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Resumen

La leishmaniasis es un conjunto de enfermedades producidas por parasitos del
género Leishmania. Posee una distribucion mundial y se estima que 350 millones de
personas estarian en peligro de contraer la enfermedad. En 2015 se identificaron casi
200.000 nuevos casos de leishmaniasis cutanea, y casi 24.000 casos de leishmaniasis
visceral, la forma mas grave de le enfermedad. La leishmaniasis representa un grave
problema sanitario a nivel mundial. No se dispone de vacunas eficaces frente a la
enfermedad y el arsenal de farmacos disponibles para su tratamiento es muy limitado.
Ademas, los farmacos leishmanicidas poseen una elevada toxicidad y la emergencia de
resistencias frente a los mismos hacen que la identificacion de nuevas dianas
terapéuticas especificas de Leishmania spp. sea una cuestion prioritaria para poder

combatir la enfermedad.

Los transportadores ABC son una de las familias de proteinas mas ampliamente
distribuidas, encontrandose en organismos pertenecientes a todos los reinos y
desempefiando una gran variedad de funciones. Con 42 ORFs, Leishmania es el
parasito protozoario con el mayor numero de genes que codifican para transportadores
ABC. Estos se clasifican en 8 subfamilias, denominadas ABCA-ABCH y una nueva
subfamilia exclusiva de tripanosomatidos, que poseen una baja identidad de secuencia
con transportadores ABC de otros organismos, que hemos denominado ABCI. Los
transportadores ABC de Leishmania que han sido caracterizados hasta la fecha han
demostrado estar implicados en numerosos procesos bioldgicos, tales como el

transporte de fosfolipidos, el trafico de grupo hemo vy la resistencia a farmacos.

En el presente trabajo hemos realizado la caracterizacién funcional de ABCI3,
un transportador ABC de Leishmania major que pertenece a la subfamilia ABCI. Para
intentar determinar la relevancia de este transportador en procesos bioldgicos
esenciales para el parasito L. major, decidimos determinar su localizacién celular,
ademas de estudiar su implicacion en la resistencia a farmacos leishmanicidas y en la

infectividad en macréfagos peritoneales de raton.

Al igual que el resto de los integrantes de la subfamilia ABCI, el transportador
ABCI3 es un hemitransportador, constituido por un dominio transmembrana y un
dominio de unién a nucledtidos que posee los motivos conservados caracteristicos de
esta familia de proteinas. Los resultados de los distintos ensayos de localizacion celular

mostraron que el transportador se localiza mayoritariamente en la membrana
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mitocondrial externa, ademas de ubicarse parcialmente en la membrana plasmatica del
parasito. Para realizar la caracterizacion funcional del transportador utilizamos lineas de
L. major que sobreexpresaban la proteina ABCI3 wild-type, o una versién mutante
inactiva, ABCI3“M. Ademds, obtuvimos una linea mutante nula parcial, en la que se
sustituyd una copia del gen ABI3 por un cassette de resistencia a higromicina (ABCI3""
), Y una linea complementada con una copia episomal de ABCI3, para compensar por
la pérdida de funcién (ABCI3"::3xFABCI3pIR1SAT).

Los ensayos de resistencia a farmacos mostraron que los parasitos ABCI3"
eran casi cinco veces mas resistentes a Sb™ y este fenotipo de resistencia se revirtio
parcialmente en los pardsitos complementados ABCI3"::3xFABCI3pIR1SAT, lo que
estaria indicandonos que el fenotipo observado es consecuencia directa de la delecién
parcial de ABCI3. Ademas, el fenotipo de resistencia estd asociado a una menor
acumulacion del metal en los promastigotes ABCI3"". Los estudios realizados para
determinar la presencia de alteraciones en el funcionamiento mitocondrial de los
parasitos ABCI3"" no mostraron diferencias en los niveles de ATP basales y en el
potencial de membrana mitocondrial. Sin embargo, los parasitos ABCI3" presentaban
unos niveles basales de ROS mitocondriales mas bajos que los parasitos wild-type. En
los ensayos de infectividad realizados en macréfagos peritoneales de ratdn,
observamos que los amastigotes ABCI3"" eran capaces de soportar mejor el ambiente
intracelular hostil del macréfago que los parasitos controles, siendo ademas mas

resistentes al farmaco Pentostam® que los parasitos wild-type.

Nuestros resultados muestran que el transportador ABCI3 estaria directamente
implicado en el transporte de Sb™ al interior de la mitocondria, y por lo tanto
contribuye a la susceptibilidad de L. major al Sb™. Aunque desconocemos su sustrato
bioldgico, el transportador ABCI3 es el Unico transportador ABC descrito hasta la fecha
involucrado en la susceptibilidad a antimonio en Leishmania, confiriéndole a los

parasitos resistencia a dicho metal cuando se deleciona parcialmente el gen.
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Introduccion

1. Leishmaniasis

Los parasitos protozoos pertenecientes al género Leishmania son los agentes
causantes de un grupo de enfermedades zoondticas y antropondticas conocido en su
conjunto como leishmaniasis. Se han descrito mas de 50 especies de Leishmania de las
cuales por lo menos 20 provocan la enfermedad en humanos, siendo transmitida por la
picadura de insectos hematdfagos de la subfamilia de los flebotomos [1]. La mortalidad
debida a la leishmaniasis es la tercera causa de muerte entre las enfermedades

parasitarias, superada Unicamente por la malaria y la esquistosomiasis [2].

Se pueden distinguir 3 tipos principales de la enfermedad: leishmaniasis viceral
(LV, también conocida como kala-azar); la leishmaniasis cutanea (LC), y la leishmaniasis
mucocutanea (LMC) [3], que difieren en la inmunopatologia, grado de morbilidad y

mortalidad de la enfermedad [4].

En términos absolutos, la leishmaniasis posee una distribucion mundial. En 2015
se identificaron casi 200.000 nuevos casos de LC y 24.000 de LV, ademas la LC es
endémica en 87 paises y la LV en 75. La LC representa mas del 90% de los casos y esta
distribuida principalmente en la regién del Mediterraneo oriental (70%) y en las
Américas (23%) (Figura 1A), mientras que la LV, la forma mas grave de la enfermedad,
se encuentra distribuida principalmente en tres regiones: el este de Africa (40%), el
subcontinente Indio (39%) y Brasil (14%) (Figura 1B) [5]. Junto con la tripanosomiasis
africana o enfermedad del suefio (producida por 7rypanosoma brucei), y la enfermedad
de Chagas (producida por T7rypanosoma cruzi), la leishmaniasis es una de las
enfermedades tropicales “olvidadas”, producidas por parasitos pertenecientes a la familia
Trypanosomatidae. Estas enfermedades representan un serio problema de salud publica

global, especialmente en paises empobrecidos o en vias de desarrollo.

El aumento del nimero de personas inmunodeprimidas debido al virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), trasplantes y tratamientos quimioterapéuticos, y las
terapias bioldgicas recientemente introducidas para tratar enfermedades inflamatorias
cronicas, ha provocado un aumento de la leishmaniasis en Europa [6]. Igualmente, el
aumento de los viajes internacionales ha contribuido a la aparicion de casos de

leishmaniasis en paises no endémicos [7].
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Figura 1. Distribucion geografica de nuevos casos de leishmaniasis en 2015. A. Leishmaniasis
cutanea y B. Leishmaniasis visceral. Adaptado de [5].

1.1. Leishmaniasis canina

La leishmaniasis canina (LCan) es endémica en el sur de Europa, el norte de
Africa, América del Sur, Centroamérica y Asia, y se estd extendiendo a otras regiones,
constituyendo el principal reservorio para la LV humana. Afecta cada ano a
aproximadamente 2,5 millones de perros domésticos en la Europa Mediterranea y peri-
Mediterranea [8], siendo la prevalencia promedio de Ila enfermedad de
aproximadamente el 10% en dareas endémicas de Europa [9]. En Sudamérica la

seroprevalencia es mayor, alcanzando valores superiores al 30% en regiones de
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Venezuela y Brasil [8]. Recientemente se han registrado también casos en varios paises
del norte de Europa [10]. El calentamiento global probablemente favorezca la
emergencia de LCan en areas donde hasta ahora no estaba presente el vector [11].
Leishmania infantum es el principal agente etioldgico de la LCan en el viejo Mundo,
mientras que varias especies de Leishmania serian las responsables de la enfermedad en

el nuevo Mundo, siendo la principal Leishmania chagasi[9].

El diagndstico es complejo debido a que la enfermedad presenta un espectro
muy amplio de manifestaciones clinicas y muchas veces los perros infectados no

desarrollan sintomas (Figura 2) [9].

Figura 2. Distintas manifestaciones clinicas de la leishmaniasis canina. a) queratoconjuntivitis con
dermatitis periocular, b) lesiones dérmicas faciales, c) epistaxis (hemorragia nasal), d) onicogrifosis
(hipertrofia y curvatura anormal de las unas) y €) lesion ulcerosa en la oreja. Adaptado de [12].

Actualmente, el tratamiento de la LCan estd basado en monoterapia con
farmacos que contienen Sb" o en terapia combinatorial, administrdndose junto con el
compuesto leishmaniostatico alopurinol [9]. Para evitar la propagacién de la enfermedad
la investigacion en LCan debera centrarse en la evaluacion y desarrollo de insecticidas,
vacunas y métodos de diagndstico mas efectivos que permitan reducir la transmision de
la enfermedad entre perros y humanos [9]. Igualmente, la busqueda de farmacos
especificos para la LCan es una prioridad para evitar la aparicion de resistencias a los

farmacos en uso frente a la leishmaniasis en humanos.
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1.2. Coinfeccion con VIH

La LV se ha convertido en una infeccion oportunista importante en pacientes
infectados con el VIH. La interaccion con VIH aumenta el riesgo de desarrollar LV mas
de 100 veces, aumenta el fallo terapéutico y la probabilidad de recidivas es alta [13]. Las
dos enfermedades se refuerzan mutuamente: los pacientes con VIH son particularmente
vulnerables a la LV, mientras que la LV acelera la replicacion del virus y la progresion del
SIDA [14]. Hasta la fecha, 35 paises han informado de casos de coinfeccion LV/VIH a la
Organizacion Mundial de la Salud [15]. Desde la introduccién de la terapia antirretroviral
contra el VIH se ha observado una marcada disminucion de los casos de coinfeccion. Sin
embargo, en la India la prevalencia de la coinfeccién LV/VIH ha aumentado del 0,88%
en el afio 2000 al 2,18% en 2006 [15]. En Latinoamérica, mas precisamente en Brasil, la
incidencia de la coinfeccién ha aumentado del 0,7% en 2001 al 8,5% in 2012 [16]. La
eficacia de los farmacos disponibles para el tratamiento de la leishmaniasis es menor en
pacientes que presentan coinfeccion LV/VIH comparado con pacientes

inmunocompetentes [17, 18].

