar que la linea Y114K a diferencia con la Y114D fue sensible a MLF y presento
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una acumulacion cercana al 70% respecto a la linea salvaje control. La linea N176D
presentd una acumulacion del 35%, un valor superior al 15% que mostroé la linea N176l,
y una sensibilidad a MLF 3 veces mas baja que la linea cavtiRbs3 + LiRos3. Por

conta, la linea L293K presentd una acumulacion del 4% frente al 22% que mostro la
linea L293S. La acumulacién de la linea G168D fue del 9%, un valor similar al 11%
que presentaba la linea G168V. Las restantes lineas (Y63K, D177K, Y298K y K315D)
tuvieron unos valores de acumulacion inferiores al 5% y consecuentemente también
fueron altamente resistentes a MLF, resaltando la importancia de los residuos mutados
en la formacion de un complejo LiIMT-LiRos3 funcional.
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Figura 35. Caracterizacion de otros mutantes LiRos3 en residuos criticos de la proteina.

Se seleccionaron los ocho residuos cuya mutacidén no conservativa mostré unos efectos mas marcados
para estudiar el efecto de introducir otras mutaciones no conservativas difelehtaralfsis de las
proteinas LiRos3 mutantes mediante Western blot. Se realizé con un anticuerpo policlonal anti-LdRos3 a
partir de extractos proteicos totales de los promastigdté®os3 transfectados con las construcciones
mutantes delLiRos3 La linea ALiRos3+LiRos3 (LiRos3) se emple6 como control. Se utilizd6 un
anticuerpo monoclonal ant-tubulina para el control de carga de proteinas. Se muestra un resultado
representativo de al menos tres experimenB)sL4 sensibilidad a miltefosina (MLF) L] la captacion

de FC]JMLF de los mutantes se determinaron de la manera descrita en la leyenda de la Figura 29. Los
resultados son la media + S.D. de los valores dgyi@el porcentaje de MLF internalizada en relacion

con los promastigotes salvajes (WT) obtenido en al menos tres experimentos independientes. Las
diferencias estadisticamente significativas con respecto a la Aln&os3+LiRos3 se determinaron
mediante el test de tade Student (3 < 0,05 y **p < 0,001).
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Cabe destacar que otras sustituciones no conservativas en residuos situados en el
lazo extracitoplasmatico de LiRos3 conllevaron un descenso significativo en la
captacion de MLF, aunque no tan elevado como en los ejemplos anteriores, como se
observé en las lineas D218V (57% respecto a la linea salvaje) y W273R (64%) (Fig.
34B).

Para continuar indagando sobre el grado de conservacién necesario en cada uno de
los 22 residuos para mantener la funcionalidad, se generé una serie de lineas
transfectantes conteniendo mutaciones conservativatiRos3. En ellas no se
observaron unas diferencias tan altas en la funcionalidad del complejo respecto a las
sustituciones no conservativas, pero cabe destacar que cinco de las sustituciones
realizadas en los ocho residuos anteriormente comentados (Y63F, N176Q, D177E,
Y298F y K315R) también suponian un descenso significativo en la captacion del
farmaco (55-77% respecto a la cantidad captada por la linea salvaje) (Fig. 34). La linea
gue menor captacion presentd fue la N176Q, con un 55%. El descenso fue también
significativo en el mutante D218E (75%). De todos modos, en esta serie de
transfectantes la sensibilidad al farmaco fue similar o presenté un descenso maximo de
2 veces respecto a la linea contliRos3+LiIR0s3, como se observo en las lineas
N176Qy D177E (Fig. 34).

Un resultado llamativo se obtuvo al realizar una sustitucion conservativa €h Gin
(Q134N), puesto que produjo un descenso significativo en la captacion de MLF con
respecto a la linea mutante no conservativa Q134L (59% en la linea Q134N y 93% en la
Q134L) (Fig. 34B). La sustitucion por un residuo de asparagina introduce en la posicion
134 un sitio de N-glicosilacién, lo que explica que en el analisis de expresion se
observase un incremento en la masa molecular de la proteina Q134N (Fig. 33B), que
seria probablemente debido a esta glicosilacion adicional.

Por otro lado, diferentes mutaciones en los tres residuos invariables de la region N-
terminal de LiRos3 dieron lugar a una alteracion significativa de su funcion. La
captacion de MLF de las lineas Q16L y L19Q fue aproximadamente el 55-60% de la
que presento la linea salvaje, aunque el valor gefl@€ solo 1,5 veces mas alto que el
dela lineaALiRos3+LiRos3 (Fig. 34). Estos resultados podriaredsbal hecho de que
los ensayos de internalizacion se llevaron a cabo tras 1 h de incubacion, mientras que
los estudios de viabilidad celular se determinaron después de 48 h de incubacion, lo que
implica menores diferencias en los efectos toxicos debidos al efecto acumulativo del
farmaco. El fenotipo de resistencia a MLF fue aun mas pronunciado en la linea Q17L,
gue mostré un incremento de tres veces en kg d¢Gn respecto a la linea control
ALiR0s3+LiR0s3 y aproximadamente un 30% de captacidvlde con respecto a los
promastigotes de la linea salvaje (Fig. 34). Cuando se realizaron sustituciones
conservativas en estos tres residuos (Q16N, Q17N, L19V) se observé también un
descenso significativo en la captacion de MLF, aungue menos acusado que el obtenido
con las sustituciones no conservativas anteriormente citadas (Fig. 34B).
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V. Influencia de mutaciones en LiRos3 sobre el trafico del
transportador de miltefosina a la membrana plasmatica

Las interacciones entre las proteinas Cdc50 y las P4-ATPasas son esenciales para la
salida del reticulo endoplasmaético y la estabilidad de ambas subunidade®t(l&ato
2002; Saitoet al., 2004; Chert al., 2006; Furutat al, 2007; Poulsert al, 2008a;
Brydeet al., 2010; van der Veldest al, 2010b; Coleman y Molday, 2011). Este hecho
también se ha observado previamente en nuestro laboratorio, habiéndose descrito que
las proteinas LAMT y LdRos3 de donovanidependen la una de la otra para alcanzar
la membrana plasmatica (Pérez-Victoetaal., 2006a). Existe una buena correlacion
entre los niveles de expresion de ambas proteinas en la membrana plasmatica, la
captacion de MLF y la consecuente sensibilidad al farmaco (Sanchez-@aradte
2009).

Como las lineas mutantes con resistencia a MLF parcial o total presentaban niveles
similares de expresion global de LiRos3 respecto a la linea caitiRbs3+LiR0os3
(Figs. 33B, 34A, 35A y 35B), debia de haber otra causa que explicase su menor
sensibilidad al farmaco. Para determinar si los cambios introducidos en LiR0s3
conllevan alteraciones en el trafico del complejo hacia la membrana plasmatica o si una
vez ubicado en ella presenta alteraciones en la actividad de transporte, se determinaron
en estas lineas los niveles de expresion de ambas proteinas en la superficie del parasito.
Para ello, las proteinas de la superficie del parasito se biotinilaron para su aislamiento y
proceder mediante Western blot al analisis de los niveles de expresion de LiRos3 y
LIMT. La lineaALiRos3 se us6 como control negativo porque la cattfaducida de
LIMT deberia quedarse retenida en el reticulo endoplasmatico.

En la mayoria de las lineas con alta resistencia a MLF (superior @M)q¥63D,
Y114D, G168V, D177V, L293S, Y298D, K315M, Y63K, G168D, D177K, L293K,
Y298K y K315D) se detectaron niveles muy bajos tanto de LIMT como de LiRos3 a
nivel de la membrana plasmética (Fig. 36). La Unica excepcion fue la linea N1761, en la
gue se observaron niveles de LIMT y LiRos3 algo mayores, siendo aproximadamente
un 70-75% mas bajos que los de la linea comkilRos3+LiR0s3. Inesperadamente, se
detectaron unos niveles relativamente altos de expresion en la membrana plasmatica de
LiRos3 en los mutantes D177V en contraposicion con unos niveles muy bajos de LIMT
(Fig. 36).

Las mutaciones no conservativas en los tres residuos invariables localizados en el
dominio citosélico N-terminal (Q16L, Q17L y L19Q), no redujeron significativamente
la expresion de LIMT en la membrana plasmatica (Fig. 36) pero, como ya se ha
comentado, si condujeron a un descenso significativo en la captacion de MLF (Fig.
34B). Un fenotipo similar se observo en la linea D218V. En cambio, la linea W273R
mostré un descenso tanto de la captacion de MLF como de la expresién del complejo
translocasa en la membrana plasmatica (Figs. 34B y 36). Otras lineas mutantes con
sustituciones no conservativas en las que no se observaron cambios en la captacion de
MLF (por ejemplo, G137V, P148A, P166A, F175S, K284M y G296V) expresaron
niveles similares o incluso superiores de LIMT en la membrana plasmatica respecto a la
linea control AiRos3+LiRos3 (Figs. 34B y 36).
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Figura 36. Niveles de expresion del complejo LiIMT-LiRos3 en la membrana plasmatica de los
mutantes LiR0os3 no conservativos.

(A) Analisis mediante Western blot con anticuerpos anti-LdMT y anti-LdRos3 llevado a cabo sobre
proteinas biotiniladas procedentes de la membrana plasmatica de la mayoria de mutantes LiRos3 no
conservativos. Se empleé un anticuerpo monoclonal anti-gp63 para el control de carga de proteinas de
superficie. La lineaALiRos3+LiRos3 (LiRos3) se us6é como control de expresion. Se muestra un
resultado representativo de al menos tres experimentos independiBhtEspfesién normalizada de

LIMT y LiRos3 en la membrana plasmatica (MP) en las lineas mutantes. Los resultados son la media +
S.D. de los niveles de expresion relativos LiMT/gp63 y LiRos3/gp63 procedentes de al menos tres
experimentos independientes. Las diferencias estadisticamente significativas con respecto a la linea
controlALiRos3+LiRos3 se determinaron mediante el test deléaStudent (% < 0,05 y **p < 0,001).

El analisis llevado a cabo sobre los mutantes con sustituciones conservativas sobre
los ocho residuos mas relevantes, mostré que los promastigotes transfectados
presentaban buenos niveles de expresion del complejo LiIMT-LiRos3 en la membrana
plasmatica (Fig. 37), aunque se observé en todos ellos un pequefio descenso en la
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expresion de LiMT, lo que podria explicar en parte que presentasen menores valores de
captacion de MLF que la linea control (Fig. 34B). Es el caso de los mutantes Q16N,
Q17N, L19V, Y63F, Q134N, N176Q, D177E, Y298F y K315R, cuya captacién de MLF
oscilaba entre el 55 y el 77% respecto a los promastigotes salvajes. Sin embargo, como
se describira con detalle mas adelante (Capitulo VI), pudimos comprobar en la linea que
presentaba un descenso mas acusado (N176Q) que esta menor acumulacion se puede
explicar también por un descenso en la actividad de transporte una vez que el complejo
ha llegado a la membrana plasmatica. La mutaciéon N176Q implica adicionalmente la
pérdida de uno de los sitios de N-glicosilacion de la proteina, un aspecto que sera
detallado en el capitulo VIII de esta tesis doctoral.
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Figura 37. Niveles de expresion del complejo LIMT-LiRos3 en la membrana plasmatica de los
mutantes LiRos3 conservativos.

(A) Andlisis mediante Western blot con anticuerpos anti-LdMT y anti-LdRos3 del nivel de proteinas
biotiniladas procedentes de la membrana plasmatica de algunos mutantes LiRos3 conservativos
representativos. Se empleé un anticuerpo monoclonal anti-gp63 para el control de carga de proteinas de
superficie. La lineaALiRos3+LiRos3 (LiRos3) se usOG como control. Se muestra un resultado
representativo de al menos tres experimentos independieBjeEx|resion normalizada de LIMT y

LiRos3 en la membrana plasmatica (MP) en las lineas mutantes. Los resultados son la media + S.D. de los
niveles de expresion relativos LiMT/gp63 y LiRos3/gp63 procedentes de al menos tres experimentos
independientes. Las diferencias estadisticamente significativas con respecto a la linea control
ALiRos3+LiRos3 se determinaron mediante el test deléaStudent (% < 0,05 y **p < 0,001).

Influencia de mutaciones en LiR0os3 sobre la interaccion
con su subunidad asociada LIMT

Para dilucidar si se veia afectada la interaccidon entre las subunidades del complejo
detransporte de MLF en aquellos mutantes en los que el transportador LIMT presentaba
niveles bajos o imperceptibles de expresion en la membrana plasmética, se realizaron
ensayos de co-inmunoprecipitacion después de transfectar lineas representativas con la
construccion LIMT-GFP. Con anterioridad se ha descrito que la inclusion de GFP en el
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extremo carboxilo terminal de LAMT, que es 100% idéntica a LIMT, no interfiere con
su funcién (Pérez-Victoria et al2006a).

Se analizaron mutaciones no conservativas de los ocho residuos de LiRos3
relevantes para el trafico de LIMT a la membrana plasméatica (Y63D, Y114, G168V,
N176l, D177V, L293S, Y298D y K315M). En primer lugar se observl que estas lineas
presentaban una menor expresion total tanto de la proteina endégena LIMT como de la
construccion  quimérica LIMT-GFP en relacion con la linea control
ALIR0S3+LiIR0s3+LIMT-GFP (Fig. 38A). Por ello, en losnsayos de co-
inmunoprecipitacion realizados con estas lineas fue necesario partir de un nimero de
promastigotes muy superior al de la linea control, para conseguir asi partir de una
cantidad similar de proteina LIMT-GFP, que es la que se queda retenida en las bolitas
magnéticas marcadas con anti-GFP utilizadas en estos ensayos. Para comprobar la
especificidad de la co-inmunoprecipitacion, se emplearon como control negativo los
promastigotesALiRos3+LiR0s3 sin transfectar con la construccldMT-GFP. Tras
incubar los lisados celulares con las bolitas anti-GFP y analizar mediante Western blot
las proteinas que quedaban retenidas a ellas, pudo comprobarse que en estos ocho
mutantes existe un importante defecto en la interaccion entre LIMT y LiR0s3, puesto
qgue en el eluido no se detectaron las proteinas LiRos3 mutantes o se detectd una
cantidad muy inferior respecto a la linea control (Fig. 38B).
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Figura 38. Expresidn de LIMT en los mutantes con defecto en el trafico del complejo y ensayos de
co-inmunoprecipitacion del complejo.

(A) Analisis mediante Western blot de la expresion de las proteinas LIMT y LIMT-GFP en las lineas
transfectadas con la construccion LIMT-GFP. Se realiz6 sobre extractos proteicos totales utilizando un
anticuerpo policlonal anti-LdMT. La lineALiRos3+LiRos3+LiIMT-GFP (LiRos3) se empleé como
control. Se utilizé un anticuerpo monoclonal antabulina para el control de carga de proteinas. Se
muestra un resultado representativo de al menos tres experimdjtoSo-{nmunoprecipitacion de
LIMT-GFP y LiRos3. Los lisados celulares se incubaron con bolitas magnéticas marcadas con un
anticuerpo anti-GFP y el eluido de las proteinas que quedaron retenidas se analiz6 mediante Western blot.
Se emplearon anticuerpos policlonales anti-LdMT y anti-LdRos3. La IxidRos3+LiRos3 no
transfectada con LIMT-GFP (LiRos3 en el primer carril) se empled como control negativo (-) y la linea
ALiRos3+LiRos3 transfectada con LIMT-GFP (LiRos3 en el segundo carril) como control positivo (+).
Se muestra un resultado representativo de al menos tres experimentos.
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VI. Actividad de transporte de los mutantes O16L, O17L,
L190, D218V y N1760

Anteriores estudios realizados con el complejo ATP8A2-CDC50A de células de
mamiferos han sugerido que el dominio citoplasmatico N-terminal de las proteinas
Cdc50 podria llevar a cabo un papel directo durante el ciclo de reaccién de su P4-
ATPasa asociada (Coleman y Molday, 2011). Como se ha comentado anteriormente, las
mutaciones no conservativas realizadas en esta tesis doctoral en tres residuos del
dominio N-terminal de LiRos3 (Gifi GIn'’y Leu'®), asi como las mutaciones D218V
y N176Q, realizadas sobre residuos situados en el dominio extracitoplasmatico, suponen
un importante descenso en la captacion de MLF (30-60% respecto a los promastigotes
salvajes) (Fig. 34B) sin que se reduzca la expresion de LIMT en la membrana
plasmatica de manera significativa (Fig. 36). Debido a esto, se planteo la posibilidad de
realizar un estudio cinético de la actividad flipasa del complejo en formas promastigotas
intactas.