1.3. Manifestaciones clinicas de la enfermedad en humanos

Las manifestaciones clinicas de la leishmaniasis pueden ser muy diversas y
dependen de varios factores intrinsecos relacionados con las especies de Leishmania y

con el sistema inmunitario del hospedador.

Conocida también como “kala-azar” o fiebre dumdum, la LV representa la forma
mas grave de la enfermedad y en la mayoria de los casos puede provocar la muerte del
paciente si este no recibe el tratamiento adecuado (Figura 3A). En Latinoamérica y el
norte de Africa, Leishmania infantum (L. infantum) es la especie responsable de los
casos de LV, mientras que en el subcontinente Indio y el este de Africa, es Leishmania
donovani (L. donovani) el agente etioldgico de esta variante de la enfermedad. La LV es
una infeccion cronica; el periodo de incubacion puede durar entre 10 dias y 1 afo [19], y
la diseminacidon de los parasitos afecta a numerosos érganos internos, tales como el
higado, el bazo y la médula ésea [20]. Los signos clinicos caracteristicos son fiebre,

pérdida de peso, hepatoesplenomegalia y pancitopenia [19].

La LC es la forma mas comun de la enfermedad y representa el 90% de los

casos. Varias especies de Leishmania pueden provocarla en humanos, entre las que se
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encuentran Leishmania major (L. major) y Leishmania tropica (L. tropica) en el Viejo
Mundo vy Leishmania braziliensis (L. braziliensis), Leishmania amazonensis (L.
amazonensis) y Leishmania mexicana (L. mexicana) en el Nuevo Mundo [21]. Durante la
LC una papula eritematosa aparece en el sitio de la picadura. Después de unos dias, esta
se convierte en una vesicula, posteriormente en una pustula, y finalmente en una Ulcera,
gue puede autocicatrizar sin tratamiento, aunque puede tardar meses y dejar cicatrices
considerables (Figura 3C) [22]. La terminologia de las diferentes formas clinicas que se
observan para la LC suele ser extensa y a menudo confusa. Se denomina también
leishmaniasis tegumentaria a todas las manifestaciones de la enfermedad que involucran
lesiones en la piel del paciente [22]. Estas incluyen la leishmaniasis dérmica post-kala-
azar (LDPK), la leishmaniasis cutanea difusa (LCD), la leishmaniasis diseminada (LD) y la
leishmaniasis mucocutanea (LMC).

La variante LDPK de la enfermedad es una complicacion de la LV, provocada por
L. donovani [23]. Las lesiones que se observan en la piel generalmente no forman
Ulceras y persisten durante varios meses (Figura 3B). Los pacientes con LDPK poseen
una baja carga parasitaria en las lesiones por lo que podrian ser reservorio del parasito,

manteniendo la transmisién continua de la enfermedad en algunas regiones [22].

Figura 3. Manifestaciones clinicas de la leishmaniasis en humanos. A. Leishmaniasis visceral (LV);
B. Leishmaniasis dérmica post-kala azar (LDPK), C. Leishmaniasis cutdnea, D. Leishmaniasis mucocuténea
(LMC) y E. Leishmaniasis cutanea difusa (LCD).

La LD se caracteriza por la aparicién de multiples lesiones pleomédrficas en 2 o
mas areas del cuerpo no contiguas, pudiendo ocurrir también lesiones en mucosas [24].

Los pacientes con LD han demostrado una mayor tendencia a desarrollar una
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enfermedad crénica, ademas de mayores tasas de recidivas y resistencia a los
tratamientos utilizados habitualmente para la leishmanisis cutanea [25]. La LCD se
diferencia de la LD por la presencia de multiples lesiones nodulares no ulcerosas (Figura
3E), con una carga alta de parasitos en macrdéfagos y la ausencia de reaccion de
hipersensibilidad retardada al antigeno de Leishmania en el test de piel [22]. Por ultimo,
la variante LMC se caracteriza por la habilidad del parasito para diseminarse por via
linfdtica o sanguinea al tejido mucoso (Figura 3D). Tipicamente comienza con la
inflamacién de la mucosa nasal, seguida de ulceraciones y perforacion del tabique nasal
[21]. Existe evidencia de la asociacion entre la LMC y una infeccion por Leishmania

primaria que no fue tratada adecuadamente [20].

1.4. Diagnostico

Actualmente, la mayoria de los métodos disponibles para el diagndstico de la
leishmaniasis estan restringidos a centros de investigacion o centros de salud de
referencia. Existen diferentes metodologias con distintas capacidades para detectar,

identificar y cuantificar distintas especies de Leishmania.

La deteccidn del parasito al microscopio utilizando biopsias de lesiones dérmicas
para la LC o aspirados de bazo, médula 6sea y nodos linfaticos, en el caso de la LV, es
un método bastante sencillo, barato y rapido para la deteccion de la enfermedad. Sin
embargo, es un método invasivo, que sélo aporta informacidn cuantitativa parcial y no
permite la discriminacidn entre especies de Leishmania [3]. El cultivo in vitro de
promastigotes obtenidos a partir de biopsias y muestras de tejido es una técnica
importante para el diagnostico de la enfermedad. Desafortunadamente, la eficiencia de
la recuperacion de parasitos en cultivo rara vez supera el 70% [3], es un método
costoso, que requiere mucho tiempo y es necesario equipamiento de laboratorio

especifico para dicha tarea.

El test de Montenegro o intradermorreaccion (LST) mide la reaccién de
hipersensibilidad retardada al inyectar, a nivel subdérmico, una suspension de antigenos
del parasito preparada a partir de parasitos muertos. La reaccion tarda entre 48y 72 hy
se considera positiva si el diametro del nédulo generado en la piel es mayor a 5 mm
[26]. El test es Util en el diagndstico de infecciones que llevan mucho tiempo, cuando el
numero de parasitos es muy bajo y son dificiles de detectar. Sin embargo no permite

discriminar entre infecciones pasadas y en curso [27].
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Una serie de métodos seroldgicos basados en ensayos de inmunodeteccion y
aglutinacion son faciles de realizar y poseen una elevada sensibilidad, pero no son
capaces de distinguir entre infecciones pasadas y actuales y no son concluyentes en el

diagndstico de algunas variantes de la LC [28, 29].

Ensayos de biologia molecular como la reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR) o la PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR), han demostrado poseer una alta
sensibilidad y especificidad en el diagndstico y seguimiento del tratamiento de la LV [30,
31]. Al igual que con otros métodos de diagndstico, se necesita equipamiento especifico
y personal entrenado para realizar este tipo de ensayos. Recientemente se ha
comenzado a utilizar un método de amplificacion de ADN a temperatura constante
denominado LAMP (del inglés “Loop-mediated isothermal amplification’”), que es mas
rapido, barato y sencillo que una PCR convencional, lo que permite su utilizacién para
diagndstico de rutina [32]. Ademas, ha demostrado ser mas sensible que una PCR
convencional y se ha utilizado para distinguir entre distintas especies de Leishmania
[33].

A pesar de los avances significativos en el diagndstico de la leishmaniasis, no
existe todavia un método de diagndstico estandar que pueda utilizarse en la deteccién y
diagndstico de la enfermedad. Por lo tanto sigue siendo necesario mejorar los métodos
moleculares de diagndstico para que sean mas precisos, rapidos, baratos, sensibles y
especificos, y puedan ser utilizados en centros de salud y en regiones endémicas por

igual.
1.5. Agente etioldgico: Leishmania spp.

Los protozoos parasitos flagelados del género Leishmania pertenecen a la clase
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. Desde el descubrimiento de la leishmaniasis y
su agente etioldgico en 1898 y 1901 por P.Borovsky, W.B. Leishman y C. Donovan [34],
las metodologias utilizadas para distinguir diferentes especies de Leishmania han
evolucionado considerablemente. Recientemente se ha propuesto una nueva
clasificacion, basada en la combinacién de datos moleculares, que divide a las especies
de Leishmania en dos linajes filogenéticos distintos denominados secciones:

Euleishmaniay Paraleishmania [1].
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Figura 4. Clasificacion de las especies de Leishmania. Se incluyen todas las especies pertenecientes a
los subgéneros Leishmania'y Viannia. Los simbolos indican nombres de especies que son sinénimos de otra
descrita anteriormente. No se han incluido las especies pertenecientes a los géneros Sauroleishmania y
Mundinia, y tampoco a las de la seccién Paraleishmania. Adaptado de [3].

Hasta la fecha se han descrito 54 especies de Leishmania. La seccidn
Euleishmania incluye 4 subgéneros: Leishmania, Viannia, Sauroleishmania'y Mundinia,
31 de estas especies son parasitos de mamiferos y 20 son patdgenos humanos [3]. Los
subgéneros Leishmania y Viannia incluyen a la mayoria de las especies que son
patdgenos humanos, entre las que se encuentran L. major, L. tropica. L. donovani, L.

mexicanay L. braziliensis (Viannia) (Figura 4).

El vector biolégico de Leishmania spp. son las hembras de la mosca de la arena,
insectos flebotomos del orden Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae
(Figura 5). Aunque se han descrito aproximadamente 800 especies de flebotomos,

solamente 30 han demostrado ser capaces de actuar como vectores en la transmision de
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la leishmaniasis [35]. Estas pertenecen a los géneros Phlebotomus en el Viejo Mundo

(Europa, Asia y Africa) y Lutzomyia en el Nuevo Mundo.

Figura 5. Diptero hembra del género Phlebotomus.

1.6. Ciclo de vida del parasito

Leishmania posee un ciclo de vida digenético que incluye un hospedador
mamifero y un insecto vector. La supervivencia del parasito depende de que ocurra la
transmision zoondtica o antropondtica exitosa entre el hospedador reservorio y el vector.
En el ciclo antropondtico de transmision de la enfermedad, el hombre actia como
hospedador y reservorio al mismo tiempo, mientras que en el ciclo zoondtico, el
reservorio principal de la enfermedad son los perros y algunos mamiferos salvajes [36].

Durante su ciclo de vida, el parasito debe adaptarse sucesivamente a diferentes
entornos en los que estara expuesto a condiciones ambientales muy diferentes de pH,
temperatura, disponibilidad de nutrientes y oxigeno. Para adaptarse y sobrevivir a estos
cambios, el parasito alterna entre distintas formas altamente especializadas y adaptadas
a cada uno de estos entornos. Estos estadios se pueden distinguir por sus
requerimientos nutricionales, su capacidad y tasa de replicacién, la expresion de

moléculas de superficie y también su morfologia [37].

Podemos identificar al menos 3 formas morfoldgicamente distintas del parasito.
La forma promastigote extracelular y alargada (15-20 uM), se desarrolla en el tracto
digestivo medio de las hembras de los flebotomos (Figura 6). Durante un proceso de
diferenciacion denominado metaciclogénesis, el parasito experimenta una serie de
cambios moleculares y bioquimicos transformandose en la forma infectiva de mamiferos,
los promastigotes metaciclicos. Esta forma se caracteriza por poseer una gran movilidad
debido a su largo flagelo (hasta el doble del tamafio del cuerpo celular), pero a
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diferencia de las otras 2 formas, los promastigotes metaciclicos son una forma
quiescente no replicativa [38]. Una vez establecida la infeccion, el parasito se diferencia
a la forma amastigote, que estd presente en las células del sistema reticulo endotelial
del hospedador mamifero (Figura 6). Su tamafio es menor (2-5 pm), posee una forma
redondeada y un flagelo muy corto e inmdvil que apenas emerge del bolsillo flagelar
[39].

N sl
Figura 6. Formas promastigotes extracelulares (izquierda) y amastigotes intracelulares (flecha) de
Leishmania en el interior de un macroéfago (derecha).

El ciclo se inicia cuando hembras del insecto vector inoculan parasitos de la forma
promastigota metaciclica al picar al hospedador vertebrado y estos son fagocitados por
células del sistema mononuclear del mamifero. Una vez dentro de la célula hospedadora,
el parasito sufre una profunda transformacion convirtiéndose a la forma amastigote, la
cual se divide por fisidén binaria dentro de la vacuola parasitéfora hasta producir la lisis
de la célula hospedadora; dicho proceso favorece la infeccion de otros macrdfagos
préximos, asi como de células fagociticas ubicadas en otros tejidos tras diseminarse la
infeccidn. El ciclo se completa cuando otro flebotomo ingiere amastigotes al picar a un
hospedador infectado. Finalmente estos se transforman nuevamente en promastigotes

en el tracto digestivo del insecto (Figura 7).
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Figura 7. Ciclo biolégico de Leishmania spp. Adaptado de:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Leishmaniasis life cycle diagram-es.svg

Uno de los principales desafios a los que se enfrentan los promastigotes metaciclicos
después de la transmision al hospedador mamifero, es conseguir establecerse vy
replicarse en el interior de macrdfagos, sin activar los mecanismos de la respuesta
inmunitaria innata del hospedador. Una cubierta de lipofosfoglicano (LPG) protege al
parasito frente a la lisis mediada por el complemento, al mismo tiempo que induce la
activacion del complemento, promoviendo la fagocitosis del parasito [40]. Ademas el
LPG retrasa la formacion de fagolisosomas, permitiéndole al parasito diferenciarse a su
forma amastigote intracelular [41]. La metaloproteasa dependiente de zinc, gp63, juega
un papel fundamental en la evasion de la respuesta inmunoldgica del parasito. Al igual
que los LPGs, protege al parasito de la lisis mediada por complemento y se une a
receptores del macrdfago, actuando como opsonina y favoreciendo la fagocitosis del
mismo [42]. Otro mecanismo que utiliza el parasito para inhibir la actividad microbicida
del macrdéfago es la exposicién de moléculas de fosfatidilserina en su superficie, que son
reconocidas por receptores implicados en la eliminacion de células apoptéticas [43].

En 2003, Laskay et al sugirieron que los neutrdfilos podrian actuar como
“caballos de Troya” en la primera fase de la infeccion [44]. Los neutrdfilos infectados
moririan por apoptosis, liberando interleuquinas que favorecen la atraccién por
quimiotaxis de otros neutrofilos y macrdéfagos [45]. Ademas, los neutrdfilos son capaces
de producir unas redes extracelulares (NETs, del inglés, "neutrophil extracellular traps”)
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compuestas por ADN y proteinas con propiedades antimicrobianas tales como la
elastasa, histonas o granulos téxicos [46]. Sin embargo, el papel de los neutrdfilos en el
desarrollo de la enfermedad parece ser especifico de cada especie de Leishmania.
Mientras que en L. amazonensis los parasitos son eliminados por los NETSs, L. donovaniy
L. infantum son resistentes a las mismas e incluso podrian beneficiarse de la formacién
de dichas estructuras [47, 48].

Una serie de factores, como el aumento de la temperatura y la disminucion del
pH, son esenciales para iniciar el proceso de diferenciacion del parasito a amastigotes
intracelulares. Ademas, la adquisicion de hierro mediada por el transportador LIT1 y la
consiguiente generacion de perdxido de hidrégeno, contribuyen a desencadenar la
diferenciacion de L. amazonensis [49]. Los amastigotes con capaces de replicarse y
sobrevivir en la vacuola parasitoéfora, desencadenando infecciones latentes prolongadas
que pueden llevar a la reactivaciéon de la enfermedad afos o incluso décadas después de
la infeccién primaria. El parasito reprograma los mecanismos de defensa del macréfago,
tales como el dafo mediado por estrés oxidativo, la presentacién de antigeno, la
activacion de la respuesta inmunoldgica o la apoptédsis [50, 51]. Ademas, los
mecanismos de supervivencia del parasito modifican al fagosoma, mejorando la

disponibilidad de fuentes de carbono y nutrientes esenciales [52].

1.7. Bioquimica y biologia celular de tripanosomatidos.

1.7.1. Organizacion gendémica y regulacion de la expresion génica en

tripanosomatidos

Desde la secuenciacion del genoma completo de L. major en 2005 [53], se han
secuenciado los genomas de numerosas especies de Leishmania. Los genomas de las
diferentes especies varian en tamano desde 29 Mb (L. amazonensis) a 33 Mb (L. majory
otras especies) y poseen un nimero de cromosomas variable (entre 34 y 36). El genoma
haploide de L. major posee 32,8 Mb organizado en 36 cromosomas. El andlisis de la
secuencia completa ha permitido identificar 911 genes que codifican ARN, 97
pseudogenes y 8298 genes que codifican proteinas [54]. A pesar de la gran variabilidad
de patogenicidad y tropismo de las diferentes especies, sus genomas poseen un elevado
grado de conservacion, tanto a nivel de secuencia génica, como en la sinténia (mayor
del 99% de los genes para L. major, L. infantum y L. braziliensis) [55]. Ademas, los
genomas de Leishmania spp. se caracterizan por poseer una elevada densidad génica y

un elevado contenido en pares GC (aproximadamente el 60%) [54].
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Si tenemos en cuenta la ploidia de estos parasitos, diferentes estudios han
demostrado que Leishmania no es un organismo estrictamente diploide, sino aneuploide.
El genoma de L. major posee una caracteristica particular que se ha denominado
aneuploidia mosaico [56]. En una poblacidn celular se observa un patron heterogéneo
de ploidias a nivel de células individuales, lo que constituye un mosaico genético, donde
diferentes individuos poseen distinto nimero de copias de uno o mas cromosomas.
Aunque se describid originalmente en L. major, este fendmeno se ha observado en
varios subgéneros de Leishmania y en otros tripanosomatidos [57], pudiendo tener
consecuencias relevantes para comprender facetas de la biologia del parasito que
permanecen todavia inexploradas. En el caso de Leishmania se ha relacionado la
presencia de cromosomas supernumerarios o la pérdida de cromosomas con la

resistencia a farmacos leishmanicidas [58, 59].

A diferencia de la mayoria de los organismos eucariotas, los tripanosomatidos no
regulan la expresidn génica de genes individuales utilizando promotores especificos para
la ARN polimerasa II. Ademas, sus genes carecen de intrones (salvo contadas
excepciones), por lo que tampoco regulan su expresion génica mediante cis-splicing. En
su lugar, decenas o cientos de genes no relacionados se encuentran formando grupos
(clusters) en una misma cadena de ADN y en una misma orientacion. Estos grupos de
genes dan lugar a largos transcritos policistrénicos que son procesados posteriormente
dando lugar a los ARNm maduros. Este procesamiento del transcrito primario para dar
ARNm maduros se denomina trans-splicing y consiste en la adicion de una estructura de
39 nucledtidos denominada spliced leader (SL) o mini exon al extremo 5’ de cada ARNm

y una cola de poliadeninas al extremo 3’ de cada ARNm maduro (Figura 8).
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Figura 8. Expresion génica en tripanosomatidos. Grupos de genes no relacionados forman unidades
policistronicas de transcripcion (UPT) separadas por regiones de cambio de hebra (SSR, del inglés "strand
switch region”) que pueden ser convergentes o divergentes. Los sitios de inicio de la transcripcion se ubican
generalmente al inicio de una UPT (flechas). El procesamiento de los ARNm policistronicos involucra la
reaccion de trans-splicing (adicion de CAP-SL) acoplada a la poliadenilacion. Estas reacciones estan guiadas
por tractos de polipirimidinas (PPy) presentes en las regiones intergénicas. Los ARNm policistronicos pueden
sufrir procesamiento alternativo, cambiandose el codén de inicio y alterandose la traduccién de la proteina.
Adaptado de [60].

Transcripcion l

Este mecanismo no es exclusivo de tripanosomatidos y se ha observado también en
otros organismos, desde dinoflagelados a nematodos [61]. El sitio de adicion del SL
contiene un dinucledtido consenso AG que estd precedido por una secuencia rica en
polipirimidinas y una G en la posicion -3 [62]. El sitio de adicién del SL del gen corriente

abajo determina el sitio de poliadenilacién para el gen corriente arriba [63].

Los niveles de ARNm de genes individuales dependen en gran medida del
numero de copias del gen y de la tasa de degradacion del ARNm. Secuencias
conservadas en las regiones 3’'UTR determinan la estabilidad del ARNm, participan en el
reclutamiento de la maquinaria de degradacion celular y en la traduccién [64, 65]. Por lo
tanto, la expresion génica esta regulada principalmente por el nimero de copias génicas,
el procesamiento post-transcripcional del ARNm, la tasa de degradacion de los ARNm y
la eficiencia de la traduccién [66].
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1.7.2. Kinetoplasto

Los organismos del orden Kinetoplastida deben su nombre a la estructura particular que
posee su ADN mitocondrial, denominado kinetoplastido (kADN). Topoldgicamente, el
kKADN esta constituido por miles de estructuras circulares concatenadas denominadas
maxicirculos y minicirculos (Figura 9B). Cada kADN esta compuesto por un par de
docenas de maxicirculos, que poseen un tamafo de entre 20 y 40 Kb, y varios miles de
minicirculos de entre 0,5 y 10 Kb [67]. Los maxicirculos son analogos a los ADN
mitocondriales de otros organismos eucariotas, codifican ARNr y proteinas de la cadena

respiratoria mitocondrial.

Figura 9. Estructura del kADN de tripanosomatidos. A. Microscopia electronica de transmision donde
se observa un amastigote de Leishmania spp. y el kinetoplasto (flecha) (escala=1 pm). B. Microscopia
electrdnica de transmision de kADN de Crithidia fasciculata. Se observa parte de la red del KADN. Los lazos
pequefios son minicirculos y las hebras largas (flecha) son parte de los maxicirculos (escala=0,3 pm).
Adaptado de [68].

La mayoria de estos transcritos son modificados post-trancripcionalmente en un
proceso denominado “RNA editing” que consiste en la adicién o delecidén de nucledtidos
de uridina en sitios especificos del precursor de ARN para generar ORFs funcionales. El
proceso de edicion esta dirigido por diferentes ARN guias (ARNg), codificados por los
minicirculos, y un complejo multiprotéico denominado editosoma, compuesto por al

menos 20 proteinas con actividades endo y exonucleasa, helicasa y de unién a ARN [69].