Este estudio no es posible realizarlo con el empleo @MLF, porque se
alcanzan concentraciones téxicas para los promastigotes antes de llegar a la saturacion
de la enzima (Sanchez-Cafeteal, 2009). Sin embargo, si se puede llevar a cabo a
partir de medidas de acumulacion de analogos fluorescentes de cadena corta de
fosfolipidos como fosfatidilcolina (NBD-PC) y fosfatidiletanolamina (NBD-PE),
compuestos que son sustratos del transportador de MLEislemania (Pérez-Victoria
et al., 2003b). Medir la translocacion de fosfolipidos naturales no es una tarea sencilla,
puesto que las P4-ATPasas se encuentran en las membranas celulares, que estan
constituidas principalmente por su propio sustrato (fosfolipidos). Por ello, en la mayoria
de los estudios realizados en diversos modelos celulares, la actividad translocasa de
fosfolipidos se determina usando analogos fluorescentes de fosfolipidos (Lopez-
Marqués et aJ 2015).

En primer lugar, para comprobar si las modificaciones introducidas en LiR0s3,
ademas del efecto sobre la captacion de MLF, tenian también algun efecto sobre la
translocacion de PC y PE, se determind la cantidad incorporada de NBD-PC y NBD-PE
por cuatro lineas mutantes representativas durante 30 min, observandose una relacion
directa entre la reduccién en la captacién de MLF y estos compuestos (Fig. 39). Las
diferencias de acumulacion entre los promastigotes salvajes y la\lifiRas3 fueron
mayores con el empleo de NBD-PC que con el de NBD-PE, al igual que se habia
observado en la lined.dRos3 de L. don@ni (Weingéartner et al 2010).
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Figura 39. Captacién de analogos fluorescentes de fosfolipidos (N-PC y NBD-PE) en diferentes
lineas mutantes de LiR0os3.

La captacion de NBD-PC pM y NBD-PE 5uM durante 30 min se determind por citometria de 1
como se describe en Matees y Métodos. Logesultados son la media + S.D. del porcer
internalizado en relacion con los promastigotes salvajes (WT) obtenido en al menos tres expe
independientes. Se muestra la comparacién con el porcent**C]MLF internalizada por estas line

Tras ello, sdlevo a cabcun estudio cinético de la actividad flipasa empleanc
analogo NBDPC de forma similar a lo descrito para el andlisis en células viv
mutantes de la flipasa de membrana plasmatica (Stoneet al, 2012).Al comparar
los resultados obtenidos en las lineas con mutaciones no conservativas en el
amino terminal de LiRos3 (Q16L, Ql17L y L19Q) y en la linea col
ALIR0s3+LiR0os3 se observdé que estas sustituciones resultan en una mal
reduccion en la actividad flipa. La velocidad méxima aparente de transporte (VI
resultd ser el 235% de la que posela linea controlALiRos3+LiRos:. Se observo
ademas un descenso en la constante apary en la linea Q16L (1,6 veces respec
la Ky de la linea control) (Fig. 40A; Tabla 4)n el mutanteD218V se observé u
descenso en la actividad flipasa (43% respecto a la linea control) y un aument,
aparente de 1,5 veces (Fig. 40B; Tabla 4). Por su parte, la linea N176Q pres
desceBo en la Vmax comparable al de los anteriores mutantes sin que se viese
la Ky (Fig. 40C; Tabla 4).
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Figura 40. Actividad flipasa de promastigotes dd.. infantum en presencia de proteinas LiRos3
mutantes.

La captacion de diferentes concentraciones de NBD-PC se realizd sobre las lineas (A)tQiés,

Q17L, L19Q, (B) D218V y (C) N176Qdurante 8 min mediante citometria de flujo como se describe en
Materiales y Métodos. Los datos representan el porcentaje respecto a la Vmax de la linea control
ALiRos3+LiRos3 (LiRos3) + S.D. obtenido en tres experimentos independientes.
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Tabla 4. Analisis de la actividad flipasa de los mutantes Q16L, Q17L,
L19Q, D218V y N176Q

Linea Vmax Kwnm para
(% de LiR0s3) NBD-PC (uM)

LiRos3 100 1,1+0,1

Q16L 35+ 2 0,7£0,1(1,6x)
Q17L 29+ 2 1,4+ 0,4 (1,3x)
L19Q 31+1 1,0+0,2(1,1x)
D218V 43+ 4 1,7£0,4 (1,5x)
N176Q 34+ 3 1,2+0,2 (1,1 x)

Se muestran los valores de la velocidad maxima aparente de transporte (Vmax) y la constante
aparente lg, obtenidos a partir de los datos mostrados en la Figura 40. Entre paréntesis se
muestra el descenso relativo respecto a la linea comti®los3+LiRos3 (LiRos3). Los
resultados son la media + S.D. de tres experimentos independientes.

VIl. Caracterizacion adicional del dominio N-terminal de
LIR0OS3

Una vez comprobada la importancia que tienen determinados residuos situados en
el extremo amino terminal de LiRos3 para la actividad flipasa del complejo LIMT-
LiRos3, se procedi6 a realizar una caracterizacion mas detallada de este dominio de la
proteina. En primer lugar, se realizaron mutaciones multiples no conservativas en los
residuos anteriormente identificados. Para ello, se generaron los mutantes dobles
Q16L+Q17L, QI16L+L19Q y Q17L+L19Q, asi como el mutante triple
Q16L+Q17L+L19Q.

En comparacion con la lineALiRos3+LiRos3, se observd que todos estos
mutantes multiples presentaban un incremento en la resistencia a MLF asi como un
descenso significativo en la captacion de MLF (Figs. 41A y 41B). La linea Q16L+L19Q
fue la que presento un fenotipo mas acentuado, puesto que la acumulacion de MLF fue
de un 17% en relacion con los promastigotes salvajes. Esto sugiere un efecto aditivo de
las mutaciones Q16L y L19Q, puesto que los mutantes simples presentaban una
acumulacion del 60% y 55%, respectivamente. Por el contrario, todos los mutantes
multiples que contenian la mutacion Q17L presentaron una acumulacion cercana al
30%, la misma cantidad que se habia observado en la linea mutante simple Q17L (Fig.
41B). No se observaron grandes diferencias de expresion de estas proteinas mutantes ni
a nivel global ni a nivel de la membrana plasmatica (Fig. 41C). Del mismo modo a lo
observado en los mutantes simples, estas lineas presentaron una fuerte reduccion en la
actividad flipasa, mas marcada en las lineas mutantes dobles Q16L+Q17L vy
Q16L+L19Q, cuya Vmax aparente se situo en torno al 20% de la mostrada por la linea
control. Por otro lado, todas las lineas que contenian la mutacion Q16L presentaron un
descenso en la\Kaparente para NBD-PC, llegando a ser de 2,2 veces en la linea
Q16L+Q17L+L19Q (Fig. 41D; Tabla 5).
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Figura 41. Caracterizacion de mutantes multiples en el dominio N-terminal de LiRos3.

(A) La sensibilidad a miltefosina (MLF) BJ la captacion de*{C]MLF se determinaron de la manera
descrita en la leyenda de la Figura 29. Los resultados son la media + S.D. de los valotgy diellC
porcentaje de MLF internalizada en relacién con los promastigotes salvajes (WT) obtenido en al menos
tres experimentos independientes. Las diferencias estadisticamente significativas con respecto a la linea
controlALiRos3+LiRos3 (LiRos3) se determinaron mediante el test tddaStudent (3 < 0,05y **p <

0,001). C) Analisis de la expresion proteica mediante Western blot. Los niveles de expresion total de
LiRos3 se determinaron a partir de extractos proteicos totales con un anticuerpo policlonal anti-LdRos3.
Se utilizé un anticuerpo monoclonal amttubulina para el control de carga de proteinas. Los niveles de
expresién en la membrana plasmatica se determinaron a partir de proteinas biotiniladas de la manera
descrita en Materiales y Métodos. Se emplearon anticuerpos policlonales anti-LdMT y anti-LdRos3. Para
el control de carga de proteinas de superficie se utilizé un anticuerpo monoclonal anti-gp63. En ambos
andlisis, la linea&LiRos3+LiRos3 se empled como control. Se muestra un resultado representativo de al
menos tres experimentof)(Ensayos de actividad flipasa. La captacion de diferentes concentraciones de
NBD-PC durante 8 min se determind por citometria de flujo como se describe en Materiales y Métodos.
Los datos representan el porcentaje respecto a la Vmax de la linea sbifkag3+LiRos3 (LiRos3) +

S.D. obtenido en tres experimentos independientes.

Tabla 5. Analisis de la actividad flipasa de los mutantes mdultiples en el
dominio N terminal de LiRos3 y de la linea 114D

Linea Vmax Kum para
(% de LiR0s3) NBD-PC (uM)

LiRos3 100 1,1+0,1

Q16L+Q17L 21+1 0,7£0,2(1,6x)
Q16L+L19Q 19+1 0,6+0,2(1,8x)
Q17L+L19Q 30+ 3 1,2+0,4 (1,1 x)
Q16L+Q17L+L19Q 37+2 0,5+£0,1(2,2x)
114D 31+2 1,0£0,2(1,1x)

Se muestran los valores de la velocidad maxima aparente de transporte (Vmax) y la constante
aparente I, obtenidos a partir de los datos mostrados en las Figuras 41D y 43D. Entre
paréntesis se muestra el descenso relativo respecto a la linea @dnRok3+LiR0s3
(LiRos3). Los resultados son la media = S.D. de tres experimentos independientes.
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Por otro lado, se intentaron identificar otros residuos del dominio amino terminal de
LiRos3 que pudieran ser importantes para su funcion. Para ello, se seleccionaron los
residuos 116" y Sef’ para realizar mutaciones no conservativas. El residiibniiees
invariable entre las proteinas Cdc50 La#shmania, levaduras y humanos, pero esta
posicion se encuentra conservada por los residuos hidrofobos Leu y Phe. Por su parte, el
residuo Séf cuenta con un alto grado de conservacién, puesto que en todos los
miembros de la familia Cdc50 aparece Ser o Thr en esta posicion (Fig. 42).
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Figura 42. Alineamiento del dominio N-terminal de las proteinas Cdc50 de infantum, levaduras y
mamiferos.

Se muestra el alineamiento del dominio N-terminal de las proteinas Cddb0Oimfantum (LiRos3,

LiRos2 y LiRosl), levaduras (Lem3p, Cdc50p y Crflp), humanos (CDC50A y CDC50B) y ratén
(Cdc50C). Se han suprimido en el alineamiento los 100 primeros residuos de la proteina LiRos2. Los
recuadros en rojo indican los 3 residuos invariables, mientras que el recuadro en amarillo indica un
residuo con alto grado de conservacion. Las flechas indican los residuos que han sido mutados en esta
tesis doctoral.

La mutacién 114D generd promastigotes con ung fente a MLF tres veces
mayor que la linea controhLiRos3+LiRos3 (Fig. 43A). Esto se debié a un fuerte
descenso en la acumulacion de MLF (20% de la cantidad acumulada por los
promastigotes salvajes) (Fig. 43B), mayor incluso que el que habian mostrado las lineas
Q16L, Q17L y L19Q, y solo superado por la linea mutante doble Q16L+L19Q. Por el
contrario, las dos mutaciones no conservativas realizadas en el resitfu(SSex y
S27L) solo produjeron un leve descenso en la captacion de MLF sin que se viese
afectada la sensibilidad de los promastigotes al farmaco (Figs. 43A y 43B). Debido a
ello, los ensayos de biotinilacién y de actividad flipasa solo se llevaron a cabo en la
linea 114D, mostrando que, al igual que sucedia en los otros mutantes analizados del
dominio N terminal, no existia defecto en el trafico del complejo a la membrana
plasmatica (Fig. 43C), pero si un descenso en la actividad flipasa (31% respecto a la
linea controlALiRos3+LiR0s3), sin grandes diferencias en la afidigar el sustrato
NBD-PC (Fig. 43D; Tabla 5).
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Figura 43. Caracterizacion de las lineas mutantes 114D, S27K y S27L.

(A) La sensibilidad a miltefosina (MLF) BJ la captacion de*{C]MLF se determinaron de la manera
descrita en la leyenda de la Figura 29. Los resultados son la media + S.D. de los valotgy diellC
porcentaje de MLF internalizada en relacion con los promastigotes salvajes (WT) obtenido en al menos
tres experimentos independientes. Las diferencias estadisticamente significativas con respecto a la linea
controlALiRos3+LiRos3 (LiRos3) se determinaron mediante el test tddaStudent (3 < 0,05y **p <

0,001). C) Analisis de la expresion proteica mediante Western blot. Los niveles de expresion total de
LiRos3 se determinaron a partir de extractos proteicos totales con un anticuerpo policlonal anti-LdRos3.
Se utilizé un anticuerpo monoclonal amttubulina para el control de carga de proteinas. Los niveles de
expresion en la membrana plasmatica se determinaron a partir de proteinas biotiniladas de la manera
descrita en Materiales y Métodos. Se emplearon anticuerpos policlonales anti-LdMT y anti-LdRos3. Para
el control de carga de proteinas de superficie se utilizé un anticuerpo monoclonal anti-gp63. En ambos
andlisis, la linea&LiRos3+LiRos3 se empled como control. Se muestra un resultado representativo de al
menos tres experimentosD)( Actividad flipasa de la linea 114D. La captacién de diferentes
concentraciones de NBD-PC durante 8 min se determind por citometria de flujo como se describe en
Materiales y Métodos. Los datos representan el porcentaje respecto a la Vmax de la linea control
ALiRos3+LiRos3 (LiRos3) + S.D. obtenido en tres experimentos independientes.
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VIll. Efecto de la tasa de glicosilacion de LiRos3 sobre su
funcion

Las proteinas pertenecientes a la familia Cdc50 estan normalmente N-glicosiladas.
En células de mamiferos se ha descrito que esta glicosilacion es necesaria para la
expresion estable del complejo ATP8A2-CDC50A (Coleman y Molday, 2011). Sin
embargo, se cree que no es necesaria para que se lleve a cabo el ciclo de fosforilacion de
las P4-ATPasas asociadas (Coleman y Molday, 2011; Jacquot et al., 2012).

LiRos3 también se encuentra N-glicosilada, o que explica que el tamafio de la
proteina cuando se analiza mediante Western blot sea de unos 44 kDa, superior a su
peso molecular estimado, que es de 40,3 kDa. Otro de los objetivos que se marcaron
para esta tesis doctoral fue investigar el fenotipo que aparece al suprimir la N-
glicosilacion de LiRos3. Esta proteina tiene cuatro posibles sitios de N-glicosilacion, tal
y como predice el servidor NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/)
(Fig. 32). Para estudiar si realmente todos estos sitios son N-glicosilados y para
determinar cudal es el efecto de estas modificaciones se construyeron variantes de
LiRos3 en las que se eliminaron las secuencias consenso para la N-glicosilacién (Asn-
X-Ser/Thr), obteniéndose mutantes simples y mdltiples en los que se realizaron
mutaciones conservativas que consistian en sustituir las asparaginas por glutaminas. Los
promastigotesALiRos3 se transfectaron con los plasmidos que «adbéin estas
proteinas mutantes y, en primer lugar, se analizdé su expresiéon mediante Western blot.
Los mutantes simples que carecian de uno de los sitios de N-glicosilacion (N86Q,
N176Q, N198Q y N241Q), asi como los mutantes multipld8 (N86Q + N198Q +
N241Q y AN4 (N86Q + N176Q + N198Q + N241Q) mostraron nivelesnades de
expresion de la proteina mutante, exceptuando la linea N176Q, cuya expresion se redujo
(Fig. 44A). Como se esperaba, cuando todas estas proteinas se sometieron a un
tratamiento con PNGasa F para eliminar los azucares de estas proteinas N-glicosiladas,
la movilidad aparente descendio hasta los 40 kDa, que es la masa molecular teorica de
LiRos3. ElI mutanteAN4 presentd una masa molecular aparente de 40 kba si
tratamiento con PNGasa F, tamafio que no se modificd tras el tratamiento con esta
enzima (Fig. 44B), lo que confirmd que todas las secuencias consenso para la N-
glicosilacion se habian eliminado en esta proteina.