1.7.3. Glicosoma

Los kinetoplastidos poseen también un organulo denominado glicosoma, un
peroxisoma modificado donde tienen lugar la mayor parte de la reacciones de las rutas

glicolitica y gluconeogénica (Figura 10) [70]. Dependiendo del estadio del parasito y de
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sus demandas energéticas, cada célula puede contener entre 10 y 100 glicosomas [71].
A medida que la disponibilidad de nutrientes cambia durante su ciclo de vida, el
metabolismo del parasito y el contenido enzimatico del glicosoma pueden variar
drasticamente. Por ejemplo, las enzimas glucoliticas pueden constituir mas del 90% del
contenido proteico del glicosoma en la forma sanguinea de 7. brucei. Sin embargo, en el
estadio promastigote, que se desarrolla en un entorno donde la glucosa es mucho mas

escasa, estas enzimas representan menos del 50% de las proteinas glicosomales [71].

Flagelo

Bolsillo flagelar

Kinetoplas& Flagelo (interno)

Mitacondri Endosoma| Bolsilloflagelar

Kinetoplasto

Mitocondria

Autofagosoma

Tubulo
multivesicular
(MVT)

Figura 10. Representacion esquematica de los organulos presentes en las formas promastigote (izquierda)
y amastigote (derecha) de Leishmania. Adaptado de [37].

1.7.4. Acidocalcisomas

Aunque los acidocalcisomas se describieron inicialmente en tripanosomatidos
[72], se han descrito en organismos de toda la escala evolutiva, incluyendo bacterias,
archeas y mamiferos. Estos organulos electrodensos se caracterizan por su pH acido y
por contener altas concentraciones de fosforo en forma de pirofosfatos (PPi) y
polifosfatos formando complejos con cationes inorganicos como el Ca**, Mg®*, Na* y K*
[73]. Ademas de poseer una funcidon de almacenamiento, juegan un papel fundamental
en diversos procesos metabdlicos tales como la autofagia, la regulacion osmdtica y la

homeostasis del calcio en tripanosomatidos [74].
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1.7.5. Metabolismo redox

Mientras que en la mayoria de los organismos los sistemas glutation/glutation
reductasa (GSH/GR) y tiorredoxina/tiorredoxina reductasa (TRX/TXR) son los encargados
de mantener la homeostasis intracelular de tioles, los tripanosomatidos poseen en
cambio un metabolismo redox Unico dependiente de un ditiol de bajo peso molecular
denominado tripanotién (N!, N® -bis(glutationil)espermidina). El tripanotidn es
sintetizado por la conjugacidon de dos moléculas de glutation con una de espermidina en
una serie de dos reacciones catalizadas por la glutationilespermidina sintetasa y la
tripanotion sintetasa en algunas especies de tripanosomatidos, y en otras, Unicamente
por la tripanotidn sintetasa [75]. El tripanotion participa de diversos procesos celulares,
es un potente eliminador de especies reactivas del oxigeno (ROS, del inglés “reactive
oxygen species”) y metabolitos de bajo peso molecular, ademas de proveer equivalentes
de reduccion a enzimas tales como la ribonucledtido reductasa, tiol transferasas,

peroxirredoxinas y otras peroxidasas (Figura 11) [76].

2GSH + Espermidina
2ATP TS,

- Metabolismo de  2ADP TryS
&= -0
\ NADPH

NADP*
Prot-SG

=N

Regulacién

o o S" HN \
redox Owg;(uo ToRt
NH,* [}
Prot-SH + GSH Tripanotidn Tiol transferasas
2 GSH T(SH),

|

m Replicacion ADN
Defensas \ \

H.0, antioxidantes .
ROOH dNDP
ONOOH -

H,0 NDP

ONOH Met-O Met

Figura 11. Metabolismo dependiente de tripanotion en tripanosomatidos. La sintesis de tripanotion
esta catalizada por la enzima tripanotidn sintetasa (TryS) y el tripanotidén oxidado (TS,) es reducido por la
tripanotion reductasa (TR) dependiente de NADPH. El tripanotion provee de equivalentes de reduccién a tiol
transferasas (TDR1 y eEF1B), triparredoxina (TXN), peroxirredoxinas (Prx), metionina sulféxido reductasa
(Msr), ribonucledtido reductasa (RR) y glutarredoxinas de 1 y 2 cisteinas (Grx).
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1.8. Tratamiento de la leishmaniasis

Debido a la ausencia de vacunas efectivas contra la leishmaniasis, el tratamiento
de las diferentes formas de la enfermedad esta limitado a unos pocos farmacos (Figura
12), algunos de ellos utilizados desde hace ya muchas décadas, que presentan una serie
de problemas tales como baja eficacia, alta toxicidad, efectos secundarios graves, alto
coste, administracion parenteral y tratamiento prolongado. Ademas, la emergencia de
parasitos resistentes a varios de estos farmacos contribuye a que rapidamente queden

obsoletos y deban desarrollarse nuevas estrategias para tratar la enfermedad.
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Anfotericina B
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Figura 12. Principales farmacos leishmanicidas.

1.8.1. Antimoniales

Las sales de antimonio pentavalente (SbY) se utilizan como farmacos de primera
linea en el tratamiento de la leishmaniasis desde hace mas de 70 afios. Actualmente se
encuentran disponibles en dos formulaciones quimicas: el estibogluconato de sodio
(SSG) (Pentostam®) y el antimoniato de N-metilglucamina (MA) (Glucantime®). El

tratamiento debe administrarse via subcutanea durante 28-30 dias y posee una elevada
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toxicidad provocando desde dolor abdominal, nduseas, vomitos, hasta problemas
cardiacos o pancreatitis [77, 78]. En algunas regiones, la emergencia de resistencia ha
provocado la busqueda de otras alternativas farmacoldgicas para el tratamiento de la
enfermedad. En la region de Bihar, en el norte de la India, el fallo terapéutico alcanzé un
65% y un 24% en Nepal [79], por lo que se dejaron de utilizar los antimoniales para el
tratamiento de la LV. Sin embargo los antimoniales siguen utilizandose en América
Latina y en el este de Africa [77], aunque a veces es necesario utilizar una terapia

combinada de farmacos, tal como describiremos mas adelante.

El Sb" es una pro-droga, siendo necesaria la bioconversion reductiva a Sb™ para
que posea actividad leishmanicida [80]. Aunque el sitio de reduccién ha sido tema de
debate, probablemente la reduccién ocurra tanto en el parasito como en la célula
hospedadora. Los amastigotes axénicos son capaces de reducir SbY a Sb™ [81] y un
estudio realizado en una linea celular de macréfagos humanos demostré que la
reduccidn del SbY ocurre también en estas células [82]. Los mecanismos de accién del
Sb™ son complejos y diversos. El antimonio afecta el metabolismo de la glucosa, la B-
oxidacién de los acidos grasos y la formacion de ATP [83, 84], aunque no se han
identificado dianas especificas. Provoca ademas fragmentacién del ADN [85] y la
externalizacién de fosfatidilserina a la cara externa de la membrana plasmatica,
provocando la muerte del pardsito por apoptosis [86]. EI Sb™ inhibe a la tripanotién
reductasa (TR) [87], enzima clave para la regeneracion de tripanotién oxidado y el
mantenimiento del poder reductor en el interior del parasito. Tanto en amastigotes como
en promastigotes, el Sb™ provoca la extrusion rapida de tripanotion y glutation in vitro
[88]. Estos dos mecanismos combinados provocan la pérdida de tioles de bajo peso
molecular, alterando el potencial redox del parasito y afectando en Ultima instancia a sus
defensas antioxidantes. El Sb™ también es capaz de competir con el Zn" por la unién a
dominios de dedos de zinc, lo que sugiere que las proteinas con dichos dominios podrian

ser también dianas del antimonio [89].

El estudio de los mecanismos de resistencia a antimonio en Leishmania ha
demostrado que multiples mecanismos podrian estar actuando simultdneamente y que
los mecanismos observados pueden diferir entre los aislados clinicos y los parasitos
resistentes obtenidos por seleccién en el laboratorio [90]. Generalmente, la acumulacion
de antimonio es menor en parasitos mas resistentes, aunque en algunos casos no esta
clara la correlacién entre acumulacion y sensibilidad. [91]. La acuagliceroporina 1 (AQP1)

es un transportador de membrana bidireccional, involucrado en la osmoregulacién y el
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metabolismo del glicerol, encargado del transporte del Sb™ al interior del parasito [92].
Se ha observado una correlacidon entre los niveles de expresion de AQP1 y la sensibilidad
al Sb™. El transportador se encuentra sobreexpresado en parasitos hipersensibles al Sb™
[93], y la delecién del mismo en L. major genera parasitos resistentes al Sb™ [94, 95].
Por otra parte, se ha observado una disminucién en la reduccién de Sb¥ a Sb™ en
amastigotes de L. donovani resistentes a SSG [81]. La sobreexpresién de numerosas
enzimas pertenecientes a diversas rutas que forman parte del metabolismo de tioles en
Leishmania, provoca un aumento en los niveles intracelulares de tripanotion, induciendo
la resistencia a Sb™ en el parasito [96-98]. El antimonio induce estrés oxidativo en las
células mediante la formacién de ROS, por lo tanto un aumento en la capacidad del
parasito para lidiar con dicho estrés oxidativo contribuye a aumentar su resistencia al

antimonio [99].

Influx
Activation
Conjugation
74 Increased sequestration
Efflux
MDR inhibition
Host cell
K stimulation

Host cell

Figura 13. Mecanismos moleculares de resistencia a antimonio en Leishmania. En el esquema se
observa un amastigote dentro del fagolisosoma de un macréfago. Se indican las vias de activacion (rojo) y
entrada de antimonio (verde), asi como mecanismos intracelulares de resistencia: conjugacién del metal con
tioles (amarillo), secuestro en vesiculas intracelulares (rojo oscuro) y eflujo (morado). Se indican también la
estimulacion del macréfago (gris) y la inhibicién del transportador MDR1 (azul). Adaptado de [99].

Varios transportadores ABC (del inglés, “ATP-binding cassette”) estan implicados
en la resistencia a antimonio en Leishmania. El transportador PgpA (MRPA) de L.
tarentolae, miembro de la subfamilia ABCC de transportadores, transporta tioles

conjugados a metales a vesiculas intracelulares [100]. Al menos otros dos
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transportadores ABC juegan un papel fundamental en la resistencia a Sb™ en
Leishmania. ABCI4 y ABCG2 [101, 102]. Discutiremos mas detalles de su mecanismo de
accion en el apartado de transportadores ABC de esta tesis. Por Ultimo, los parasitos
resistentes a antimonio son capaces de modificar la respuesta inmunitaria de los
macréfagos, promoviendo cambios en la bioquimica de la célula, tales como el aumento
en la expresion del transportador MDR1, implicado en el eflujo de complejos Sb¥-SSG

fuera del macrofago [103] (Figura 13).

1.8.2. Anfotericina B

La Anfotericina B (AmB) es un antibidtico macrélido poliénico aislado
originalmente de Streptomyces noclosus, que posee actividad antifungica vy
antiparasitaria. Originalmente, el uso de la AmB estaba limitado debido a que provocaba
graves efectos secundarios como nefrotoxicidad y hematotoxicidad [104]. La formulacion
liposomal (AmBisome®) ha aumentado su eficacia y posee una toxicidad reducida,
pudiéndose utilizar dosis mas altas del farmaco y disminuir el tiempo del tratamiento
[105]. Por ello se considera actualmente como el mejor farmaco disponible para tratar la
LV y se utiliza como farmaco de primera linea en Europa y Estados Unidos. Sin embargo,
su elevado coste sigue limitando su utilizacidn en muchos paises endémicos. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) logré negociar con la empresa Gilead Sciences,
que produce la AmB liposomal, una reduccidon gradual del precio del farmaco para

conseguir un mayor acceso al tratamiento [106].

Se han propuesto varios mecanismos de accion que podrian explicar la actividad
antifungicida y antiparasitaria de la AmB. El modelo mas antiguo y uno de los mas
estudiados involucra la unién de la AmB al ergosterol presente en la membrana del
parasito y la formacion de poros que permiten el flujo de iones y metabolitos a través de

la membrana. Esto provocaria el colapso energético y la muerte del parasito [107].

Aungue la aparicion de parasitos resistentes a la AmB ha sido muy poco
frecuente, se han obtenido tanto amastigotes como promastigotes de L. mexicana
resistentes a AmB en el laboratorio [108], ademas de aislados clinicos de L. donovani
obtenidos en la region de Bihar, India [109]. Los mecanismos de resistencia a AmB son
diversos y todavia no se han dilucidado completamente. En parasitos de L. mexicana
resistentes a AmB se identificaron cambios en el metabolismo de esteroles,
observandose una mayor acumulacion de intermediarios de la sintesis del ergosterol,

asociados a una mutacidon puntual en la enzima esterol 14a-desmetilasa (CYP51)[110].
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Un fenotipo similar se habia observado anteriormente en una linea celular resistente de
L. donovani obtenida en el laboratorio [111]. Los aislados clinicos de L. donovani
también presentaban una composicién alterada de los esteroles de membrana
plasmatica, niveles elevados de tioles reducidos, ademas de la sobreexpresién de la

cisteina sintasa, tripanotion sintetasa, y del transportador ABC MDR1 [109, 112, 113].

1.8.3. Miltefosina

La miltefosina (MLF) (hexadecilfosfocolina) es un alquilfosfolipido sintético que se
desarrolld en la década de los 80 como tratamiento antitumoral. En 2002, la MLF se
convirtid en el primer farmaco de administracidn oral, sustituyendo al SSG como primera
linea de tratamiento en la LV [104]. Presenta efectos secundarios moderados en algunos
pacientes, pero es teratogénico, lo que impide su uso en mujeres embarazadas [114].
Debido a su elevada eficacia y facil administracién fue adoptada por el Programa de
eliminacion de la leishmaniasis visceral de la India, Nepal y Bangladesh [115].
Lamentablemente, después de una década de uso, la eficiencia de la MLF ha disminuido
y ha aumentado la tasa de recidivas [116]. Inicialmente, la disminucidn en la eficacia de
la MLF no se relaciond con la aparicién de parasitos resistentes, pero posteriormente se

han descrito aislados clinicos resistentes en varios pacientes [99].

Aunque no se conoce exactamente su mecanismo de accion, se ha identificado
un transportador especifico en L. donovani, que forma un complejo translocasa de
fosfolipidos en la membrana del parasito. Este complejo estd compuesto por una ATPasa
tipo P denominada LMT (del inglés, “Leishmania miltefosine transporter”), responsable
de la translocacion de fosfolipidos de la cara externa a la cara interna de la membrana
plasmatica [117] y una subunidad B especifica denominada LdRos3, perteneciente a la
familia de la proteina CDC50 [118]. Ambas proteinas son necesarias para la funcion del
transportador y su localizacién en la membrana plasmatica. La MLF afecta diversos
procesos celulares en el metabolismo del parasito: interfiere con la biosintesis de
fosfolipidos [119], afecta a la citocromo c oxidasa e induce la despolarizacion de la
membrana mitocondrial, disminuyendo los niveles de ATP [120], provocando la muerte
del parasito por un mecanismo apoptdtico [121].

Los principales mecanismos de resistencia a la MLF estan asociados con una
menor acumulacion del farmaco, debido a una internalizacién reducida o a una mayor
extrusion del mismo. Se han observado mutaciones y deleciones en el complejo

transportador de MLF, tanto en LMT como en LdRos3 en parasitos resistentes, tanto en
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ensayos /in vitro como /in vivo [122, 123]. Ademas la sobreexpresidn de varios
transportadores ABC esta asociada con la resistencia a alquilfosfolipidos [124, 125]. Se
han descrito otras modificaciones metabdlicas en Leishmania que contribuyen a la
resistencia a MLF: cambios en la longitud y el grado de saturaciéon de acidos grasos y
reduccion en los niveles de ergosterol [126]; modificacion del metabolismo de tioles, y
de la traduccion y plegamiento de proteinas, ademas de una mayor tolerancia al estrés
oxidativo producido por ROS [99].

1.8.4. Paromomicina

La paromomicina (PMM) es un antibidtico aminoglucdsido que posee actividad de
amplio espectro frente a organismos procariotas y eucariotas. Su actividad leishmanicida
se describid por primera vez en la década de los 60. Debida a su escasa absorcidn via
oral, la PMM se administra por via parenteral para tratar la LV y por via tdpica para la
LC. Un ensayo clinico de fase IV en la India, donde se administr6 PMM a los pacientes
con LV durante 21 dias, mostréd una tasa de cura del 95% [127]. Sin embargo, su
eficacia para el tratamiento de PKDL demostrd ser mucho mas limitada, alcanzando sélo
el 37,5% [128].

Su mecanismo de accién se ha estudiado principalmente en bacterias, donde se
ha observado que se une al ribosoma, estabilizando el complejo y provocando errores en
la lectura de codones del ARNm, ademds de impedir el reciclado de los complejos
ribosomales, inhibiendo la sintesis de proteinas [129]. Estudios protedmicos realizados
en L. donovani mostraron un aumento en los niveles de expresion de proteinas
ribosomales en parasitos resistentes, sugiriendo que el mecanismo de accién es analogo
al observado en bacterias [130]. Por otra parte, en estudios realizados en lineas
celulares de L. donovani resistentes a Sb™ en la que se indujo resistencia a PMM en el
laboratorio, se observd un aumento de la fluidez de membrana, asociada a alteraciones
en la composicién lipidica de la misma, ademas de una menor acumulacién de PMM
([131, 132]. Estos parasitos presentaban una mayor tolerancia al estrés nitrosativo y
oxidativo y por lo tanto eran mas tolerantes a los mecanismos de defensa del
hospedador [132]. Ademas, presentaban una sobreexpresion de los transportadores ABC
MDR1 (ABCB1) y PgPA (ABCC3), que estan también asociados a la resistencia a Sb™
[132]. En estudios de transcriptdmica comparativa realizados en L. donovani se
encontraron 500 genes que se hallaban modulados positiva o negativamente en los
parasitos resistentes generados en el laboratorio [133]. Esto indicaria que la resistencia
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a PMM es multifactorial y numerosos genes y rutas metabdlicas estan implicadas en

procesos relacionados con la resistencia a dicho farmaco.

1.8.5. Pentamidina

La pentamidina es una diamidina aromatica que se administra via intravenosa o
intramuscular para el tratamiento de la tripanosomiasis humana africana provocada por
7. brucei gambiense [134]. Su mecanismo de accién involucra la inhibicién de la
topoisomerasa II desencadenando una serie de alteraciones que provocan la muerte del
parasito por mecanismos apoptdticos [135]. Se utiliza como farmaco de segunda linea
en el tratamiento de la LV y en pacientes refractarios después del tratamiento con
antimoniales [104]. El aumento del fallo terapéutico y su elevada toxicidad han llevado a

que su uso disminuya gradualmente [136].

1.8.6. Otros farmacos utilizados en el tratamiento de la leishmaniasis.

Los azoles son una familia de compuestos con actividad antiflingica que inhiben
la biosintesis del ergosterol bloqueando la enzima esterol 14a-desmetilasa (CYP51) [137]
(Figura 14). Decenas de derivados de azoles se han probado en ensayos tanto in vitro
como /n vivo frente a diferentes especies de Leishmania con resultados dispares. Se han
realizado también numerosos ensayos clinicos, pero los resultados obtenidos no han sido

concluyentes [138].

El alopurinol es un analogo de la hipoxantina que inhibe enzimas del metabolismo
de las purinas, afectando la sintesis de ARN en el parasito (Figura 14). Se utiliza en
combinacion con otros farmacos, generalmente antimoniales, en el tratamiento de la

leishmaniasis canina [9].
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Figura 14. Estructuras de otros farmacos utilizados en el tratamiento de la leishmaniasis.

1.8.7. Terapias combinadas

Actualmente la estrategia mas recomendada por la OMS para el tratamiento de la
leishmaniasis son las terapias combinadas. Esta se basa en el uso de farmacos con
actividad sinergistica o aditiva, lo que permite una reduccidon en la duracion del
tratamiento, una disminucién de la dosis, minimizando los efectos adversos al mismo
tiempo que reduce el costo del mismo [77]. En principio existe una menor probabilidad
de que se generen parasitos resistentes que cuando se utiliza una monoterapia, pero
estudios experimentales realizados en L. donovani, en los que se ha sometido al parasito
a un aumento gradual en las concentraciones de dos farmacos durante 10 semanas, han
demostrado que el parasito puede también generar resistencia a distintas combinaciones
de farmacos. Las combinaciones de farmacos a las que L. donovani desarroll6 resistencia
mas facilmente y con mayores indices de resistencia fueron MLF/PMM y Sb™/PMM [139].
Aunque la induccidn de resistencia se realizd en cultivos de promastigotes, se obtuvieron
posteriormente amastigotes intracelulares resistentes a las mismas combinaciones de

farmacos [139].

Un factor importante a tener en cuenta son las vidas medias de los farmacos
utilizados. Lo ideal seria utilizar un farmaco muy potente con una vida media corta en
combinacion con un segundo farmaco que posea una vida media prolongada que sea

capaz de eliminar los parasitos restantes [140].