Se llevaron a cabo ensayos de captacion de MLF y de sensibilidad al farmaco en
todas las lineas transfectantes. Aunque los mutantes simples y el mutante riRiple
fueron capaces de internalizar entre un 55 y un 100% de la cantidad internalizada por
los promastigotes salvajes, el mutanté4 fue completamente resistente al farmaco e
incapaz de internalizarlo (Figs. 44C y 44D).
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Figura 44. Expresion y caracterizacion funcional de los mutantes de LiRos3 en los sitios de N-
glicosilacion.

(A) Andlisis mediante Western blot de los niveles de expresion total de las proteinas LiRos3 mutadas con
un anticuerpo anti-LdRos3. Se realiz6 a partir de extractos proteicos totales de los promasiig§otss
transfectados con las construcciones mutante&ifles3 en los sitios de N-glicosilacién. La linea
ALiRos3+LiRos3 (LiRos3) se empleé como control. Se utilizé6 un anticuerpo monoclonattahtitina

para el control de carga de proteinas. Se muestra un resultado representativo de al menos tres
experimentos. B) Los extractos proteicos anteriormente descritos se trataron con la enzima PNGasaF
como se detalla en Materiales y Métodos, y se analizaron mediante Western blot con un anticuerpo anti-
LdRos3. C) La sensibilidad a miltefosina (MLF) Y la captacién de*{C]MLF se determinaron de la

manera descrita en la leyenda de la Figura 29. Los resultados son la media + S.D. de los valgygs de IC

del porcentaje de MLF internalizada en relacién con los promastigotes salvajes (WT) obtenido en al
menos tres experimentos independientes. Las diferencias estadisticamente significativas con respecto a la
linea controlALiRos3+LiRos3 (LiRos3) se determinaron mediante el test tedaStudent (3 < 0,05 y

**p < 0,001).

Se realizaron ensayos de biotinilacién sobre todos los mutantes en los sitios de
glicosilacion, observando que LiRos3 siempre era capaz de alcanzar la membrana
plasmatica con independencia de su estado N-glicosilado. Por su parte, LIMT se detecto
en la membrana plasmatica de todas las lineas, exceptuando la linea completamente N-
desglicosiladaAN4 (Fig. 45), un resultado consistente con los valole captacion de
MLF obtenidos.
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Figura 45. Niveles de expresién del complejo LiM-LiRos3 en la membranaplasmatica de los
mutantes LiRos3 en los sitios de -glicosilacion.

(A) Andlisis mediante Western blot con anticuerpos-LdMT y anti-LdRos3 del nivel de protein
biotiniladas procedentes de la membrana plasmatica de los mutantes LiRos3 en los sit-

glicosilacion. Se empled un anticuerpo monoclonal-gp63 para etontrol de carga de proteinas
superficie. La lineaALiRos3+LiRos3 (LiRos3) se & como control. Se muestra un result
representativo de al menos tres experimentos independieB) Expresién normalizada de LiMT
LiRos3 en la membrana plasméaticaP) en las lineas mutantes. lresultados son la media + S.D. de
niveles de expresion relativos LIMT/gp63 y LiRos3/gp63 procedentes de al menos tres expe
independientes.Las diferencias estadisticamente significativas con respecto a la lintrol
ALiRos3+LiRos3 se determinaron mediante el test ¢ de Student (% < 0,05 y **p < 0,001).

a O >
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La lineaAN4 se transfectd entonces con la construcciéon I-GFP para estudiar
existe interaccion entre ambas subunidades. Al igual que suc laslineas mutantes
no conservativas en las que Lil no llega a la membna plasmatica (Fig. 38), :
observd que los parasitos cotransfectados con las construcAN4 y LIMT-GFP
expresan menor cantidad total tanto de LIMT como de -GFP (Fig. 46A).Los
ensayos de covmunoprecipitacion mostraron que LIMT no interacciona con LiF
cuando se encuentra totalmente desglicosilada (Fig.
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Figura 46. Expresion de LIMT y ensayo de cinmunoprecipitacion del complejo en el mutante

AN4.

(A) Analisis mediante Western blot de las proteinas LIMT y L-GFP en la lineaN4 transfectada con
la construccion LIMT-GFPSe realizé con un anticuerpo policlonal -LAMT a partir de extractc

proteicos totales. La lingsLiRos3+LiR0os3+LiMT-GFP (LiRos3 se empled como contr Se utilizé un

anticuerpo monoclonal aniHubulina para el control de carga de proteinas. Se muestra un re

representativo de al menos tres experimenB) Co-inmunoprecipitacion de LIMGFP y LiRos3. Los
lisados celularg se incubaron con bolitas magnéticas marcadas con un anticue-GFP y el eluido de
las proteinas que quedaron retenidas se analiz6 mediante Western blot. Se emplearon a

policlonales anti-LdMT y amtidRos3. La lineaALiRos3+LiRos3 no transttada con LiM-GFP

(LiRos3 en el primer carrige empled como control negativ-) y la lineaALiRos3+LiRos3 transfectac

con LIMT-GFP (LiRos3 enel segundo car) como control positivo (+). Se muestra un resull

representativo de al menos tres exmentos.
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En otro orden de cosas, la linea N176Q destaca por ser la que menos MLF i
de entre todas las lineas mutantes simples en los sitio-glicosilacion y, como s
comento anteriormente, por presentar un importante descenso en la aflipasa de
NBD-PC sin que el trafico del complejo se vea afectado de manera significativ
comprobar si el descenso en la acumulaciéon de MLF se debia a la pérdida del
Asn*’®0 a la pérdida de la-glicosilacién, se generd la linea S178A, € que LiRos3
presenta una mutacién con la que se consigue suprim-glicosilacion sin necesidz
de sustituir el residuo ASff. Al igual que sucede con la proteina N176Q, la expre
de la proteina mutante S178A se redujo con respecto a la proteiva (Fig. 47A).
Esta linea mostré una acumulacion de MLF cercana al 70% respecto a la linea
una cantidad intermedia entre la que presentan la linea cALIRos3+LiR0s3 (92%

y la linea N176Q (55%), pero suficiente para que los promastigoisen sensibles al
farmaco (Figs. 47B y 47C
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Figura 47. Caracterizacion de la linea mutante S178

(A) Analisis mediante Western blot de los niveles de expresion total de la proteina LiRos3
S178A con un anticuerpo a-LdRos3. Se realizé a partide extractos proteicos totales de
promastigotedLiRos3 transfectados con la constrion S178A. Las lineasLiRos3+LiRos3 (LiIR0s3)
N176Q se emplearon como control. Se utilizé un anticuerpo monoclor-a-tubulina para el control ¢
carga deproteinas. Se muestra un resultado representativo de al menos tres expe (B) La
sensibilidada miltefosina (MLF) y C) la captacién de*{C]JMLF se determinaron de la manedescrita
en la leyenda de la Figura.2%s resultados son la medieS.D. de los valores de 5oy del porcentaje
de MLF internalizada en relacion con los promastigotes salvajes (WT) obtenido en al me
experimentos independientes. Las diferencias estadisticamente significativas con respecto

controlALiRos3+LiRas3 (LiRos3)se determinaron mediante el test deda Studen (*p < 0,05y **p <
0,001).
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IX. Caracterizacion funcional de las proteinas LiR0s3
truncadas vy de las proteinas Cdc50 quiméricas

Como se comentd en la introduccion, las proteinas Cdc50 son exclusivas de los
organismos eucariotas y poseen diferentes dominios que estan ampliamente
conservados. Estas proteinas estan compuestas por dos regiones transmembrana
separadas por un dominio exoplasmatico relativamente grande y por dos colas dirigidas
al citoplasma en los extremos N- y C- terminal.

Estudios llevados a cabo en células de mamiferos indican que los dominios
transmembrana y exocitoplasmaticos de CDC50A son necesarios para el correcto
plegamiento, ensamblaje y funcion del complejo ATP8A2-CDC50A (Coleman vy
Molday, 2011). Mas concretamente, en levaduras se ha observado que una
conformacion precisa del dominio exocitoplasmatico de las proteinas Cdc50 es la
responsable de la especificidad en la unidn a las P4-ATPasas(Rulits2012). Por
otro lado, y como ya se ha comentado, el dominio citoplasmatico N-terminal de las
proteinas Cdc50 podria participar en el ciclo de reaccion de su P4-ATPasa asociada
(Coleman y Molday, 2011).

En esta tesis doctoral, para determinar las partes de LiRos3 que interaccionan con la
P4-ATPasa (LIMT) y que son importantes en la formacion de un complejo funcional, se
usaron varias proteinas quiméricas obtenidas a partir de los tres gdnesfdatum
pertenecientes a la familia Cdc50, denominadld?osl, LiRos2 y LiRos3. Con
anterioridad, en nuestro laboratorio se ha descrito que LdRosl y LdRos2 (proteinas
ortélogas de LiRosl y LiRos2 en. donovani respectivamente) son incapaces de
reemplazar la funcion de LdRos3 (Pérez-Victatial., 2006a). De hecho, tras llevar a
cabo ensayos de co-inmunoprecipitacion y posterior analisis por espectrometria de
masas, no se ha detectado asociacion de LAMT con estas dos proteinas Cdc50
(Weingartneret al., 2010). Las dos proteinas no estan caracterizadas y su identidad con
LiRos3 es aproximadamente del 30%, como ya se ha comentado (Tabla 3).

Tras realizar un alineamiento de las tres proteinas y un analisis de homologia entre
los diferentes dominios de LiRos3 respecto a LiRosl y LiRos2 (Fig. 48; Tabla 6) se
observé que el lazo extracitosolico de estas proteinas, que es el dominio de mayor
tamano, presenta una identidad en torno al 30% y una similitud proxima al 50%. Los
dos dominios transmembrana poseen un porcentaje de identidad por debajo del 15% con
LiRosl y del 30-45% con LiRos2, siendo similares en un 62-67% para el primer
transmembrana y en un 48-76% para el segundo. La identidad de los dominios
citosdlicos amino y carboxilo terminal es muy baja, especialmente en el caso del
carboxilo terminal (0% con LiRos1 y 1,3 con LiR0s2); ademas, en el caso de LiRos2 el
tamafo de estos dominios es mucho mayor. De entre estos dominios citosolicos, el
amino terminal de LiRosl1 es el que presenta mayor homologia con el de LiRos3, con
una similitud del 38%.
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Figura 48. Alineamiento de las proteinas Cdc50 cL. infantum.

Se muestra el alineamiento de la secuencia completa de las proteinas CL. infantun: (A) LiRos3,
LiRosl y LiRos2, B) LiRos3 y LiRosl, y C) LiRos3 y LiRos2. Los recuadros en rojo indi los
residuos invariables, mientras que los recuadros en amarillo indican residuos con alto ¢
conservacion. Se han resaltadodos segmentos transmembrana (Td)estas proteini

Tabla 6. Homologia de los dominios de LiRos3 con I
correspondiertes dominios de LiRos1 y LiRos

%l (%S)

Dominio

LiRos1 LiRos2
Amino terminal 20,6 (38,2) 6,8 (10,9)
Primer transmembrana 14,3 (61,9) 33,3 (66,6)
Lazo extracitosolicc 32,8 (48,8) 30,5 (47,7)
Segundo transmembran. 9,5 (47,6) 42,9 (76,2)
Carboxilo terminal 0 (15,0) 1,3 (2,6)

%I, porcentaje de identidad; %S, porcentaje de simi
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Para estudiar la localizacion de las proteinas LiRosl y LiRos2 me
microscopia confocal, se generaron proteinas de fusion a GFP que se expre
promastigotes salvajes tle infantun. En ensayos de inmunofluorescencia indirect
observé que tantLiRosl como LiRos2 «localizan principalmente con la protei
chaperona BiP en el reticulo endoplasmatico (Figs. 49A y 49C). Por otro lado, t
se observo una docalizacion parcial con la mitocondria de los promastigotes, gL
marcada con la sola MitoTracker Red (Figs. 49B y 49

LiRos1-GFP
MitoTracker

LiRos2-GFP

MitoTracker Merge

Figura 49. Localizacion de LiRos-GFP y LiRos2-GFP en organulos intracelulares d¢
promastigotes delL. infantum.

Se muestran imagenes obtenidas mediante microscopia confocal de promastigotes transfectac
construcciones LiRos1-GFRA (y B) y LiRos2-GFP C y D). La fluorescencia verde asociada col
proteina de fusibn GFP se muestra en la columna de la izquiA y C) Para el marcaje del retict
endoplasmatico se llevd a cabo un analisis mediante inluorescencia indirecta de la manera des
en Materialesy Métodos usando un anticuerpo -BiP. B y D) Para el marcaje de la mitocora, los
promastigotes se incubaron a 28°C con MitoTracker Red 50 nM durante 30 min. Las imager
tercera columnanferge se obtuvieron superponiendo las imagenes de las dos primeras columr
color amarillo indica la cdoecalizaciéon de LiRosl o LiRos2 con los marcadores de ret
endoplasmastico o mitocondria. Se seleccion6 una imagen representativa linea transfectada. L
barra blanca indica una longitud dard. DIC, contraste de interferencia diferen:

Las proteinas quiméricas estudiadas en esta tesis doctoral se genere
ingenieria genética reemplazando diferentes dominios de LiRos3 os
correspondientes dominios de LiRosl o LiRos2. También se obtuvieron dos
truncadas de LiRos3, en las que se eliminaron los dominios citosoélicos ar
carboxilo terminal (Fig. 50A). De esta manera, se intentd determinar el papel c
dominio en el trafico de la proteina funcional LIMT hacia la membrana plasn

Una vez transfectados los promastigcALiIR0os3 con estas construccior la
expresion de todas las proteinas quiméricas se verificd6 mediante Western blot a
lisados totales celulares, usando anticuerpo-LdRos3 para todas aquellas protei
que contenian intacto el segmento extracelular de LiRos3. En el cass quimeras
L1R3 y L2R3, las cuales contienen respectivamente el lazo de LiRosl1 y LiRos
necesario usar los anticuerpos -LdRos1 y antikdRos2, respectivamente. Estos
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anticuerpos, que habian sido previamente obtenidos en nuestro laboratorio, reconocen el
lazo extracitoplasmatico de estas proteinas. La expresion de las diferentes proteinas con
respecto a los promastigotakiRos3 transfectados con el gen natiidRos3(linea

control ALiIRos3+LiR0s3) fue variable, observandose unos niveienilares (£R3,

N2R3, C2R3, LM3R1 y L3M13R1), méas bajos (L3M31R1, L3R1, L3R2 y LM3R2) o
incluso mas altosANR3, N1R3 y C1R3) (Fig. 50B). Como previamente ssugerido

para LiRos3, una reducida expresion de estas proteinas quiméricas no tendria por qué
alterar la expresion del complejo de transporte en la membrana plasmatica.

A N M L M C
LiRos3 [ [T [ T ]
[ LiRos3
ANR3 [ 1 ] I LiRos1
ACR3 | [ 1 L] [ LiRos2
NIR3 ] 1 ]
C1R3 [ [ T [
N2R3 [ [T
C2R3 [ [ 1 I |
LI1R3 T I T ]
L2R3 [T I 1]
LM3R1 ] [
L3MI13R1 I I
L3M31R1 T |
L3R1 [ I
LM3R2 (N | [ I
L3Rz [ I |
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Figura 50. Expresion de proteinas Cdc50 quiméricas y truncadas.

(A) Representacion esquematica de las proteinas Cdc50 quiméricas y truncadas analizadas en este
estudio. Se indican los dominios citosélico N-terminal (N), transmembrana (M), lazo extracitosolico (L) y
citosolico C-terminal (C). Los dominios correspondientes a LiRos3 se indican en amarillo, mientras que
los de LiRos1 aparecen en rojo y los de LiRos2, en veBiid.os niveles de expresion total se analizaron
mediante Western blot a partir de extractos proteicos de los promastigd®es3 transfectados con las
diferentes construcciones. Se empled un anticuerpo anti-LdRos3, excepto para las proteinas L1R3 y
L2R3, que se analizaron con anticuerpos anti-LdRos1 y anti-LdRos2, respectivamente. Se utilizé un
anticuerpo monoclonal ant-tubulina para el control de carga de proteinas. Se muestra un resultado
representativo de al menos tres experimentos.