La OMS ha implementado el uso de SSG combinado con PMM como tratamiento

estandar en el este de Africa después de un estudio randomizado en 4 paises de esta
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region [141]. En dicho estudio se obtuvieron tasas de cura del 97% después de 17 dias
de tratamiento, comparado con el 92,4% del tratamiento Unicamente con SSG durante
un mes. En otro ensayo, la terapia secuencial con MLF tras una dosis Unica de AmB
demostrd ser efectiva para el tratamiento de la LV en la regién de Bihar, en India.
Aunque se alcanzaron tasas de cura del 98%, las diferencias en la efectividad del
tratamiento comparadas con la monoterapia con AmB no fueron estadisticamente
significativas, por lo que se concluyd que en este caso, la combinacion de farmacos no
mejoraba la eficacia del tratamiento [142]. En Europa, se recomienda la utilizacién de
AmB combinada con MLF para casos de LV que no responden a otros tratamientos
[143]. En otro ensayo clinico de fase III que se llevd a cabo también en la India se
utilizaron tres combinaciones distintas de AmB, MLF y PMM. En todos los casos la
eficacia de los tratamientos combinados fue mayor que la del tratamiento estandar con
AmB [144]. Ademas los pacientes que recibieron la terapia combinada presentaron
menos efectos adversos que los que recibieron el tratamiento estandar. Los autores de
este trabajo concluyen que el uso de terapias combinadas reduce la duracion de los
tratamientos lo que contribuye a extender la vida Util de los farmacos, disminuyendo la

probabilidad de emergencia de parasitos resistentes [144].

1.8.8. Nuevos farmacos, inmunoterapia y desarrollo de vacunas

La fundacion DNDi (Drugs for Neglected Diseases initiative) tiene como objetivo
para 2020 la obtencidén de nuevos tratamientos mas efectivos, seguros y de bajo coste
para la LV y la LC. Recientemente se han seleccionado tres series quimicas nuevas por
su potencial para el desarrollo de nuevos farmacos leishmanicidas: los nitroimidazoles
biciclicos, aminopirazoles y oxaboroles. Todos los compuestos cabezas de serie
mostraron una potente actividad /in vitro frente a L. infantumy L. donovani y no se
observaron resistencias cruzadas con los farmacos leishmanicidas utilizados actualmente
[145].

La inmunoterapia comprende el uso de sustancias bioldgicas o sintéticas con el
fin de modular la respuesta inmunitaria del hospedador. Las estrategias utilizadas
incluyen el tratamiento con citoquinas [146], anticuerpos [147] y la modulacion de la
respuesta inmunitaria mediada por antigenos (vacunas) o adyuvantes en combinacién

con quimioterapia [148].

La vacunacion, profilactica o terapéutica, puede considerarse como la estrategia

mas eficiente en el control de una enfermedad infecciosa. Actualmente no existen
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vacunas efectivas para el tratamiento de la leishmaniasis, pero en los Ultimos afios se
han desarrollado numerosas vacunas utilizando diferentes estrategias. La delecion de
genes esenciales para la virulencia del parasito ha permitido la obtencion de una gran
variedad de parasitos vivos atenuados [149, 150]. Sin embargo, aunque las vacunas de
parasitos vivos atenuados han mostrado una proteccidon substancial frente a la infeccién
con Leishmania en modelos animales, la potencial reversién de la virulencia debida a
mutaciones al azar hace que no sean lo suficientemente seguras para su utilizacién en
humanos [151]. Por otra parte, ninguna vacuna de primera generacién compuesta por
parasitos muertos ha demostrado conferir una proteccidon significativa contra la
leishmaniasis hasta la fecha [152]. Actualmente se encuentran en el mercado tres
vacunas contra la LCan: Leish-Tec® (antigeno A2 de amastigotes recombinante),
CaniLeish® (antigeno secretado de L. /infantum — LIESAp) y Letifend® (proteina Q
recombinante) [153]. Hay todavia pocos datos publicados a cerca de la eficacia de estas
vacunas Yy los perfiles de seguridad indican efectos adversos de distintos grados de
gravedad, debidos principalmente a la saponina utilizada como adyuvante [153]. Un
gran numero de proteinas recombinantes de Leishmania se estan estudiando para
evaluar su potencial en la produccién de proteinas antigénicas. La primera vacuna en
alcanzar ensayos clinicos de fase I y II fue LEISH-F1 compuesta por tres proteinas que
se hallan conservadas en varias especies de Leishmania [154]. Por ultimo, las vacunas
de ADN representan una de las innovaciones mas recientes en el area de la
inmunizacion. La vacunaciéon con ADN plasmidico que codifica antigenos de Leishmania
posee propiedades adyuvantes intrinsecas, induce respuestas inmunitarias tanto humoral
como celular y provoca inmunidad de larga duracion [140]. Aunque se han obtenido
resultados prometedores en modelos animales [155, 156], su uso en humanos esta
todavia restringido y seran necesarios mas estudios para evaluar su seguridad y evitar la

aparicion de posibles efectos adversos [157].
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2. Transportadores ABC

2.1. Generalidades

Los transportadores ABC (ATP-binding cassette) son una familia de proteinas de
membrana ubicuas que acoplan la hidrélisis de ATP a la translocacion de sustratos a
través de membranas celulares. Mientras que los transportadores involucrados en la
importacién de moléculas al citosol (importadores) son casi exclusivos de los organismos
procariotas, los transportadores ABC que transportan activamente sus sustratos al
exterior celular (exportadores) se encuentran ampliamente distribuidos en organismos
de todos los reinos [158]. Estas proteinas integrales de membrana transportan una gran
variedad de sustratos, desde iones, compuestos polares, compuestos organicos
hidrofdbicos, péptidos, lipidos complejos y pequefias proteinas [159]. En bacterias, los
importadores son esenciales para la obtencidon de nutrientes y los exportadores son los
responsables de transportar compuestos citotdxicos o farmacos al exterior, generando
muchas veces resistencia a dichos farmacos. En eucariotas los transportadores ABC
poseen diferentes localizaciones celulares y participan de diversos procesos fisiologicos.
Miembros de las diferentes subfamilias de transportadores ABC en humanos participan
en el transporte de lipidos y colesterol, son responsables de la resistencia a farmacos,
presentacion de antigenos, homeostasis del hierro en mitocondrias y regulacién de
canales idnicos dependientes de ATP. Se han asociado mutaciones presentes en muchos
de los transportadores ABC en humanos con diversas patologias, incluyendo fibrosis

quistica, hipercolesterolemia y diabetes [160].

2.2. Estructura

La estructura esencial de un transportador ABC consiste de dos dominios de
union a nucledtidos (NBD, del inglés "nucleotide binding domain”) muy conservados, y
dos dominios transmembrana (TMD, del inglés ‘“transmembrane domain” ) que
contienen en la mayoria de los casos 6 hélices alfa integrales de membrana cada uno
[161]. Los transportadores ABC eucariéticos se subdividen en transportadores completos
(full-transporters), si contienen los 2 dominios NBD y TMD en la misma cadena
polipeptidica, o en hemitransportadores (half-transporters), si contienen Unicamente un
dominio NBD y TMD por cadena polipeptidica (Figura 15). Estos ultimos requieren de la

homo o heterodimerizacion para ensamblarse en una proteina funcional [162]. Mientras
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que los dominios NBD son los responsables de la unidn y posterior hidrdlisis de ATP,
generando la fuerza motriz esencial para la funcidn de translocacién, los dominios TMD
forman el canal transmembrana a través del cual sera translocado el sustrato. El nivel de
identidad de secuencia para los NBD entre bacterias y eucariotas es alto, con valores
entre el 30 y 50%, lo que indica que probablemente poseen un plegamiento y un
mecanismo similar [163]. Ademas, en los NBD podemos identificar una serie de motivos
conservados, mientras que la secuencia y la arquitectura de los TMD son muy variables,

reflejando la diversidad de los sustratos translocados.

Figura 15. Representacion esquematica de la organizacion estructural de los transportadores
ABC. Se muestra un hemitransportador (izq.) y un transportador completo (der.). Se indican los TMD y
NBD.

Los NBD son dominios hidrofilicos que contienen aproximadamente 200
aminoacidos, y poseen 3 motivos muy conservados que son indispensables para el ciclo
catalitico de union de ATP, hidrdlisis y liberacién de ADP/P;. EI motivo Walker A o P-loop
(GXXGXGK(S/T, donde X es cualquier residuo), posee un residuo de lisina conservado
que forma puentes de hidrogeno con los oxigenos de los B- y y-fosfatos del ATP. El
motivo Walker B (¢@@p@DE, donde ¢ es un residuo hidrofdbico), posee dos residuos
acidos conservados, el aspartato que forma un enlace coordinado con el ion Mg**,
contribuyendo a mantener la geometria del sitio activo, y el glutamato, que actuaria
como la base catalitica para la hidrolisis de ATP. El motivo LSGGQ o C-loop (denominado
también “motivo sello” de la superfamilia) forma el sitio catalitico de la proteina y es
exclusivo de los transportadores ABC. Ademas, otra serie de residuos y motivos
conservados estan involucrados en el proceso de unidn del ATP y su posterior hidrolisis.
El A-loop, el D-loop y el Q-loop estan involucrados en el mantenimiento de la geometria
del sitio catalitico y el posicionamiento del ATP en el mismo [161] (Figura 16).

En todos los transportadores ABC, los dos dominios NBD se asocian formando un
dimero simétrico invertido, con 2 moléculas de ATP ubicadas en la interfaz,
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interaccionando con el motivo Walker A de un mondémero y con el motivo LSGGQ del
otro. Esta conformacion se ha observado en las estructuras cristalinas de dimeros de
NBD aislados [164-166] y los datos estructurales indican que la unién del ATP
desencadenaria la dimerizacion de los NBD [167]. Sin embargo, en algunas de las
estructuras de transportadores completos se observa una mayor separacion entre los
NBD, e incluso cada NBD interactda con un Unico nucledtido, por lo que no esta claro si

ambos nucledtidos se hidrolizan simultaneamente o secuencialmente [163].

Figura 16. Estructura de los NBD del dimero MalK del transportador de maltosa MalEFGK2. A.
Vista perpendicular al plano de la membrana. Se indican las secuencias conservadas Walker A, Walker B, A-
loop, D-loop, Q-loop y el motivo sello (ABC motif) de la familia. B. Detalle del sitio de union a nucleétidos.
Se indican aminoacidos relevantes para la catalisis. Adaptado de [161].

Los TMD son dominios hidrofébicos integrales de membrana y constituyen la via
de translocacion del sustrato de un lado a otro de la misma. Dependiendo de la clase de
transportador, cada TMD posee entre 6 y 10 a-hélices transmembrana (los exportadores
poseen 6), y entre 12 y 20 segmentos transmembrana, en un transportador completo.
Las a-hélices de dos TMD estan empaquetadas de modo que forman un poro
transmembrana que sera accesible desde el citoplasma (inward facing) o desde el
exterior celular (outward facing). A diferencia de los NBD, las secuencias y arquitecturas
de los TMD son muy variables, pero generalmente los transportadores pertenecientes a
una misma clase poseen una topologia similar. Esto se explica debido a la gran
diversidad quimica de sustratos que transportan. De acuerdo con la estructura de los
TMD, los transportadores pueden clasificarse en 4 tipos diferentes. Los tipos I, II y III
estan asociados exclusivamente con la importacion de sustratos y se encuentran

Unicamente en procariotas. El cuarto tipo de plegamiento es caracteristico de los
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exportadores y esta presente tanto en procariotas como en eucariotas (Figura 17). El
acoplamiento entre los cambios conformacionales que ocurren en los NBD y los TMD se
logra debido a la presencia de una a-hélice corta, denominado “lazo de acoplamiento”
(ICL, del inglés, “intracellular coupling loop”), en una region citoplasmatica del TMD. La
interaccién entre la ICL y la regién que contiene el Q-loop en el NBD es la responsable
de la transduccién de los cambios conformacionales durante el ciclo catalitico de los

transportadores ABC.

periplasma

Figura 17. Estructura de los transportadores ABC. A. El importador BtuCDF de £. colj, esta compuesto
por 4 subunidades proteicas independientes ademas de una proteina periplasmica de unién a sustrato (SBP).
B. El exportador Sav1866 de S. aureus consiste en dos subunidades proteicas, cada una de ellas con un
TMD y un NBD. Se indica también el “lazo de acoplamiento” (ICL). El nucledtido unido a los NBD se

representa en amarillo. Adaptado de [160].