El andlisis funcional de estas lineas reveld en un primer momento que los
promastigotesALiRos3 internalizan una cantidad significativa de MktBando se
transfectan con las construcciones quiméricas N1R3, en la que el dominio citosélico N-
terminal de LiRos3 ha sido reemplazado por el dominio correspondiente de LiRos1;
C1R3, en la que el dominio citosolico C-terminal de LiRos3 se sustituye por el dominio
correspondiente de LiRosl, y LM3R1, en la que se reemplazan ambos dominios (Fig.
51B). Las lineas N1R3 y LM3R1 incluso presentaron un aumento significativo en la
tasa de captacion de MLF respecto a la linea cofli®dos3+LiR0s3. Estas tres lineas
presentaron una sensibilidad a MLF similar a la de la linei&os3+LiIRos3 (Fig.
51A). En cambio, todas las proteinas quiméricas que contienen uno o mas dominios de
LiRos2 no modificaron significativamente el fenotipo original de la Ixig®os3 (Fig.

51). Tampoco fue funcional LiRos3 truncado en su extremo N- o C-terminal.
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Figura 51. Caracterizacion funcional de las proteinas Cdc50 quiméricas y truncad:

(A) La sensibilidada miltefosina (MLF) y B) la captacion de*{C]MLF se determinaron de la mant
descrita en la leyenda de la Fic 29. Los resultados son la media + Sde.los valores de 5, y del
porcentaje de MLF internalizada en relacién con los promastigotes salvajes (WT) obtenido en |
tres experimentos independientes. Las diferencias estadisticamente significativas con respecto
controlALiRos3+LiRos3 (LiRos3) se determinaron mediael test de la de Studer (*p < 0,05y **p <
0,001).

Como la linea L3R1, que contiene los dominios citosolicos y transmemobr:
LiRosl1, es altamente resistente a MLF, se quiso comprobar si esto se del
presecia de las dos hélices transmembrana, o solo a una de ellas. Por ello, se g
con posterioridad las proteinas quiméricas L3M13R1 y L3M31R1. Ambas
constituidas por los dominios citosoélicos de LiRos1 y el lazo extracitosolico de L
pero sediferencian en que L3M13R1 contiene el primer segmento transmembr
LiRos1 y el segundo de LiRos3, mientras que L3M31R1 contiene el primer se(
transmembrana de LiRos3 y el segundo de LiRosl. La linea L3AM13R1 result¢
que mas MLF acumula dentre todas las analizadas, al captar casi el 140%
cantidad acumulada por los promastigotes salvajes (Fig. 51B). En consecuen:
linea presentd una sensibilidad al farmaco mayor incluso que la linea. Por el
contrario, la linea L3M31R1 esentd una acumulacion de MLF del 4% (Fig. 5.
indicando que el segundo transmembrana de LiRos3 no puede reemplazarse |
LiRos1 para generar una proteina funcic

Los ensayos de biotinilacion mostraron que las proteinas quiméricas N1R3,
LM3R1 alcanzan la membrana plasmatica al igual que LIMT (Fig. 52A), lo q
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relaciona con la Optima internalizacion de MLF observada. Por el contrario, no se
detectaron niveles significativos de LIMT en el resto de lineas, todas ellas resistentes a
MLF. Inesperadamente, las proteinallR3 y C2R3 se expresan en la membrana
plasmatica a pesar de que no se detectase LIMT (Fig. 52A). El hecho de que otras
proteinas quiméricas o truncadas no se exportasen hacia la membrana plasmatica
(ACR3, N2R3, LM3R2, L3R1, L3R2, L1R3 y L2R3) concuewa la ausencia del
transportador a este nivel. En los ensayos con las proteinas L1R3 y L2R3 (quimeras
formadas con los lazos de LiRos1 y LiR0s2), la ausencia de bandas correspondientes a
LiRosl y LiRos2 en la superficie corrobor6 la localizacién interna de estas dos
proteinas previamente demostrada por microscopia confocal (Fig. 49).

Para estudiar si se produce interaccion entre ambas subunidades en aquellas lineas
donde el complejo no se expresa en la membrana plasmética, se realizaron ensayos de
co-inmunoprecipitacion después de transfectar las lineas con la construiddibn
GFP. Tal y como habia sucedido en otras lineas mutantes resistentes a MLF, se observo
un descenso en la expresion total de LIMT-GFP y LIMT en las lineas resistentes
(ANR3, C2R3,ACR3, N2R3, LM3R2, L3R1, L3R2, L1R3 y L2R3) respeatla linea
control ALIR0s3+LiR0s3+LIMT-GFP. La lineaLiRos3+LM3R1+LIMT-GFP, que es
sensible a MLF, presentd unos niveles de expresiéon similares a los de la linea control
(Fig. 52B).

En los ensayos de co-inmunoprecipitacion se observo que los extremos citosolicos
N-terminal y C-terminal de LiRos3 no son necesarios para la interaccion con LIMT,
puesto que las protein@dNR3 y ACR3 co-inmunoprecipitan con LIMT-GFP. Del
mismo modo, la sustitucion con los extremos N-terminalo C-terminal y con ambos de
LiRos2 (N2R3, C2R3 y LM3R2) mantiene una interaccion estable con LIMT-GFP. Pese
a ello, en ninguna de esas lineas el complejo de transporte alcanza la membrama
plasmatica (Fig. 52A). Ademas, estos ensayos mostraron que, para que se produzca la
interaccion entre ambas subunidades, son necesarios el segundo segmento
transmembrana y el lazo extracitosoélico de LiRos3, ya que las proteinas L3R1, L3R2 y
L3M31R1, correspondientes al primer supuesto, asi como L1R3 y L2R3, donde se ha
sustituido el lazo, no co-inmunoprecipitan con LIMT-GFP (Fig. 52C).
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Figura 52. Ensayos de biotinilacién y co-inmunoprecipitacion con las proteinas Cdc50 quiméricas y
truncadas.

(A) Analisis mediante Western blot del nivel de proteinas biotiniladas procedentes de la membrana
plasmatica con anticuerpos anti-LdMT y anti-LdRos3 (L1R3 se analizd con anti-LdRos1 y L2R3 con
anti-LdRos2). Se empled un anticuerpo monoclonal anti-gp63 para el control de carga de proteinas de
superficie. Se muestra un resultado representativo de al menos tres experimentos indepeBllientes. (
Andlisis mediante Western blot de la expresién de las proteinas LIMT y LIMT-GFP en lineas
transfectadas con la construccion LIMT-GFP. Se realiz6 con un anticuerpo policlonal anti-LdMT a partir
de extractos proteicos totales. La linddRos3+LiRos3+LIMT-GFP (LiRos3) se empledé como control.

Se utilizé un anticuerpo monoclonal aattubulina para el control de carga de proteinas. Se muestra un
resultado representativo de al menos tres experimer@)sEifsayos de co-inmunoprecipitacion de
LIMT-GFP con proteinas Cdc50 quiméricas y truncadas. Los lisados celulares se incubaron con bolitas
magnéticas marcadas con un anticuerpo anti-GFP y el eluido de las proteinas que quedaron retenidas se
analizé6 mediante Western blot. Se emplearon anticuerpos policlonales anti-LdMT y anti-LdRos3 (excepto
L1IR3 y L2R3, que se analizaron con anti-LdRosl y anti-LdRos2, respectivamente). La linea
ALiRos3+LiRos3 no transfectada con LIMT-GFP (LiRos3 en el primer carril) se empled como control
negativo (-) y la lineaLiRos3+LiRos3 transfectada con LIMT-GFP (LiRos3 en el segundo carril) como
control positivo (+). Se muestra un resultado representativo de al menos tres experimentos.

Como se ha comentado anteriormente, en las lineas que expresan las proteinas
truncadas\NR3 y ACR3 existe interaccion entre las dos subunidadesodablejo pero
no hay llegada del mismo a la membrana plasmatica, lo que implica en consecuencia un
defecto en la captacion de MLF y la generacion de parésitos resistentes al farmaco.
Siendo asi, estas proteinas truncadas podrian competir con la proteina nativa LiRos3 en
su union a LIMT, y asi producir un descenso en la eficiencia en el trafico del
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transportador a la membrana plasmatica. Para ello, ambas proteinas trunc
sobreexpresaron en promastigotes salvajes, utilizando como control proma
salvajes que sobreexpresaban la proteina nativa (Fig. 5e observd cierto aumen
en el valor de la I§ (Fig. 53B  y un significativo descenso en la captacion de
mas acusado en la linea que sobreexpresaba la prANR3 (55% de la cantide
acumulada por la linea salvaje) (Fig. 53C). Se quiso comprobar que la sensib
MLF se recuperaba cuando los promastigotes dejaban de sobreexpresar estas
truncadas. Para ello, los cultivos se mantuvieron durantees sin la presion selectr
del antibi6tico de seleccién y, aunque la expresi6ANR3 no habia desaparecido |
completo (Fig. 53D), se observé que los promastigotes presentaban una sensi

MLF similar a la que poseian con anterioridad a la sxpresiéon deANR3 o0 ACR3
(Fig. 53E).
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Figura 53. Efecto negativo de las proteinas truncadaANR3 y ACR3 sobre la formacon del
complejo LiRos3-LIMT.

(A) Los niveles de expresion total se analizaron mediante Western blot con un anticu-LdRos3 a
partir de extractogroteicos de promastigotes salvajes (WT) transfectados con las constru
truncadasANR3y ACR3 Como controles se utilizaron promastigotes salvajes transfectados con e
vacio (WT+pIR1SAT) y transfectados con el gen nat(WT+LiRos3). Se utilizd un anticuery
monoclonal antix-tubulina para el control de carga de proteinas. Se muestra un resultado repre:
de al menos tres experiment@B) La sensibilidad a miltefosina (MLF) f la captacién d{**C]MLF

se determiaron de la manera descrita en la leyenda de la F29. Los resultados son la medieS.D.

de los valores de Kgy del porcentaje de MLF internalizada en relacién con los promastigotes s
(WT) obtenido en al menos tres experimentos independi Las diferencias estadisticame
significativas con respecto a la linea control WT+LiRos3 se determinaron medidest de lat de
Student (p < 0,05 y **p < 0,00)). (D) Los niveles de expresion total §)(la sensibilidad a MLF s
volvieron a examinadespués de mantener los cultivos 90 dias sin la presion del antibiético de s
de los transfectantes (NST, nourseotric
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X. Funcionalidad del complejo de transporte de miltefosina en
amastigotes intracelulares de L. infantum

Leishmaniatiene dos fases en su ciclo de vida: los promastigotes extracelulares,
que crecen a 28 °C, y las formas amastigotes intracelulares, que crecen a 37 °C dentro
de macrofagos y que representan la fase con mayor relevancia clinica. Previamente, en
nuestro laboratorio se ha descrito que la delecion de cualquiera de las dos subunidades
del complejo de transporte de MLF también origina amastigotes resistentes al farmaco
sin que éstos pierdan su infectividad (Seifett al, 2007). Contando con este
precedente, para determinar si la pérdida de funcidon de las proteinas mutantes de
LiRos3 es independiente de la fase del ciclo de viddelshmania, asi como de
cambios de temperatura o fisiol6gicos, se investigd si algunos de los cambios mas
representativos introducidos en LiRos3 modifican la funcionalidad del complejo de
transporte de MLF en los amastigotes intracelulared elshmania. Para ello, se
infectaron macréfagos procedentes de células THP-1 con promastightesi@atum
en fase estacionaria tardia de crecimiento, tanto de laAin&wns3 como de algunos
transfectantes representativos. Los macrofagos infectados se incubaron durante 72 h en
presencia de distintas concentraciones de MLF y los valores gdeséCpudieron
determinar contando el numero de amastigotes que permanecian dentro de los
macrofagos tras la incubacion.

La resistencia a MLF se mantuvo en las formas amastigotas intracelulares de las
lineasALiR0s3, N1761, L293S, K315MANR3 y AN4, que presentaron valores dedC
a MLF superiores a 2QM, una concentracion préxima a las§Qle las células THP-1,
motivo por el cual fue la maxima concentracion que se evalud. Por el contrario, los
parasitosALiRos3 transfectados con LiRos3 0 que expresabaris gnateinas como
Q17L, D218V, G326V y LM3R1, presentaron valores dg i6feriores a 1uM en la
fase amastigote, lo que concuerda con los valores obtenidos en la fase promastigote
(Tabla 7). Estos resultados muestran que la resistencia a MLF relacionada con la
inactivacion del complejo LiRos3-LIMT se transfiere a la fase amastigote intracelular,
tal y como se ha descrito previamente (Seifert.e2807).
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Tabla 7. Sensibilidad a miltefosina de promastigotes y amastigotes intracelulares
de L. infantumde algunas lineas mutantes representativas

ICsouM (indice de resistencia)

Linea _ )
Promastigotes Amastigotes
ALiR0s3+LiR0s3 21,24+ 4,06 3,58 +1,30
ALiRos3 146,24+ 7,59 (6,88 1,67) > 20 (> 5,60)
Q17L 62,58+ 8,17 (2,95t 0,95) 9,18+ 1,19 (2,56t 1,26)
N176I 142,89+ 5,44 (6,72 1,54) >20
D218V 32,99+ 9,67 (1,55t 0,75) 4,39+ 1,15 (1,22 0,77)
L293S 141,01+ 4,58 (6,63 1,48) >20
K315M 151,82+ 4,02 (7,15 1,55) > 20
G326V 26,20+ 4,18 (1,23t 0,43) 3,27+ 1,60 (0,91 0,78)
ANR3 102,77+ 11,85 (4,84 1,48) >20
LM3R1 21,50+ 6,45 (1,0 0,50) 10,47+ 2,49 (2,92t 1,76)
AN4 142,77+ 12,59 (6,72 1,88) >20

Los indices de resistencia, indicados entre paréntesis, se calcularon dividiendo el valoggeeldakC
diferentes lineas por el de los promastigoMsRos3 que expresan el gen nativo (linea control
ALiR0s3+LiR0s3). La sensibilidada miltefosina de los promastigotek. defantumse midié por el

método colorimétrico basado en la reduccion del MTT. Lsg $€ determin6 después de 48 h de cultivo

a 28 °C. Los amastigotes intracelulares se obtuvieron después de la infeccion de macrofagos THP-1 con
promastigotes en fase estacionaria tardia de la manera descrita en Materiales y Métodos. Después de 72
h a 37 °C, la Ig se determiné a partir del recuento del nimero de amastigotes presentes en un minimo
de 200 macréfagos, comparando cultivos tratados con el farmaco con cultivos no tratados. Los
resultados son la media + S.D. de tres experimentos independientes.
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|. Caracterizacion de las P4-ATPasas vy las proteinas Cdc50:
ultimos avances vy situacion actual

Desde que se descubriese en 1996 que las P4-ATPasas tienen como actividad la
translocacion de aminofosfolipidos (Taagal, 1996), se han logrado significativos
avances en el conocimiento del funcionamiento de este transporte a nivel molecular y de
las consecuencias celulares y fisiologicas que conlleva (Coletran 2013). Esto ha
sido posible gracias a numerosos estudios genéticos, bioquimicos, y de biologia celular
y molecular, en los que se han empleado distintos modelos eucariotas, como levaduras,
plantas, ratones, humanos y otros organismos.

Sin embargo, quedan muchos puntos aun por resolver. Por ejemplo, solo se ha
conseguido purificar para su caracterizacion una de las catorce P4-ATPasas presentes en
el genoma de mamiferos, la denominada ATP8A2 (Colexhah, 2009) o una de las
cinco de levaduras, la proteina Drs2 (Azouaoui et al., 2014). Existe un gran namero de
P4-ATPasas que aun no se han caracterizado (Takhatal, 2014), quedando por
conocer aspectos tan importantes como su especificidad de sustrato, sus interacciones
con proteinas Cdc50 y otras proteinas, su localizacion subcelular o su distribuciéon
tisular in vivo. Asimismo, falta mucho por conocer acerca de los mecanismos de
regulacion de la actividad de las P4-ATPasas (Coleman @0aR3).