2.3. Mecanismo de accion

Salvo algunas excepciones, los transportadores ABC transportan sustratos contra
un gradiente de concentracion, utilizando la hidrdlisis de ATP como fuerza motriz para
realizar dicho proceso. El ciclo catalitico comienza con la proteina en estado basal y
consiste en una serie de pasos: i) la unién del sustrato a proteinas de unién a sustrato
(en importadores bacterianos) o directamente a los TMD del transportador; ii) la union
de dos moléculas de Mg**-ATP a los NBD; iii) la dimerizacién de los NBD; iv) el cambio
conformacional de los TMD entre dos tipos de conformaciones: hacia afuera o hacia
adentro (el orden depende del tipo de transportador); v) la hidrdlisis de ATP y vi) el
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transporte del sustrato, la liberacién de ADP y Pi, junto con la disociacion del dimero de

NBD, volviendo la proteina al estado basal para comenzar un nuevo ciclo.

Debido a que existen discrepancias entre los datos obtenidos en algunas
estructuras cristalograficas, con datos bioquimicos, biofisicos y simulaciones moleculares,
se han formulado una serie de modelos que explican el mecanismo de hidrdlisis del ATP.
Los dos principales son el denominado modelo dimero/mondmero (denominado en

inglés “switch model”) y el modelo de contacto constante.

En el modelo dimero/mondmero la unién del ATP a los NBD provoca la formacion
de un dimero con 2 moléculas de ATP ubicadas en la interfaz del mismo. La
translocacion del sustrato esta dirigida por el cambio conformacional entre dos estados
de los NBD, uno cerrado donde las 2 moléculas de ATP estan unidas al dimero, y otro
abierto, después de la hidrolisis del ATP y liberacién de ADP/Pi [168] (Figura 18A). El
cambio conformacional de los NBD induce los cambios conformacionales
correspondientes en los TMD, facilitando la translocacion del sustrato. Diversos estudios
bioquimicos, cristalograficos y simulaciones de dinamica molecular respaldan este
modelo [164, 169-172]. Sin embargo, en algunos estudios cristalograficos se han
obtenido estructuras con los NBD en la conformacidn cerrada, en ausencia de

|\\

nucledtidos, lo que sugiere que el “sandwich” ATP-dimero podria ser un artefacto y no

existir en condiciones fisioldgicas [173].

El modelo de contacto constante surge a partir de datos experimentales que
establecen que la hidrdlisis de ATP no ocurre simultaneamente en los dos NBD [174]. En
su lugar, ocurriria alternativamente en uno y otro NBD. Mientras en uno de los sitios una
molécula de ATP es hidrolizada, la otra molécula de ATP permanece unida y ocluida,
generandose un dimero asimétrico, con una Unica molécula de ATP unida al
transportador (Figura 18B). Los datos obtenidos a partir de numerosos estudios
estructurales, bioquimicos y biofisicos concuerdan con la hipotesis del modelo de

contacto constante [175-178].
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2ADP + 2P,

Figura 18. Mecanismo de accion de los transportadores ABC. Se indican los pasos del ciclo catalitico
para cada uno de los modelos después de la unién del sustrato (estrella amarilla). A. Modelo del dimero-
mondmero y B. Modelo de contacto constante. Adaptado de [158].

Aunque se ha avanzado mucho en la comprension del mecanismo de accion de
los transportadores ABC, todavia quedan muchos detalles por descubrir del ciclo
catalitico de estas proteinas. Ademas, dada las diferencias estructurales y propiedades
bioquimicas observadas, es probable que no todos los transportadores ABC funcionen
utilizando el mismo mecanismo molecular. Esta Ultima observacion parece especialmente
relevante si tenemos en cuenta que no todos los transportadores ABC comparten el

mismo origen filogenético [179].
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2.4. Transportadores ABC en Leishmania

Leishmania es el parasito protozoario con el mayor nimero de ORFs que
codifican para proteinas de la superfamilia de los transportadores ABC. Los 42 ORFs
identificados representan el 0,5% del nimero total de genes de L. major y se hallan
distribuidos por todo el genoma del parasito, en 19 cromosomas diferentes [180] (Figura
19). Al igual que en otros organismos eucariotas, los transportadores se han clasificado
en 8 subfamilias denominadas ABCA hasta ABCH, y se ha descrito una nueva subfamilia
exclusiva de tripanosomatidos denominada ABCI [101]. La diferencia en el nimero de
genes comparado con otros protozoarios tripanosomatidos como 7. cruziy T. brucei se

debe principalmente a la expansién de las subfamilias ABCA, ABCC y ABCG [180].

2.4.1. Subfamilia ABCA

La subfamilia ABCA de transportadores ha sido extensamente estudiada en
mamiferos y la mayoria de sus miembros estan implicados en el transporte de lipidos y
colesterol [181]. En Leishmania se han identificado 10 transportadores ABC
pertenecientes a esta subfamilia (ABCA1-ABCA10). La proteina L&ABC1.1 (ABCB8) de L.
tropica esta localizada en el bolsillo flagelar y la membrana plasmatica del parasito
[182], mientras que LtrABCA2 (ABCB4) esta localizada en el bolsillo flagelar y vesiculas
internas [183]. Ambos genes estarian implicados en el transporte de fosfolipidos, pero su
sobreexpresidén no se ha asociado con la resistencia a farmacos lipidicos, como la MLF,

en ninguno de los 2 casos [182, 183].

2.4.2. Subfamilia ABCB

En el genoma de Leishmania se han identificado cuatro genes pertenecientes a
la subfamilia ABCB. Dos de ellos, ABCB2 y ABCB4, corresponden a transportadores
completos y son homodlogos del ABCB1 (MDR1) de mamiferos, proteina implicada en la
generacion de multirresistencia a farmacos en células tumorales [184]. Los otros dos son
hemitransportadores, denominados ABCB1 y ABCB3. La sobreexpresién de LtABCB4
(LtMDR1) le confiere a L. tropica resistencia a MLF y edelfosina [185]. Ademas, ABCB4
podria estar implicado en el transporte de pentamidina a compartimentos intracelulares
y a la mitocondria del parasito, y el nUmero de copias del gen esta correlacionado con la
acumulacion de pentamidina en L. enrietti [186]. El segundo gen homdlogo de ABCB1,
LaABCB2, se identificd en L. amazonensis'y posee una identidad de secuencia del 47%
con LaABCB4. La sobreexpresién de LaABCB2 en promastigotes esta asociada a la
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resistencia al 5-fluoracilo, lo que sugiere que la proteina podria estar involucrada en el
eflujo de xenobidticos [187]. Recientemente se ha caracterizado LmABCB3, un
transportador mitocondrial que esta implicado en la sintesis y el transporte de porfirinas
y del grupo hemo, y en la biogénesis de los clusters de Fe-S en el citosol del parasito
[188].

2.4.3. Subfamilia ABCC

La mayoria de los miembros de esta subfamilia estan implicados en el transporte
de una gran variedad de sustratos endogenos y xenobidticos [189]. La subfamilia de
transportadores ABCC en Leishmania posee 8 miembros, de los cuales 6 han sido
descritos y asociados a fenotipos de resistencia, al igual que sus homologos en
humanos. El primer gen identificado de esta subfamilia fue ABCC3, que se hallaba
presente en un ADN extracromosdémico amplificado en promastigotes de L. tarentolae
resistentes a metotrexato [190]. ABCC3 esta localizado en vesiculas intracelulares
adyacentes al bolsillo flagelar y esta implicado en el transporte de metales conjugados a
tioles. Tanto el antimonio como el arsenito son conjugados a tripanotién y secuestrados
en el interior de vesiculas confiriéndoles a los parasitos resistencia a dichos metales
[100]. Ademas, ABCC3 se halla sobreexpresado en aislados clinicos de L. donovani
resistentes a SAG [191]. Otro miembro de esta subfamilia, ABCC7, también denominado
proteina de resistencia a pentamidina (PRP1), le confiere al parasito resistencia a este
farmaco cuando la proteina se sobreexpresa en promastigotes y amastigotes de L. major
y L. infantum [192, 193]. ABCC7 es también una proteina intracelular, asociada al
elemento tubovesicular que esta ubicada en vesiculas asociadas a las rutas endociticas y

exociticas del parasito [194].

2.4.4. Subfamilia ABCG

La subfamilia ABCG de Leishmania se encuentra constituida por 6
hemitransportadores, varios de los cuales han sido caracterizados por nuestro grupo.
Dos de ellos, ABCG4 y ABCG6, estan involucrados en el trafico de fosfolipidos. Tanto
ABCG4 como ABCG6 estan localizados en la membrana plasmatica y el bolsillo flagelar
del parasito. La sobreexpresion de ABCG4 estd asociada a una mayor resistencia a
analogos de alquilfosfolipidos como la MLF, edelfosina, y perifosina [124]. La
sobreexpresién de ABCG6 le confiere a L. infantum resistencia a sitamaquina y MLF,
mientras que en L. donovani se observéd resistencia a camptotecina asociada a un eflujo

rapido del farmaco [125, 195]. El transportador ABCG2 estd también localizado en
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vesiculas adyacentes al bolsillo flagelar y estd implicado en la translocacion de
fosfatidilserina a la cara externa de la membrana plasmatica del parasito [196].
Recientemente se ha demostrado que ABCG2 esta parcialmente localizado en la
membrana del pardsito y estd implicado en la resistencia a Sb™ mediante un aumento
en el eflujo de este metal [102]. Ademds, ABCG1 y ABCG2 estan implicados en el
transporte de tioles no proteicos y podrian ser claves para la infectividad y supervivencia
del parasito [197, 198]. Por ultimo, ABCG5 no esta vinculado a la resistencia a farmacos
ni al trafico de fosfolipidos. Este transportador esta localizado en vesiculas proximas al
bolsillo flagelar y al nlcleo del parasito y esta implicado en el transporte del grupo hemo

obtenido a partir de la hemoglobina del hospedador internalizada por el parasito [199].
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Figura 19. Localizacion cromosdmica de genes que codifican para transportadores ABC en
Leishmania. Se indican los 36 cromosomas y las distintas subfamilias de transportadores ABC con
diferentes colores. Las agrupaciones de varios genes pertenecientes a la misma subfamilia ubicados en
tandem se indican con lineas discontinuas. Las lineas oblicuas indican genes de la misma subfamilia que no
estan ubicados en loci adyacentes. Adaptado de [180].
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2.4.5. Subfamilia ABCI

La subfamilia ABCI, fue inicialmente clasificada como “otros transportadores”
[180], y estda integrada por cuatro genes (ABCI1-ABCI4) que codifican para
hemitransportadores Unicos de tripanosomatidos. Ademas, ABCI2 es un gen exclusivo
del género Leishmania, ya que no se hallaron genes homdlogos en otros organismos
tripanosomatidos. ABCI4, fue el primer miembro de la familia caracterizado por nuestro
grupo y demostré estar implicado en la resistencia a porfirinas toxicas y Sb™,
probablemente mediando el transporte de este metal conjugado a tioles de bajo peso
molecular [101]. Al igual que varios miembros de la subfamilia ABCG, ABCI4 posee una
localizacién celular dual, la proteina se encuentra tanto en mitocondria como en la

membrana plasmatica de L. major [101].