El mecanismo de accion y muchas de las propiedades estructurales de las P4-
ATPasas parecen ser similares a las que poseen otros miembros de la superfamilia de
ATPasas de tipo P. En los ultimos afios se han realizado estudios de mutagénesis que,
gracias a las mejoras en los sistemas de expresion de proteinas y al modelado molecular
basado en otras ATPasas de tipo P, han permitido identificar algunos residuos de las P4-
ATPasas clave para la translocacion de fosfolipidos. También se ha logrado un
importante progreso en la reconstitucion funcional de las P4-ATPasas en vesiculas
(revisado por Colemast al, 2013; Lopez-Marquést al, 2015). No obstante, para
conocer con mayor profundidad los mecanismos de reconocimiento y transporte de
fosfolipidos seran necesarios mas estudios, entre los que resultaria de gran relevancia la
obtencion de la estructura cristalina de estas proteinas. Entre otros aspectos, este avance
podria permitir identificar los sitios de union de los fosfolipidos o analizar si existe un
estado de oclusion para el sustrato durante su transporte, lo cual implicaria el cierre
transitorio del acceso al sitio de union del fosfolipido desde la cara exoplasmatica de la
P4-ATPasa.

Algunos estudios se han centrado en las proteinas Cdc50 y han servido para
empezar a definir su papel en la modulacion de la actividad de las P4-ATPasas, y en la
estabilidad, transporte y localizacion del complejo. La importancia de estas funciones
acentua la necesidad de conocer cOmo interaccionan ambas proteinas. Sin embargo, la
caracterizacion estructural de las proteinas Cdc50, que no poseen motivos
aminoacidicos conocidos, se encuentra en una etapa inicial y son muy pocos los
estudios que se han realizado al respecto (Takabtashj 2011; Coleman y Molday,

2011; Putset al, 2012). En este contexto, esta tesis doctoral se ha centrado en la
caracterizacion de LiRos3, una proteina Cdc5Q.dafantum analizando una serie de
aspectos que seran comentados a continuacion.
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ll. Estudio mutacional de LiIR0s3

[1.1. Identificacion de residuos importantes en la funcion de LiRos3

Los andlisis mediante mutagénesis dirigida constituyen una herramienta de gran
utilidad para la identificacion de residuos importantes para la actividad de una proteina,
como se ha observado en los recientes estudios realizados con objeto de comprender el
mecanismo de accion de las P4-ATPasas (revisado por Williamson, 2014).

Para ello, es necesario disponer de un ensayo que permita comprobar el efecto de
estas mutaciones. Esto ha sido posible en esta tesis doctoral, ya que unos ensayos
permitieron analizar la interaccion entre LiRos3 y su subunidad asociada LiMT,
perteneciente a las P4-ATPasas, mientras que otros sirvieron para evaluar la relaciéon
entre esta interaccion, la actividad catalitica de LIMT y los fenotipos asociados a la
misma.

Estudios mutacionales en levaduras han mostrado que existen residuos dispersos a
lo largo de las proteinas Lem3p y Cdc50p que contribuyen a formar el complejo
heteromérico con sus P4-ATPasas correspondientes o que pueden estar implicados en la
actividad translocasa del complejo (Takahashial., 2011; Putset al., 2012). Por
ejemplo, se han identificado cinco residuos de Lem3p que resultan criticos para la
interaccion con Dnflp y Dnf2p. Cada uno de ellos estaba localizado en una region
diferente: amino terminal, primer transmembrana, lazo extracitosolico, segundo
transmembrana y carboxilo terminal. Los mismos autores identificaron ademas dos
puentes disulfuro cuya eliminacion conlleva una menor union de su subunidad o un
fuerte descenso en la actividad flipasa (Puts et al., 2012).

Usando una estrategia basada en la mutagénesis dirigida de LiR0s3, en esta tesis
doctoral se han identificado ocho residuos adicionales localizados en el ectodominio de
esta proteina importantes para la interaccion entre el transportador y su subunidad
(Tyr®®, Tyt Gly™®® Asn'’® Asp”’, Leut®®, Tyr**®y Lys*™) (Fig. 54). Estos residuos
son invariables en levaduras, humands,melanogastely C. elegansy, exceptuando
Tyr®®® también lo son eArabidopsis Su sustitucién por determinados aminoacidos no
conservativos no afecta a los niveles de expresion total de la proteina, pero si implica un
fuerte descenso en la afinidad de LiRos3 por LIMT, tal y como se observd mediante co-
inmunoprecipitacion; esto conlleva que el complejo no pueda alcanzar correctamente la
membrana plasmatica de los promastigotesalshmania, como se comprob6 en los
ensayos de biotinilacion. Debido a ello, estas sustituciones resultan dramaticas para que
el complejo de transporte de miltefosina (MLF) pueda llevar a cabo su funcién, por lo
que los promastigotes son incapaces de incorporar cantidades altas de MLF, farmaco
perteneciente al grupo de las alquilfosfocolinas, resultando por tanto resistentes a su
accion. De entre estos ocho residuos®Tyksp’" Tyr**®® y Lys**® son probablemente
los mas importantes, puesto que en ninguna de las dos mutaciones no conservativas que
se realizaron se obtuvieron valores de acumulacion de MLF superiores al 6% respecto a
los promastigotes salvajes. Los resultados aqui mostrados concuerdan con
descubrimientos previos que indicaron la presencia de amplios contactos entre el
ectodominio de las proteinas Cdc50 de levaduras y los lazos externos de las P4-
ATPasas (Puts et al., 2012).
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Figura 54. Residuos biolégicamente importantes de LiRos3 identificados en esta tesis doct

En negro se indican los residuos cuyas mutaciones no conservativas pueden tener un importan
sobre la interaccion con LIMT. En rojo se indicas residuos cuyas mutaciones implican un descen
la actividad flipasa o en la captacion de miltefosina (MLF) sin que se vea afectada la expre
complejo en la membrana plasmatica de los promastigotes. En el resic'”® se observaron efect:
diferentes dependiendo de la mutacion reali:

[1.2. Efectos de las mutacionesen LiRos3sobre el trafico del complejc
a la membrana plasmatic:

Como se ha descrito previamente pL. donovani(PérezVictoria et al., 2006a;
Sanchez-Cariett al, 2009), el transporte (MLF enL. infantumes eépendiente de Ic
niveles deexpresiéon en la membrana plasmatica de LIMT y su subunidad beta L
Para que tenga lugar el transporte, se cree que debe producirse una interae las
dos subunidades que permita que se produzca el trafico de ambas hacia su loc
adecuada.Algunos cambios drasticos introducidos en esta tesis doctoral p
modificar la conformacién del ectodominio de LiRos3 y dificultar consecuentems
interaccion con LIMT. Por ello, la pérdida de expresion de LIMT y LiRos3 ¢
membrana plasmatica en determinadas lineas mutantes no conservativas se
una interaccion fallida entre ambas subunidi Ademas de las lineas ya comente
en las quese reduce drasticamente la expresion de | en la superficie del paras, se
ha comprobado que esto sucede en otras lineas mugeneradas en este trabs
como la linea W273R, que presenta un descenso tanto en la expresion de
proteinas como ea captacion dMLF.

Cuando una de las dos proteinas del complejo -LiRos3 esta ausente, la 0
gueda retenida en el reticulo endoplasmatico, por lo que no puede alcanzar la m
plasmatica (PéreXictoria et al., 2006a). Debido a ello y a otrabservaciones, ¢
piensa que ambas proteinas viajan juntas durante su trafico hacia la me
plasmatica (Sancheafeteet al, 2009). Sin embargo, en los resultados mostrad:
esta tesis doctoral, se ha observado que LiIRos3 puede expresarse ientemente
de LIMT en la membrana plasmatica, como sucede en las lineas D177V vy .
Aunque el nivel de expresion fuese muy inferior al obtenido con la proteina L
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nativa, este resultado fue inesperado de acuerdo con el conocimiento que se tenia acerca
dd complejo. Como ya se ha comentado, los ensayos realizados de co-
inmunoprecipitacion indicaron que no existe interaccion de estas proteinas mutantes con
LIMT. Por ello, una posible explicacion al hecho de que estas proteinas se expresen en
la membrana plasmatica es que las mutaciones introducidas podrian alterar su
plegamiento, pudiendo verse afectada, por ejemplo, su interaccion con la chaperona
BiP, una proteina que se ha observado que interacciona con LdRos3 y LAMT (Sanchez-
Carete, 2009, Tesis Doctoral) y que se ha descrito asociada a proteinas que forman
complejos en ausencia de alguna de las proteinas (Beggghl996; Vitale y Ceriotti,

2004). De alguna manera, esto podria conllevar que LiRos3 pudiese alcanzar la
membrana plasmatica sin ser necesaria su asociacion con LIMT. Ademéas de esta
hipotesis, tampoco puede descartarse que la interaccion entre las dos proteinas del
complejo si tenga lugar, aunque de forma mucho mas débil que cuando esta presente la
proteina LiRos3 nativa. En las condiciones experimentales en las que se realizaron las
co-inmunoprecipitaciones, esta débil interaccion podria hacer que las proteinas mutantes
se separasen de LIMT durante el proceso de aislamiento del complejinpevo,el
complejo se podria formar y ser exportado desde el reticulo endoplasmatico a la
membrana plasmatica, aunque sin que LIMT se quedase retenida finalmente en la
membrana.

Ademas, se ha observado que las lineas mutantes en las que no se detecta co-
inmunoprecipitacion de LIMT-GFP y LiRos3 expresan menor cantidad de LIMT y
LIMT-GFP, a pesar de que la expresion de la proteina LiRos3 mutante es similar a la
que presenta la linea que expresa la proteina nativa. El fenotipo de pérdida de expresion
es similar al observado en la linea mutante nula para LiRos3. Esto sugiere que, cuando
hay ausencia de interaccion entre ambas subunidades y, en consecuencia, no se produce
el tréfico del complejo hacia la membrana plasmatica, LIMT se expresa en menor
cantidad o experimenta una mayor degradacion, si bien en los ensayos de Western blot
realizados no se lograron detectar bandas de degradacion. Relacionado con esta
observacién, es interesante mencionar que [HKN&ATPasa es muy sensible a la
degradacion en ausencia de interaccidén con su subunifladgiing, 2001; Vagietal.,

2007), por lo que no seria de extraflar que esto estuviese sucediendo en las lineas
mutantes analizadas. También se ha descrito para las P4-ATPasas Drs2p y ATP8A2 que
la ausencia de la subunidad Cdc50 conlleva una reduccion en la expresion global de la
flipasa, lo cual implicaria que la interaccion no solo es importante para la correcta
ubicacién sino también para la estabilidad de la proteina (Lenoir 208B; Coleman y
Molday, 2011).

Por otro lado, se ha observado que el ratio LiIRos3/LIMT de expresion en la
membrana plasmatica es mas alto en la linea control que en algunos mutantes. Como no
se conoce todavia la estequiometria del complejo, una reduccion en el transporte de
MLF que no se relacione con menores cantidades de LIMT en la membrana plasmatica
podria estar relacionado con menores niveles de LiR0s3, y por extension del complejo,
y no a un efecto de la propia mutacion sobre la actividad de transporte. Sin embargo,
existen mutantes que expresaron niveles mas bajos de LiRos3 en la membrana
plasmatica que el control, pero que tuvieron niveles similares de LIMT y de actividad de
transporte (por ejemplo, las lineas G137V, P148A, P166A y K284M). En todos estos
casos, los resultados sugieren que una reducida cantidad de LiRos3 puede estar
relacionada con un menor nivel de retencion de la proteina mutada en la membrana
plasmatica, sin que ello afecte a la actividad translocasa.
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[1.3. Efectos de las mutaciones en LiIRos3 sobre la actividad flipasa

Como se ha descrito para algunos complejos P4-ATPasa/proteina Cdc50 estudiados
en otros trabajos (Colemaat al, 2011; Putet al, 2012), la existencia de interacciones
de LiRos3 con LIMT no es suficiente para que esta P4-ATPasa pueda llevar a cabo
correctamente su funcién. Hemos observado que, cuando se reempladZzatosle
residuos invariables localizados en el dominio N-terminal ‘fG@In*" y Leu') o el
residuo Asp® localizado en el lazo extracitoplasmatico, no hay diferencias importantes
en la expresion de LIMT en la membrana plasmatica, pero la captacion de MLF si se
reduce de manera significativa. Esto sugiere que estos residuos no se requieren para la
formacion y estabilidad del complejo, pero que si son importantes para su funcionalidad
una vez que éste alcanza la membrana plasmatica (Fig. 54). El mismo efecto se observo
al realizar una sustitucién conservativa en el residud’Asdentificado previamente
como importante para la interaccién con LIMT.

Para profundizar en este aspecto, se disefid un ensayo que permitiese determinar la
actividad flipasa, similar a otros que se han empleado para estudiar el efecto de las
mutaciones en las P4-ATPasas sobre su actividad, consistentes en la medida de la
internalizacion de anélogos fluorescentes de fosfolipidos en células vivas (Baldridge y
Graham, 2012; Stonet al, 2012). Mediante este tipo de ensayos es posible realizar
medidas cinéticas, pudiendo emplearse para determinar la afinidad por el sustrato (Stone
et al, 2012).

Se determind el efecto que tienen las sustituciones no conservativas realizadas en
los residuos II¥, GIn®, GIn*’, Leu™® y Aspf*8, asi como la sustitucién conservativa en
el residuo Ash’®de LiRos3 sobre la actividad de transporte de LiMT y se calculd la
constante de afinidad aparentey{kpor el sustrato NBD-PC. Como era de esperar, la
actividad flipasa de todas estas lineas mostréo un importante descenso. En ninguna de
ellas se observd un significativo aumento de |apiéra el analogo de fosfatidilcolina
NBD-PC, lo que sugiere que el descenso en la internalizacion no se debe a una pérdida
en la afinidad de LiIMT por su sustrato. Aunque la linea D218V mostré un aumento de
la Ky de 1,5 veces respecto a la linea conttaRs3+LiR0s3, resulta insuficiente para
pode afirmar que esta mutacion pueda afectar a la afinidad por el sustrato empleado.
Por otro lado, todas las lineas mutantes simples y mdultiples que contienen la mutacion
Q16L presentaron un descenso en la (Entre 1,6 y 2,2 veces respecto a la linea
control), lo que sugiere que esta mutacion podria favorecer la union del sustrato, pero al
mismo tiempo implicar una reduccion en la actividad del transportador. En cualquier
caso, serian necesarios mas estudios para determinar la relevancia biologica de estas
observaciones, ya que los ensayos realizados no se produjeron con enzimas purificadas,
sino con células completas.

Los estudios llevados con la P4-ATPasa ATP8A2 purificada han sugerido que el
cambio de la afinidad aparente por el fosfolipido parece estar relacionado con una
modificacion en la unidn del fosfolipido con el estad® Hel enzima y no con una
ateracion de la cinética de reaccion de una etapa alejada de la interaccion (Vestergaard
et al., 2014). Ahora bien, la sustitucion de residuos por otros que incrementen la
afinidad puede llevar aparejada cambios en el ciclo de reaccion que den lugar a una
reduccion en la actividad ATPasa estimulada por el fosfolipido y por tanto en el
transporte. La disociacion del fosfolipido transportado depende de la transformacion del
estado E a E y por tanto una estabilizacion de Buede reducir la velocidad de
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liberacidn del fosfolipido a la cara interna de la membrana y afectar la de hidrolisis de
ATP. Por ejemplo, este es el caso para diversas mutaciones en el transportador
ATP8A2, las cuales incrementan la afinidad por PS y PE pero reducen la actividad de
transporte debido posiblemente a un incremento en la estabilidad del estadauka
desestabilizacion en la desfosforilacion del estag® §/estergaarét al., 2014). Otros
estudios realizados con células intactas han revelado que algunas mutaciones
introducidas en la P4-ATPasa Dnf2p pueden incrementar la afinidad por PC y producir
a su vez una notoria reduccion de la velocidad de transporte del fosfolipido €6tone
al., 2012).

l1l. Otros aspectos funcionales de LiR0s3

[11.1. Efecto de la tasa de glicosilacion de LiIRos3 sobre su funcion

En un estudio realizado anteriormente en células de mamiferos se demostré que la
glicosilacion de la proteina CDC50A no parece ser esencial para la funcionalidad del
complejo que constituye con la P4-ATPasa ATP8A2, pero si para la formaciéon de un
complejo estable (Coleman y Molday, 2011). Tal y como se ha descrito para la
subunidadd de la N&-K*-ATPasa (Vagiret al., 2007), la N-glicosilacion de LiRos3
podria ser esencial para el anclaje del complejo a la membrana plasmatica. En todos los
mutantes defectivos de N-glicosilacion de LiRos3, tanto simples (N86Q, N176Q,
N198Q, N241Q) como multiplesAN3 y AN4), la proteina alcanzé la membrana
plasmatica. Sin embargo, la captacion de MLF se relaciond con la presencia o ausencia
de LIMT en la membrana plasmatica, determinada en los ensayos de biotinilacion de
proteinas de la superficie celular. Se observé que la proteina maiNdhteotalmente
N-desglicosilada, no es capaz de formar un complejo estable con LIMT, puesto que no
se detectd en los ensayos de co-inmunoprecipitacion. Esto explica que LIMT no se
detectase en la membrana plasmatica en la fifhgla mientras que en las demas lineas
defectivas de N-glicosilacion, si se detectaron cantidades optimas de LIMT en la
membrana. Estos descubrimientos sugieren que LiRos3 requiere, al menos, una
glicosilacion parcial para el mantenimiento de un complejo estable con LiMT.

En otro orden de cosas, el residuo A%mue forma parte de un motivo conservado
de N-glicosilacion (NXS/T) en la familia de proteinas Cdc50, parece estar implicado en
el trafico y en la actividad de LIMT. Aunque la linea N176Q mostré una captacion de
MLF del 55% en comparacién con la linea salvaje, la expresiéon de LIMT en la
membrana plasmatica no se vio afectada de forma significativa. Como se ha comentado,
en esta linea se produce un descenso en la actividad flipasa comparable a la que tuvo
lugar en el mutante D218V. Por otro lado, la mutacion S178A tiene como consecuencia
la eliminacion de la N-glicosilacién en ASRy se ha observado que también supone un
descenso en la captacion de MLF, aunque menos importante. Estos datos refuerzan la
hipétesis de que este residuo tiene un papel importante en la actividad del complejo de
transporte.

[11.2. Caracterizacion funcional de los dominios de LiR0os3

Otro de los objetivos de esta tesis doctoral ha sido profundizar en el conocimiento
delas funciones de los dominios de LiRos3 mediante el empleo de proteinas truncadas
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y proteinas Cdc50 quiméricas, de manera similar a como se ha hecho en
recientes efectuados ealulas de mamifer y en levaduras (Coleman y Molday, 20
Puts et al, 2012). Conviene recordar en este punto que las proteinas Cdc
proteinas de membrana con dos segmentos transmembrana, dos secuencias co
y carboxilo ternmales orientadas al citosol y una secuencia larga extracelular o u
dentro del lumen de organelos. Para caracterizar estos dominios, la estrategia ¢
fue eliminar los extremos terminales o intercambiar cada uno de esos dominios
de las tras proteinas Cdc50 presente<L. infantum(Fig. 55).

Aunque existe una homologia muy baja entre los extremos citosdlicos al
carboxilo terminales de los tres miembros Cdc5(Leishmania en este trabajo se
podido comprobar que, cuando estosminios de LiR0s3 se sustituyen por
correspondientes dominios de LiRos1, las proteinas quimeéricas obi(N1R3, C1R3
y LM3R1) son funcionale(Fig. 55)y la internalizacion de MLF llevada a cabo por
promastigotes incluso experimenta un ligero ento cuando expresan las proteinas
contienen el extremo citosolicc-terminal de LiRos1 (N1R3, LM3R. En cambio, las
proteinas quimeéricas con los extremos citosolicos de LiRos2 (N2R3, C2R3 y LN
aungue sean capaces de interaccionarLiMT, no son funcionales, probablemel
debido al mayor tamafio que tienen estos dominios en LiRos2, lo que podria m
su conformacion y alterar el trafico del complejo hacia la membrana plasmatic
55). Los ensayos de éomunoprecipitacion, elos que se detecté degradaciéon de
proteinas N2R3 y LM3R2, sugieren ademas que la presencia del ext-terminal de
LiRos2 altera la estabilidad de la prote
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Figura 55. Fenotipos asociados a las proteiné€Cdc50 quiméricas ytruncadas de L. infantum
generadas en esta tesis doctor

A la izquierda se representan los eventos que tienen lugar cuando los parasitos expresan el
nativo LIMT-LiRos3. Los dominios de LiRos3 estan representados en color naranja; los de LiF
negro, y logle LiRos2, en verde. Las proteinas sefialadas con un astANR3 y C2R3) se expresan
la membrana plasmatica (MP) sin estar asociadas a LiIMT. RE, reticulo endoplasmaticc
miltefosina. Para mas detalles, consultar el t
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Solo unos pocos residuos estan conservados en estos dominios citosolicos entre las
tres proteinas Cdc50 desishmania. Algunos de ellos se han mutado en este estudio
(GIn'™® GIn'" y Leu™) y los resultados obtenidos en los ensayos de actividad flipasa
indican que parecen ser importantes para la funcionalidad del complejo. Al margen de
ellos, previamente se ha descrito en la proteina Cdc50 de levaduras Lem3p la existencia
de un residuo situado en el extremo N-terminal {\lgue participa en la interaccion
con las P4-ATPasas Dnflp y Dnf2p (Petsal, 2012). Sin embargo, esta alanina no
esta conservada en LiRos3 (Byspero si en LiRos1, y quizas debido a esto las lineas
qgue contienen el extremo N-terminal de LiRosl (N1R3 y LM3R1) presenten un
aumento en la captacion de MLF en relacion con LiRos3. Dadas las importantes
fluctuaciones que existen en las interacciones entre las P4-ATPasas y las proteinas
Cdc50 (Lenoiret al, 2009), es posible que esta alanina (y quizas también los otros
residuos del dominio amino terminal que se han identificado en esta tesis) participen en
la interaccion con LIMT mientras tiene lugar el ciclo de reaccién, pero no
necesariamente durante el trafico del complejo hacia la membrana plasmatica.

Como LiRosl no interacciona con LIMT, los resultados anteriores muestran
ademas que los extremos N- y C-terminal de LiRos3 no son criticos para la interaccion
especifica con LIMT, como previamente se habia indicado en levadurase{Ralts
2012). Esto se confirm6 mediante ensayos de co-inmunoprecipitacion, comprobando
qgue las proteinas truncadas para estos extredldR3 y ACR3) son capaces de
interaccionar con LIMT (Fig. 55). Sin embargo, los promastigotes transfectados con las
construccionedNR3 yACR3 no expresan LiIMT a nivel de la membrana plasiadtic
que explica que sean resistentes a MLF. Esto indica que, aunque la interaccion con
LIMT pueda producirse en ausencia de los dominios terminales de LiR0s3, éstos si
podrian ser esenciales para que se produzca el trafico del complejo hacia la membrana
plasmatica. Los parasitos salvajes transfectados con estas construcciones disminuyen su
capacidad para captar MLF, lo cual refuerza esta hipotesis. Esto se debe probablemente
a que estas proteinas compiten con la proteina nativa en la interaccion con LiMT,
disminuyendo la formacion de complejos LiRos3-LIMT funcionales.

Teniendo en cuenta lo anterior, un resultado llamativo fue el hecho de que la
proteina truncaddANR3 y la proteina quimérica C2R3 se detectasen emelabrana
plasmatica (Fig. 55). La ausencia de expresion de LIMT en estas lineas podria deberse a
qgue los cambios en el plegamiento de estas proteinas conlleven la pérdida de la
interaccion entre las dos subunidades durante su trafico hacia la membrana plasmatica.
Los extremos N- y C-terminal de LiRos3 podrian también ser responsables de la
retencion de LIMT en la membrana plasmatica, al igual que se ha sugerido previamente
para su estado glicosilado. Otra explicacion para lo observadaNB3 es que el
extremo N-terminal podria ser responsable de la retencion de LiRos3 en el RE en
ausencia de interacciéon con LIMT. Por su parte, el extremo C-terminal podria ser
responsable de la retencion de LiRos3 en la membrana plasmaética, una funciéon que
podria ser reemplazada por la region C-terminal de LiRos2, explicando de este modo el
resultado obtenido en la linea C2R3.

En cuanto a los dos segmentos transmembrana, hemos observado en la linea
L3M13R1 que al intercambiar el primer segmento transmembrana de LiRos3 por el
correspondiente segmento de LiRosl continla generandose un complejo funcional,
conllevando ademas un incremento significativo en la captaciéon de MLF. Sin embargo,
las proteinas quiméricas que contienen el segundo segmento transmembrana de LiRos1
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(L3R1 y L3M31R1) no son capaces de interaccionar con LiMT, por lo que las lineas
transfectadas con estas construcciones no expresan el complejo en la membrana
plasmatica y son muy resistentes a MLF (Fig. 55). También hemos podido comprobar
que, al introducir los dos segmentos transmembrana de LiRos2 (L3R2), se pierde la
interaccion que se observa en la linea LM3R2. El analisis de homologia sobre los
residuos que podrian formar parte de los segmentos transmembrana no predecia qué
intercambio podria mantener la interaccion y, en todo caso, los dos segmentos
transmembrana de LiRos2 guardan mayor nivel de conservacion con LiRos3 que los
correspondientes de LiRosl (Tabla 6). Quedaria por determinar si son intercambiables
de forma individual los segmentos transmembrana de LiRos3 por los de LiRos2.
Aunque estos segmentos no contienen ninguno de los residuos altamente conservados
estudiados durante este trabajo, es probable que otros residuos localizados en ellos
puedan ser necesarios para la interaccion de LiRos3 con LIMT. De hecho, dos residuos
de la proteina de levaduras Lem3p, localizados en el primer y segundo segmento
transmembrana (Afay Gly*”) desempefian un importante papel en la interaccién entre
Lem3p y las P4-ATPasas Dnflp y Dnf2p (Pettsl., 2012). El primero esta conservado

en LiRos3 (Ald% y LiRosl pero no en LiRos2, mientras que el segundo est&
conservado en LiRos3 (G y LiRos2 pero no en LiRosl. Ademas, existen varios
residuos conservados entre los transmembranas de LiRos2 y LiRos3 que no lo estan en
LiRos1, por lo que no disponemos de datos suficientes para explicar el patron de
interaccion observado. Se requeriria de un andlisis mas profundo para determinar qué
residuos son esenciales para la union a LiMT.

Por ultimo, el lazo exoplasmatico de LiRos3 no es intercambiable por los lazos de
LiRos1 o LiRos2, ya que las proteinas quiméricas L1R3 y L2R3 no interaccionan con
LIMT (Fig. 55). Esto indica que, ademas de los ocho residuos que se han identificado en
esta tesis doctoral, debe haber otros residuos en este dominio que sean criticos para que
se produzca una correcta interaccion con LIMT y que determinen la especificidad de
reconocimiento. Anteriormente se habia descrito un residuo de serina que participaba en
la interaccion de Lem3p con Dnflp y Dnf2p (Patsal., 2012), pero en LiRos3 esta
sustituido por una alanina (Afg).

En su conjunto, estos resultados concuerdan con otros estudios llevados a cabo con
otras proteinas Cdc50 (Coleman y Molday, 2011; Takaletsai., 2011; Putet al.,
2012), que sugieren que existe una amplia superficie de interaccion entre las proteinas
Cdc50 y las P4-ATPasas, y que muchas de las interacciones que se producen son
necesarias para el ensamblaje del complejo y el transporte de fosfolipidos (Cetleman
al., 2013).

111.3. Contribucion de LiRos3 en el transporte de fosfolipidos

Aunque se haya observado que existen numerosas interacciones entre las P4-
ATPasas y las proteinas Cdc50, y que éstas poseen un papel de vital importancia
durante el ciclo de reaccién de las P4-ATPasas, aun se desconoce cual es exactamente la
funcion que las proteinas Cdc50 ejercen durante la translocacion de fosfolipidos
(Coleman et al, 2013). Para ello, serd necesaria la realizacion de mayores
investigaciones bioquimicas y estructurales. Hasta la fecha, se ha descrito que las
interacciones entre las P4-ATPasas y las proteinas Cdc50 son esenciales para la
fosforilacion de la flipasa y que la afinidad entre ambas subunidades fluctta durante el
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ciclo catalitico, alcanzando un maximo en el estag & presencia del fosfolipido
(Lenoir et al2009; Puts et gl2012).

Es posible que las proteinas Cdc50 contribuyan activamente en el transporte
catalizado por las flipasas, habiéndose sugerido que podrian ayudar a que se produzca la
union del fosfolipido a la P4-ATPasa o que podrian abrir un camino por el que se
produciria la translocacion de los fosfolipidos a través de la membrana (Eemabjr
2009; van der Market al, 2013). La denominada "ruta clasica"” propone que los
fosfolipidos se transportan a través del interior de las P4-ATPasas, al igual que sucede
con los iones transportados por otras ATPasas tipo P. En este contexto, se ha sugerido
qgue las proteinas Cdc50 podrian participar en el estado de oclusion que tiene lugar
durante el ciclo de reaccion de estas proteinas (van derd¥atk 2013), en el que la
molécula transportada se queda bloqueada de manera transitoria en el interior de la
proteina.

Las proteinas Cdc50 aportan dos hélices transmembrana adicionales a las diez que
constituyen el dominio M del transportador. Es interesante destacar que la translocacion
de fosfolipidos solo se ha observado en aquellas P4-ATPasas que interaccionan con
proteinas Cdc50 y que los transportadores ABC relacionados con el transporte de
fosfolipidos también contienen doce regiones transmembrana (LOpez-Matgaks
2015). Serian necesarios mas estudios para poder determinar si estas doce hélices
constituyen la estructura minima necesaria para el transporte de fosfolipidos pero, por el
momento, se ha sugerido que este aumento en la estructura debido a las proteinas Cdc50
podria modular la afinidad de las P4-ATPasas por su sustrato, de manera analoga a
como se ha descrito para las subunidades de 48K NaH'/K* ATPasas (Jorgenseh
al., 2003; Geering, 2005).

Como se ha observado en los ensayos de actividad flipasa descritos en esta tesis
doctoral, esto podria estar sucediendo en el complejo LiMT-LiRosBedd&mania
infantum, ya que la mutacion Q16L en LiRos3 conlleva un descenso gndpakente
paa el analogo de fosfatidilcolina NBD-PC. Parece poco probable que las proteinas
Cdc50 se unan directamente a la molécula que es transportada, ya que la especificidad
de sustrato depende exclusivamente de las P4-ATPasas (LOpez-Metr@lé<2010;
Baldridge y Graham, 2012). Sin embargo, esta mutacion en LiRos3 podria alterar la
interaccion que presenta con LIMT mientras tiene lugar su ciclo de reaccion,
especialmente durante el estado conformaciosf) &n el que esta interaccion es mas
intensa (Lenoiret al, 2009). Esto podria implicar una modificacion del estado
conformacional EP de LIMT y alterar de esta manera su afinidad por el sustrato. Es
l6gico pensar que un descenso en la afinidad conlleve en consecuencia una menor tasa
de transporte. Sin embargo, esta menor actividad flipasa puede suceder también cuando
aumenta la afinidad, como se observé en todas las lineas que contenian la mutacion
Q16L, puesto que incrementar la afinidad por el sustrato en la cara exocitoplasmatica
tiende a que se reduzcan las conformaciones en las que la P4-ATPasa est4 unida a su
sustrato en la cara citoplasmatica (Stone.e2all 2).

Por otro lado, se ha sugerido que el dominio N-terminal de las proteinas Cdc50
interviene en el ciclo de reaccion de las P4-ATPasas (Coleman y Molday, 2011). El
intercambio del dominio N-terminal de la proteina CDC50A por el de CDC50B da lugar
a un ligero incremento en la afinidad por PS y a una reduccion en la actividad de
ATP8A2, disminuyendo la sensibilidad a vanadato, un inhibidor de las ATPasas tipo P
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gue interacciona con el estadg En esta tesis doctoral se han identificado algunos de

los residuos que podrian ser clave para esta funcion, ya que mutaciones no
conservativas en los residuosfleGIn'®, GIn'’ y Leu"® de LiRos3 implican un
importante descenso en la actividad flipasa de los promastigotes analizados. Estos datos
refuerzan la hipotesis de que el dominio N-terminal de las proteinas Cdc50 podria
encontrarse en contacto directo con el dominio P de las P4-ATPasas, siendo capaz de
influir en la estabilizacion del estado,FE de forma similar a lo descrito para la
subunidad beta de la'¥K"* ATPasa, donde el dominio citosdlico previene la reversion
deE,P a EP (Abe et al, 2009)

A pesar del indudable valor que poseen los estudios funcionales realizados en esta
tesis doctoral para caracterizar la proteina LiRos3, no hay que olvidar que se han
llevado a cabo utilizando células completas. Para estudiar con detalle la actividad y las
propiedades funcionales de una enzima, un requisito necesario es su purificacion en su
forma activa, por lo que, para una inequivoca demostracion de la implicacion directa de
LiRos3 en el transporte de lipidos, se requeriria la reconstitucion de las proteinas LIMT
y LiRos3 purificadas activas en proteoliposomas. Esta tarea resultaria de gran
complejidad debido a la dificultad que supone purificar proteinas de membrana, la
insolubilidad en agua de los sustratos requeridos y la necesidad de purificar dos
subunidades a las que cabe la posibilidad de que existan unidas otras proteinas
accesorias. En este sentido, solo se han podido purificar y reconstituir de manera
funcional las P4-ATPasas ATP8A2 de humanos y Drs2p de levaduras (Caeaian
2009; Zhou y Graham, 2009), lo que ha permitido comprobar que en estos dos
transportadores no se requieren mas proteinas aparte de la P4-ATPasa y su subunidad de
la familia Cdc50 para la translocacion de fosfolipidos.

V. Interaccibn de la miltefosina con su complejo de
transporte

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral pueden tener otras potenciales
aplicaciones aparte del avance que suponen en la caracterizacion de las proteinas Cdc50
y el interés que representan por la posibilidad de que puedan ser extensibles a otros
miembros de esta familia. Por citar un primer ejemplo relacionado con el organismo
modelo utilizado en los ensayos descritos, puede mencionarse que estos resultados
podrian servir de punto de partida para realizar otras mutaciones o construcciones
quiméricas que ayuden a comprender como se produce la interaccion de la MLF con su
complejo de transporte dreishmania. La conformacion tridimensional de la unién de
las P4-ATPasas con sus ligandos se podria determinar mediante cristalografia de rayos
X, pero esto aun no ha sido posible. A la espera de que esto suceda, estos datos podrian
ser complementarios a los que se han obtenido recientemente empleando herramientas
de biologia estructural computacional (Singh y Mandlik, 2015), que permiten realizar
modelizacion de proteinas, estudiar la dinAmica asociada con sus diferentes dominios y
usar activadores e inhibidores para alterar su funcionamiento.

Para poder realizar el método computacional conocido como acoplamiento
molecular odocking, cuyo objetivo es determinar las formas de unién entre ligandos y
proteinas, es necesario conocer experimentalmente cual es su estructura. Por ello, tanto
los estudios mutacionales como computacionales podrian ser utilizados para desarrollar
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de manera racional nuevos compuestos que sean transportados por este complejo de
transporte con el objetivo de mejorar el perfil farmacologico, farmacocinético y de
seguridad de la MLF, o para disponer de alternativas terapéuticas en caso de aparicion
de resistencias. Por ejemplo, se ha investigado recientemente mediante estas técnicas la
posibilidad de emplear en un futuro activadores del complejb. deajor LmjMT-

LmjRos3, con el objeto de mejorar la tasa de captacion del farmaco por los parasitos e
incrementar asi la efectividad del tratamiento (Singh y Mandlik, 2015).

V. Resistencia a miltefosina en &shmania

V.1l. Empleo de la miltefosina para la leishmaniasis: necesidad de
mecanismos de control

Como ya se ha avanzado en el apartado anterior, los resultados obtenidos pueden
encontrar aplicacion en el ambito de la leishmaniasis. Esta enfermedad olvidada afecta
principalmente a paises en vias de desarrollo, en los que el nivel de pobreza es elevado
y la malnutricién incrementa el riesgo de que aparezcan las manifestaciones clinicas.
Las politicas sobre el uso de farmacos contra la leishmaniasis deben estar revisandose
continuamente para lograr mejores tasas de curacion y alargar la vida Gtil de los pocos
farmacos disponibles. Se estan llevando a cabo programas que tienen por objetivo
eliminar la leishmaniasis visceral (LV) en el subcontinente Indio, pero para ello es
necesario mejorar la farmacovigilancia y monitorizar la efectividad de los tratamientos
(Joshiet al, 2008; Rijalet al, 2013). Como las alternativas terapéuticas son escasas,
comprender las bases del fallo terapéutico y desarrollar métodos para detectar este
fendmeno, ayudara a proteger los farmacos existentes y sugerir el tratamiento mas
adecuado.

La introduccién de la MLF representd un importante avance en el tratamiento de la
leishmaniasis debido a las ventajas que conlleva su administracién oral, pero la
posibilidad de aparicion de resistencias constituye una seria amenaza para que este
farmaco pueda tener una larga vida terapéutica. Por ello, dentro de los mecanismos
dirigidos a controlar la leishmaniasis, resulta muy importante introducir medidas para
prevenir la generacion de parasitos con altos valores de resistencia a MLF, entre los que
podrian incluirse aquellos con un defecto en la captaciéon del farmaco debido a la
inactivacion del complejo de transporte LIMT-LiR0os3.

El porcentaje de curacion de la leishmaniasis en la India con el empleo de la MLF
ha experimentado un descenso desde que se realizaron los ensayos clinicos en fase lli
(Sundaret al, 2012). Existe preocupacion por el empleo de la MLF en este pais, donde
es un medicamento de venta libre disponible en el sector privado y esta poco sujeto a
control de uso (Sundar y Murray, 2005; Sundar y Olliaro, 2007). Por ello, dentro del
programa de eliminacion de la LV se ha recomendado una mayor supervision por parte
de los poderes publicos de la distribucion del medicamento y del seguimiento del
tratamiento, para poder alargar la vida util de la MLF (Datoal, 2012a). Esto
implicaria llevar a cabo una monitorizacion que permitiese verificar tras el tratamiento
con el farmaco, y en los meses posteriores, si los pacientes realmente se han curado
(Malaviya et al, 2011; Ostyn et gl2014).
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El control del cumplimiento de los regimenes de tratamiento frente a la LV, asi
como de su eficacia clinica, no estan tan bien estandarizados como ocurre con los
tratamientos frente a otras enfermedades infecciosas como la tuberculosis o la malaria
(Rangan, 2003; Pricet al, 2007; Rijalet al, 2013). La rapida recuperacion que
experimentan los pacientes al ser tratados con MLF, unida a su alto coste y sus efectos
adversos gastrointestinales, motiva a algunos pacientes a abandonar el tratamiento antes
de tiempo o a no cumplir correctamente las pautas de dosificacién. Todo esto, unido a
que el tratamiento con MLF dura 28 dias y la vida media del compuesto en plasma,
superior a 150 h, es también muy larga, conlleva una alta probabilidad de aparicién de
resistencias debido a la persistencia de niveles subterapéuticos del farmaco durante
varios meses después de que finalice el tratamiento (Bryceson, 2001; Sundar y Murray,
2005; Dorloet al, 2008b; Monge-Maillo y Lépez-Vélez, 2015). Esto podria aumentar
el nUmero de pacientes que no respondan al tratamiento, especialmente en zonas con
transmision antroponatica.

De hecho, en los ultimos afios se estan registrando numerosos casos de pacientes
inmunocompetentes tratados con MLF frente a LV y LC que han sufrido recaidas
(Calvopinaet al, 2006; Zerpat al, 2007; Pandegt al, 2009; Rijalet al, 2013; Ostyn
et al, 2014). En aislados clinicos obtenidos antes y después del tratamiento con MLF se
ha podido comprobar que los parasitos se vuelven mas tolerantes al farmaco tras su
exposicién al mismo, presentando una sensibilidad 2 veces menor al finalizar el
tratamiento (Prajapaét al, 2013). Esta mayor tolerancia no se asocia por el momento
con fallo terapéutico ni se considera como una verdadera resistencia, pero podria ser la
base para la aparicion de cepas resistentes si estas cepas tolerantes a MLF se fuesen
transmitiendo entre humanos (Riglal, 2013; Prajapatt al, 2013; Raket al, 2013;
Monge-Maillo y Lépez-Vélez, 2015).

La aparicion de resistencia a MLF puede ser mas probable en los casos de
coinfeccién con VIH (Hendrickxet al, 2015b), debido a la dificultad que tienen los
pacientes para eliminar a todos los parasitos. Hay que tener en consideracion que esto
podria ser un problema en el suroeste de Europa, donde hasta un 9% de los pacientes
con SIDA adquieren o se les reactiva la LV por fallo terapéutico.

Por otra parte, en paises como Espafa se utiliza la MLF para el tratamiento de la
leishmaniasis canina, lo que podria incrementar el problema de la aparicion de
resistencias (Gamaretd al, 2013). Los perros son el principal reservorid.demfantum
en Europa. Al ser tratados, incluso en terapia combinada con alopurinol, no terminan de
eliminar los parasitos (Manret al, 2009), razén por la cual se ha propuesto que este
farmaco no se deberia administrar en perros (Ganeril., 2013), para evitar la
posible aparicion y propagacion de resistencias a MLF. Al igual que sucede al
administrar MLF en pacientes con VIH, un tratamiento de larga duracion implica que
existan parasitos sometidos a una continua presion de seleccion a causa del farmaco.

Por otro lado, también hay que considerar la creciente movilidad de personal
occidental a areas endémicas deprimidas y en conflicto bélico, asi como la llegada de
inmigrantes procedentes de areas endémicas (Mansuelo 2014b), lo que podria
contribuir a la propagacién de los posibles casos de resistencia. Por ejemplo, los
gobiernos aleman y canadiense aprobaron el empleo de MLF para el tratamiento de la
leishmaniasis en soldados destinados a areas endémicas como Irak y Afganistan (van
Thiel et al, 2010).
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Por todo lo expuesto anteriormente, se requiere actuar urgentemente para evitar la
posble aparicion de resistencias a MLF y frenar su propagacion (Gagtaatp2013;
Monge-Maillo y Lépez-Vélez, 2015). Entre las estrategias propuestas, se encuentran las
siguientes: el establecimiento de programas de educacion para individuos en riesgo,
médicos y agencias gubernamentales responsables del control de la leishmaniasis; la
observacion del cumplimiento del tratamiento; la adecuacion de las dosis de MLF al
peso y a la edad del paciente; la evaluacion de la sensibilidad a MLF en las diferentes
areas endémicas con anterioridad a su empleo masivo, y la administracion del farmaco
en terapia combinada. Este Gltimo punto resulta de especial relevancia, existiendo un
amplio consenso respecto a la necesidad de su implantacion (van Griehslen
2010). Se han obtenido muy buenos resultados en diversos ensayos clinicos en los que
se combind MLF con anfotericina B o paromomicina (Suredaal, 2008, 2011a y
2011b), lo que ha conducido a que estas asociaciones constituyan en la actualidad uno
de los tratamientos de eleccion para la leishmaniasis en el subcontinente indio (Sundar y
Chakravarty, 2015a). Gracias a las mismas, se ha observado que la duracion del
tratamiento con MLF se puede reducir a 7-14 dias, lo que favorece que se produzca un
mayor grado de cumplimiento del tratamiento por parte del paciente.

V.2. Importancia del complejo de transporte de miltefosina en la
resistencia natural a miltefosina

Se conocen diversas causas por las legishmaniapuede generar resistencia a
MLF in vitro, entre las que pueden destacarse algunas como el eflujo del farmaco, la
disminucién en la entrada al parasito por defectos en el complejo LiIMT-LiRos3 o la
capacidad de evitar que se desencadene la muerte celular similar a la apoptosis que
origina el farmaco.

Es posible que la MLF tenga multiples dianas intracelulares, por lo que no cabe
esperar altos niveles de resistencia cuando se producen mutaciones o se altera el nivel
de expresion de una unica diana, tal y como se ha observado en diversos estudios
(Vergneset al, 2007; Singhket al, 2008; Choudhuret al, 2008). Por el contrario, al
producirse defectos en el complejo de transporte de MLF si se producen altos niveles de
resistencia, debido a que el farmaco es incapaz de alcanzar sus dianas.

Con frecuencia, en la resistencia a farmacos intervienen varios factores. En un
estudio reciente, Mishra y Singh fueron los primeros en observar que el mecanismo de
resistencia a MLF podria ser multifactorial (Mishra y Singh, 2013). Analizando el
transcriptoma mediante PCR en tiempo real, estos autores observaron niveles de
expresion de LAMT y LdRos3 mucho menores en una linea resistente a MLF respecto a
una linea sensible (14,2 y 53,4 veces, respectivamente). Por el contrario, la linea
resistente expresaba niveles mayores de diversas proteinas implicadas en la respuesta al
estrés oxidativo. Aunque estudiar el transcriptoma tiene menos relevancia que estudiar
el proteoma, puesto que la regulacion de la expresion génidaeishmaniaes
fundamentalmente post-transcripcional (Clayton y Shapira, 2007; revisado por Kramer,
2012), esta observacion pone de manifiesto que defectos en el complejo de transporte de
MLF podrian ir acompafiados de aumentos en otras proteinas que puedan ayudar al
parasito a hacer frente a los efectos de la MLF. Se necesitarian mas estudios
metabolicos y protedGmicos para poder confirmar esta resistencia multifactorial.
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Se tiene un conocimiento escaso de los mecanismos mediante los que los aislados
clinicos pueden adquirir una mayor tolerancia al farmaco, por lo que seria de gran
interés conocer las causas moleculares por las que esto sucede. Otro estudio reciente
apunta a que efectivamente puede tratarse de un proceso multifactorial (Gralelli
2014). Estos autores analizaron el proteoma de aislados clinicos procedentes de dos
pacientes que habian sido tratados con MLF, uno de los cuales se habia curado y otro
gue habia experimentado una recaida. Los pacientes padecian LV y procedian de Brasil,
donde el agente causal kschagasi = L. infantumLa tasa de curacion observada
empleando la MLF frente a la LV en Brasil es tan solo del 43% con el régimen estandar
de tratamiento, aunque este ensayo clinico no se ha publicado todavia. Los autores
asociaron el fallo terapéutico con una resistencia del parasito al farmaco, ya que la cepa
aislada del paciente que se habia curado era sensible a MLF, mientras que la del
paciente que no se habia curado era resistente. Al estudiar el proteoma de estas cepas, se
observaron en la cepa resistente mayores niveles de expresion de proteinas relacionadas
con la homeostasis redox, la respuesta al estrés celular o la proteccion frente a la
apoptosis. Los autores no comunicaron que existiesen diferencias de expresion de las
proteinas que constituyen el complejo de transporte de MLF. Sin embargo, no se puede
descartar que la resistencia a MLF en el caso de fallo terapéutico se pueda deber a una
menor expresion del complejo de transporte a nivel de la membrana plasmatica, al igual
que se ha descrito para explicar la resistencia intrinsdcabdaziliensis agente causal
de la LC en Brasil (Sanchez-Canette al, 2009). Los parasitos resistentes de este
estudio podrian tener un nivel de expresion global del complejo de transporte de MLF
similar al de los parasitos sensibles, pero podrian presentar alguna mutacion en
cualquiera de las dos proteinas que afectase a su llegada a la membrana plasmatica o a
su funcionalidad, al igual que se ha observado en muchas de las lineas analizadas a lo
largo de esta tesis doctoral.

Las cepas presentes en Brasil podrian presentar de manera intrinseca una resistencia
natural a la MLF basada en defectos en el complejo de transporte del farmaco. Pese a
ello, los parasitos incorporarian el farmaco, aunque en menor grado respecto a otras
especies 0 cepas mas sensibles presentes en otras zonas del planeta. Esto podria hacer
que, con el tiempo, los parasitos puedan ir adaptandose al farmaco, expresando una
mayor cantidad de diversas proteinas implicadas en su detoxificacion y en la proteccién
frente a la apoptosis, lo que explicaria que, en un primer momento, los pacientes
presenten una curacion aparente, pero experimenten recaidas con el tiempo. En la India,
las cepas dé&. donovanipodrian presentar una mejor actividad de incorporacion del
farmaco, lo que contribuiria a una eliminacibn mas efectiva del parasito. Por eso, las
tasas de curacion observadas frente a la LV en este pais han sido superiores al 90%. Sin
embargo, actualmente se podrian haber generado mutaciones en el complejo de
transporte del farmaco o se podrian haber producido adaptaciones a sus efectos toxicos
gue se estén propagando por la poblacién, debido a la transmisién antropondética que
tiene lugar en la India, lo que explicaria las tasas de recaidas de hasta el 20% que se
estan produciendo en los Ultimos afos.

Los antecedentes en el estudio del complejo de transporte de MLF realizado en
nuestro laboratorio indican que el tratamiento con MLF podria generar la aparicion de
resistencias. Los defectos en este complejo y la consecuente reduccién en la captacion
del farmaco podrian ser la forma mas sencilla de obtener altos niveles de resistencia a
MLF. En las lineas resistentes a MLF generadas en nuestro laboratorio tras ser
sometidas a la presion selectiva del farmaco siempre se ha desarrollado este mecanismo
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de resistencia (Seifegt al., 2003; Pérez-Victoriat al, 2003b y 2006a). Ademas, en un
estudio realizado a partir de un aislado clinico de un paciente inmunodeprimido,
coinfectado con VIH \L. infantum se ha encontrado una cepa resistente después del
tratamiento con el farmaco que contenia una mutacion del transportador de MLF LIMT
(L832F) (Cojearet al, 2012). La aparicion de mutaciones puntuales inactivantes en un
anico gen (aunque tenga que suceder en los dos alelos) es mecanisticamente mas
sencilla que la desregulacion de la expresion de un gen o la sobreexpresién de una
proteina. Ademas, debe considerarse que, una vez generado, el fenotipo que resulta es
estable y se transmite a las generaciones siguientes, a diferencia de lo que ocurre con la
regulacion de la expresion génica, que se suele perder a lo largo del tiempo. Al ser
Leishmania un organismo diploide, la pérdida de uno de los alelos de cualquiera de las
dos proteinas del complejo de transporte de MLF solo reduce a la mitad la sensibilidad
del parasito frente al farmaco. Sin embargo, la pérdida del segundo alelo conlleva la
generacion de parasitos altamente resistentes, al ser totalmente incapaces de llevar a
cabo la translocacién de MLF (Pérez-Victoria et 2006a).

V.3. Marcadores de resistencia a miltefosina

Ante la llegada de la medicina personalizada, cada vez resulta de mayor
importancia comprender los mecanismos moleculares por los que se producen
variaciones en las respuestas a los farmacos. En el caso concreto desarrollado en esta
tesis doctoral, comprender con mayor profundidad la estructura y el funcionamiento del
complejo de transporte de MLF podria facilitar el desarrollo de estrategias para evitar la
resistencia a MLF ebeishmania, puesto que la respuesta al farmaco podria variar entre
individuos como consecuencia de alteraciones en la expresion del complejo de
transporte.

Conocer el mecanismo de resistencia es esencial para poder identificar marcadores
de resistencia a un farmaco. Su empleo facilitaria la identificacibn de parasitos
resistentes en aislados clinicos y ayudaria a disefiar estrategias que conduzcan a un uso
mas racional del farmaco y alargar consecuentemente su vida util, permitiendo hacer
frente a la aparicion y propagacion de resistencias. Los estudios de resistencia
realizadosn vitro, como los que se presentan en esta tesis doctoral, proporcionan una
informacion adecuada para comprender los mecanismos de resistencia que se podrian
presentar en los aislados clinicos resistentes a MLF. Concretamente, en este trabajo se
proporciona mucha informacién que podria servir para el futuro analisis de las
mutaciones presentes en el complejo de transporte de MLF procedentes de aislados
clinicos deLeishmaniade pacientes que no respondan al tratamiento con este farmaco.
Por tanto, estos datos podrian ser de utilidad para la industria farmacéutica y para la
OMS/TDR a la hora de disefiar ensayos moleculares sencillos y de alta sensibilidad que
permitan detectar casos de resistencia, con el objetivo de mejorar el abordaje terapéutico
de la leishmaniasis.

Todavia no existen marcadores de resistencia a MLF identificados en aislados
clinicos deLeishmania(Gamarroet al, 2013), pero el transportador de MLF es un
firme candidato (Pérez-Victoriat al, 2006b; Coelhet al, 2014), debido a su papel
esencial en la sensibilidath vivo a MLF en Leishmania. Adicionalmente, los
conocimientos sobre la estructura y funcion de su subunidad asociada LRos3 podrian
también resultar de utilidad como marcador en el caso de producirse resistencia a MLF.
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Cualquier mutacién que sea capaz de inactivar el complejo de transporte de MLF, sea
cual sea su efecto (alteraciones en el plegamiento o en el trafico hacia la membrana
plasmatica, alteraciones importantes en algin dominio funcional de las proteinas, etc.),
tendra importantes y similares consecuencias en términos de resistencia a MLF.

El analisis llevado a cabo en esta tesis doctoral con una amplia gama de lineas del
parasito ha permitido comprobar que existe una clara correlacion entre la captacion de
MLF y la sensibilidad al farmaco, como ya se habia observado anteriormente (Pérez-
Victoria et al, 2006a; Sanchez-Cafieteal., 2009) (Fig. 56).
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Figura 56. Correlacion entre la captacion de miltefosina (MLF) y los valores de kgen L. infantum.
Cada punto representa una de las diferentes lineas usadas en esta tesis doctoral.

Hemos identificado mutaciones d#&Ros3 que conducen a niveles de resistencia a
MLF similares a los que se obtienen al anular la expresion del complejo de transporte de
MLF, ya sea por pérdida del transportador o por pérdida de su subunidad asociada. Esta
resistencia se ha observado ademas tanto en promastigotes como en amastigotes
intracelulares dd.. infantum y muestra como determinadas mutacioned itRos3
pueden originar parasitos resistentes a MLF in vitro.

Sin embargo, cuando existe presion de MLF, es més probable que tenga lugar la
inactivacion de LIMT que la de LiRos3, posiblemente debido a que, aparte de que su
tamafio es tres veces mayor, es de esperar que LIMT tenga mas residuos implicados en
la actividad catalitica, en el plegamiento de la proteina y/o en la interaccion con LiRos3.
De hecho, el nimero de aminoacidos conservados entre LIMT y otros miembros de las
P4-ATPasas es mucho mayor que el que existe entre LiRos3 y otras proteinas Cdc50
(Pérez-Victoriaet al, 2006b). Ademas, de los resultados obtenidos en esta tesis se
aprecia que incluso mutaciones en residuos altamente conservados en la familia Cdc50,
no tienen por qué llevar aparejadas una pérdida sustancial de la actividad del complejo
LiIMT-LiRos3. La inactivacion de la P4-ATPasa se ha observado en las lineas mutantes
resistentes a MLF estudiadas anteriormente en nuestro laboratorio puesto que, de ocho
lineas analizadas, solo una contenia mutaciones inactivantes en ambos alelos de
LdRos3, e incluso esta linea tenia un aleld.d®T inactivo (Pérez-Victorieet al,
2006a).
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En un estudio realizado en los dltimos afios no se han encontrado mutaciones de
LiRos3 ni de su proteina homodloga te major al secuenciar el genoma de
promastigotes obtenidas vitro con alta resistencia a MLF (Coelles al, 2012).
Tampoco se han encontrado polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) en el gen
homologo de un aislado clinico procedente de un paciente infectatlo @mazonensis
gue no habia sido tratado previamente con MLF, pero del que se vio que presentaba
menor sensibilidad al farmaco respecto a las lineas salvajes (@be&lho2014). Sin
embargo, el nUmero de lineas analizadas en estos dos estudios es muy reducido, por lo
gue no puede descartarse que puedan detectarse en un futuro mutacldRes3ee
parasitos procedentes de aislados clinicos. De heho, recientemente se ha demostrado en
nuestro laboratorio que un aislado clinicoldeinfantum procedente de un paciente
coinfectado con HIV con fallo terapéutico a MLF, es altamente resistente al farmaco
debido a la delecion de un nucledtido que conduce a la pérdida de expresion de LiRos3
(manuscrito sometido a publicacion).

En un reciente estudio protedmico realizado a partir de aislados clinicos sensibles y
resistentes a MLF, no se han observado diferencias de expresion de ambas subunidades
del complejo (Carnielliet al, 2014). Sin embargo, no se puede descartar que los
parasitos resistentes tuviesen alterado el complejo de transporte, puesto que el andlisis
protedmico no seria de utilidad para detectar las mutaciones estudiadas en esta tesis
doctoral, que se ha comprobado que no afectan a la estabilidad y expresion total de
LiRos3.

Por todo lo expuesto anteriormente, en la busqueda de marcadores de resistencia,
debe tenerse en consideracion el analisis de la secuencia completa de |asMjEyES
LiRos3 en aquellos aislados clinicos que presenten baja sensibilidad a MLF, para buscar
la presencia de mutaciones en residuos importantes ya identificados o en otros que
pudieran identificarse en futuros trabajos. Resulta evidente que no es suficiente buscar
las mutaciones descritas hasta la fecha, como se ha hecho en algun trabajo (Bhandari
al., 2012), sino que existen otras mutaciones que podrian producirse y dar como
consecuencia la inactivacién o la pérdida de funcion del complejo de transporte de
MLF. Estos analisis podrian realizarse sobre las formas promastigotas, mucho mas
faciles de cultivar que las amastigotas intracelulares, debido a que existe una clara
correlacion entre la sensibilidad a MLF de ambas, como se habia observado
anteriormente (Seifedt al, 2007; Sanchez-Cafiet¢ al, 2009), y como se ha vuelto a
confirmar durante esta tesis doctoral. Ademas, gracias a los anticuerpos especificos
existentes frente a LIMT y LiRos3 se podria dilucidar si los niveles de expresion de
estas proteinas a nivel total o a nivel de la membrana plasmatica estan relacionados con
la variabilidad en la sensibilidad a MLF y comprobar si el fallo terapéutico se debe a
defectos en el sistema de transporte de MLF. No obstante, los anticuerpos disponibles
no permiten desarrollar un sistema sencillo de diagnéstico, ya que no reconocen la
proteina en condiciones nativas, por lo que seria de utilidad desarrollar anticuerpos
monoclonales que si fuesen capaces de hacerlo y que pudiesen emplearse para
cuantificar estas proteinas a nivel de la membrana plasmatica mediante citometria de
flujo.

En el caso de que estos potenciales marcadores de resistencia permitan detectar la
aparicion de casos clinicos de verdadera resistencia, sera necesario adoptar medidas
tales como el empleo de farmacos o formulaciones alternativas, disefiar nuevos
farmacos mas eficaces (incluyendo aquellos que pudiesen restaurar el fenotipo de
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sensibilidad a MLF, como posibles activadores de LIMT) y revisar las pautas de
tratamiento con el objetivo de evitar la resistencia.

VI. Consideraciones finales y perspectivas

Los resultados de esta tesis doctoral proporcionan nuevos datos sobre el papel que
determinados residuos de las proteinas Cdc50 desempefian en el tréfico y en la actividad
de los complejos que constituyen con las proteinas P4-ATPasas translocadoras de
fosfolipidos.

El modelo que se ha empleado cumple con las caracteristicas que se han descrito
como ideales para evaluar el efecto que tienen las mutaciones sobre la actividad de las
P4-ATPasas (Stone et a22012):

1) Actividad y especificidad del transportador bien caracterizadas (Pérez-Véttatia
2003b y 20064a).

2) Interaccion con la subunidad beta bien caracterizada (Pérez-Vetalg 2006a;
Sanchez-Cariet al, 2009; Weingartner et al., 2010).

3) Ensayos robustos para medir cambios en estas caracteristicas.

Por tanto, la caracterizacion de la subunidad LiRos3 podria ser de gran utilidad para
el estudio en otros organismos del mecanismo de transporte mediado por las P4-
ATPasas, ya que la mayoria de los residuos estudiados estdn conservados en todas las
proteinas Cdc50 de levaduras y humanos. Entre estas aplicaciones, debido a su
relevancia en el @mbito sanitario, podria destacarse el analisis molecular del mecanismo
por el que se desarrolla la colestasis intrahepatica familiar progresiva (PFIC), una
enfermedad que esta asociada a mutaciones en la P4-ATPasa humana ATP8B1, y que se
ha estudiado recientemente realizando mutaciones en la proteina homéloga Dnf2p de
levaduras (Stonet al, 2012).

Por otro lado, debe tenerse en cuenta que las numerosas mutaciones que se han
identificado afectan al sistema de transporte de MLR.@shmania, implicando la
generacion de parasitos resistentes al farmaco. Debido al elevado empleo de este
farmaco en el tratamiento de la leishmaniasis y al creciente descenso en su tasa de
eficacia, es urgente adoptar medidas para frenar la posible aparicion y propagacion de
resistencias a la MLF. Ante la necesidad de desarrollar marcadores de resistencia para
monitorizar estos fendmenos, los resultados de esta tesis doctoral indican que el analisis
de la secuencia del gelnRos3 podria ser una buena herramienta. Los residuos
importantes que se han identificado deberdn tenerse en cuenta, ya que la existencia de
mutaciones en los mismos podria ser indicativa de resistencia a MLF.
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Conclusiones

1. Se han generado promastigotesL@éshmania infantunmutantes nulos para el
genLiRos3, que se caracterizan por poseer una elevada resistencia a miltefosina
debido a un importante defecto en la internalizacién del farmaco.

2. Existen 22 residuos invariables en las proteinas CdchOidéantum humanos
y levaduras. Mutaciones no conservativas en ocho de estos residuos, localizados
en el lazo exoplasmatico de LiRos3, reducen drasticamente la interaccion con
LIMT vy el trafico del complejo de transporte de miltefosina hacia la membrana
plasmatica. La sustitucion de otros residuos invariables afecta en menor grado al
trafico del complejo.

3. Se han identificado mutaciones en cuatro residuos localizados en el dominio N-
terminal de LiRos3 y dos residuos del lazo exoplasmatico que conllevan una
reduccion en la actividad flipasa llevada a cabo por el complejo de transporte de
miltefosina.

4. Una N-glicosilacion parcial de LiRos3 supone un descenso en el transporte de
miltefosina, mientras que un estado de total N-desglicosilacién impide la
correcta expresion del complejo LIMT-LiIRos3 en la membrana plasmatica de
infantum.

5. Los dominios amino y carboxilo terminal de LiRos3 no son esenciales para la
interaccion con LiMT, pero si se requieren para que el complejo se pueda
expresar en la membrana plasmatica del parasito.

6. Se han caracterizado diversas proteinas quiméricas constituidas por dominios de
LiRos3 asociados con dominios de las otras proteinas CdchO ideantum
LiRosl y LiRos2. Solamente la sustitucion de los dominios amino terminal,
primer transmembrana y carboxilo terminal de LiRos3 por los de LiRos1 genera
proteinas funcionales. El intercambio de los dos primeros conlleva ademas una
ganancia de funcion.

7. El intercambio del segundo dominio transmembrana o del dominio
exoplasmatico de LiRos3 por los correspondientes dominios de LiRosl y
LiRos2 resulta en una pérdida de la interaccion con LIMT. Han de existir otros
residuos aun no identificados en los dominios transmembrana y exoplasmatico
de LiRos3 necesarios para mantener la estabilidad del complejo.

8. La deficiencia en el trafico de LIMT a la membrana plasmatica lleva asociada
una reduccion en los niveles de expresion de la proteina.

9. El estudio de la sensibilidad a miltefosina en formas amastigotas intracelulares
de L. infantum sugiere que el efecto de las modificaciones de LiR0s3 es
independiente de la fase del ciclo de vida del parasito, asi como de cambios de
temperatura o fisiolégicos de su entorno. En su conjunto, estos resultados ponen
de manifiesto la utilidad de LiRos3 como marcador de resistencia a miltefosina.
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