Aunque existen genes que codificarian para miembros de las restantes
subfamilias de transportadores ABC en Leishmania (ABCD-ABCH), dichas proteinas no se

han caracterizado aun en Leishmania spp.
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La leishmaniasis representa un grave problema sanitario a nivel mundial. Los
farmacos disponibles para tratar la enfermedad poseen una elevada toxicidad y la
emergencia de resistencias frente a los mismos hacen que la identificacién de nuevas
dianas terapéuticas especificas de Leishmania spp. sea una cuestion prioritaria y

urgente para poder combatir la enfermedad.

Aunque han pasado mas de 10 afos desde la publicacion de los primeros
genomas de tripanosomatidos, la mayor parte de las proteinas de estos organismos
todavia estan anotadas como proteinas hipotéticas conservadas (~65%) por lo que se

desconoce su funcion y su relevancia bioldgica.

Los transportadores ABC son una familia de transportadores ubicuos, que estan
implicados en una gran variedad de procesos bioldgicos. Varios de ellos estan
directamente implicados en la resistencia a farmacos, lo que los convierte en
potenciales dianas terapéuticas y en candidatos interesantes para el desarrollo racional
de farmacos. En Leishmania y otros organismos tripanosomatidos se han identificado y
estudiado en profundidad diversos transportadores ABC y se ha establecido su
relevancia en la resistencia a farmacos. La subfamilia ABCI se comenzd a estudiar en
nuestro laboratorio hace algunos afos debido a que se trataba de un grupo de
transportadores Unicos de tripanosomatidos que podrian jugar un papel fundamental

en la resistencia a farmacos ademas de ser relevantes para la infectividad del parasito.

En el presente trabajo nos planteamos como objetivo general la caracterizacion
funcional del transportador ABCI3 de L. major, poniendo especial énfasis en su
implicacidon en la resistencia a farmacos y en el papel que juega en la infectividad y
supervivencia intracelular del parasito. Para ello nos planteamos los siguientes

objetivos especificos:

1. Analisis de la secuencia y prediccién de la estructura de ABCI3.

2. Localizacién celular del transportador ABCI3.

3. Implicacion del transportador ABCI3 en la resistencia a farmacos.

4. Implicacién del transportador ABCI3 en los procesos de metaciclogénesis,

infectividad y supervivencia del parasito en macrofagos peritoneales de ratén.
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1. Materiales
1.1. Soluciones de uso general

Tampon fosfato salino (PBS 1X): NaCl 130 mM, KCl 2,6 mM, KH,PO, 1,2 mM,
Na,HPO, 8,1 mMy pH 7.

Tampon HBS: NaCl 137 mM, KCl 5 mM, Na,HPO, 7 mM, HEPES 21 mM y pH 7,4.
Tampon de lisis: Tris-HCl 50 mM y NaCl 150 mM y pH 7.5.

Tampon Urea : NaH,PO, 10 mM, B-mercaptoetanol 1%, SDS 1%, urea 5 My pH 7,4.
Tampon HPMI-Glucosa: NaCl 120 mM, KCI 5 mM, MgCl, 400 pM, CaCl, 40 uM,
NaHCOs; 10 mM, Na,HPO4 5 mM, HEPES 10 mM, glucosa 10 mM y pH 7,2. Se prepara
10X, se filtra y se agrega la glucosa y el CaCl, al tampo6n 1X, inmediatamente antes de
usarlo.

Tampon TE: Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mMy pH 7,4.

TAE 10X: Tris 0,4 M, EDTA 10 mM, &cido acético glacial 0,2 M.

Tampon de carga para ADN (6X): azul de bromofenol 0,25%, xileno cianol 0,25%,
glicerol 30%.

1.2. Reactivos para biologia molecular

Agarosa: Pronadisa.

Ampicilina: Sigma. Soluciéon 100 mg/mL en agua milliQ.

Bromuro de etidio: Sigma.

Desoxinucledtidos: Roche.

Enzimas de restriccion: Roche y Thermo Fisher.

Fenol. Sigma.

Fosfatasa alcalina: Roche.

Isopropil-B-D-tiogalacto-pirandésido (IPTG): Roche. Soluciéon 0,5 M en agua.
5-bromo-4-cloro-3-indol-B-galactopirandsido (X-Gal): Roche. Solucion 20
mg/mL en dimetilformamida.

T4 DNA ligasa: Invitrogen.

1.3. Soluciones para electroforesis de proteinas (SDS-PAGE)

Tampon de electroforesis de proteinas (10X): Tris-HCl 0,25 M, glicina 1,92 M y
SDS 1%. El pH se ajusta a 8,3 y se filtra.
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Tampodn concentrador: Tris-HCl 0,5 M pH 6,8 y SDS 0,4%.

Tampon separador: Tris-HCl 1,5 M pH 8,8 y SDS 0,4%.

Acrilamida-bisacrilamida: 29:1 al 8-10% concentracion final.

Persulfato de amonio (PSA): Sigma. Se prepara a una concentracion de 100 mg/mL
en agua milliQ y se filtra.

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

Tampon de muestra para geles de proteinas 4X: Tris-HCl 200 mM, SDS 8%,
glicerol 40%, azul de bromofenol 0,04% m/v. Ajustar a pH 6,8. Se preparan alicuotas y
se congela. Al tampdn 1X se le agrega DTT 1M preparado en el momento para una

concentracion final de 100mM.

1.4. Soluciones para Western Blot

Solucion de bloqueo: Leche desnatada en polvo al 5% en PBS.
Solucion de transferencia: Tris base 25 mM y glicina 192 mM se prepara en el
momento en agua MilliQ.

Rojo de Ponceau: Solucion de Rojo de Ponceau-S al 0,5% Yy acido acético al 1%.

1.5. Soluciones para Southern Blot

Solucion de despurinizacion: HCl| 0,25 M.

Solucion de desnaturalizacion: NaOH 0,5 M y NaCl 1,5 M.

Solucion de neutralizacion: Acetato de sodio 3 M pH 5,5.

Solucion de transferencia (SSC 20X): NaCl 3 M y citrato de sodio 0,3 M. Ajustar a
pH 7.

Solucion de acido maléico: NaCl 150 mM y acido maléico 100 mM, pH 7,5.

Tampon de lavado: Solucidn de acido maléico y Tween-20 al 3%.

Se utilizaron reactivos DIG Easy Hyb™ de Roche para el marcado no-radiactivo,
bloqueo de membranas y deteccidon de acidos nucléicos en los ensayos de Southern
Blot:

Solucion de bloqueo: 10 mL Reactivo de bloqueo en 90 mL de solucién de acido
maléico.

DIG DNA Labeling Kit: Mix 10X de hexanucleétidos, DIG-11-dUTP (dUTPs marcados
con digoxigenina), y Enzima Klenow (2U/pl).

Solucion de hibridacion DIG Easy Hyb Granules
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Anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina

Tampon de deteccion: Tris-HCI 0,1 M, NaCl 0,1 M, MgClI2 50 mM. Ajustar a pH 9,5.
Solucion de revelado: 200 pl de NBT/BCIP (Nitroazul de tetrazolio (NBT) y 5-bromo-
4-cloro-3"-indolfosfato (BCIP)) en 10 mL de tampdn de deteccidn.

1.6. Farmacos y reactivos para estudios funcionales

Digitonina: Sigma.

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF): Sigma.

Inhibidor de proteasas: Thermo Scientific. Tabletas para preparar 50 mL de
solucién 1X. Contiene los inhibidores AEBSF, E64, Leupeptina, Aprotinina, Pepstatina A,
Bestatina y EDTA.

Biotina: EZ-Link Sulfo-NHS-SS-biotin, Thermo Fisher Scientific.

Estreptavidina: Resina de estreptavidina-agarosa, Pierce™-Thermo Scientific.

Igepal CA-630: Sigma.

MTT: Bromuro de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium].

Aglutinina de cacahuete (PNA): Vector Laboratories.

Anfotericina B: Sigma.

Miltefosina (hexadecilfosfocolina): Zentaris.

Paromomicina: Sigma.

Pentostam® (Sb"Y): GlaxoSmithKline.

Pentamidina: Sigma.

Perdxido de hidrogeno (H,0,): Sigma.

Tafenoquina: GlaxoSmithKline.

Tartrato de potasio y antimonio (Sb™): Sigma.

Zn"-Mesoporfirina: Frontier Scientific.

Zn"'-Protoporfirina: Frontier Scientific.

1.7. Lineas celulares y animales de experimentacion

1.7.1. Bacterias

Para la propagaciéon de insertos clonados y construcciones utilizadas
posteriormente para transfectar parasitos, se han utilizado las siguientes cepas de

Escherichia coly:

DH5a: sypE44 AlacU169 ($80/acZ AM15) hsaR17 red\l endAl gyrA96 thi1 (GIBCO).
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TOP10: F mcrA A (mrr-hsaRMS-mcBC) ®80/acZAM15 AlacX74 redAl deoR araD139
A(ara leu) 7697 gal) gaK rpsL (Str?) endAl nupG (Invitrogen).

XL10-GOLD: Tet® A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mr173 endAl supE44 thi-1 recA-1
gyrA96 relAl lac Hte [F’ proAB lacf ZAM15Tn10 (Tet?) Amy CamR]?

1.7.2. Parasitos

Todos los ensayos descritos en el presente trabajo se realizaron con parasitos
promastigotes de Leishmania major (MHOM/IL/80/Friedlin).

1.7.3. Ratones

Se utilizaron ratones machos BALB/c (Charles River Breeding Laboratories) de 6
semanas de edad para la obtencidon de macrofagos peritoneales. Se mantuvieron en las
instalaciones del Animalario del IPBLN en condiciones libres de patégenos (entre 1y 2

semanas).

1.8. Medios de cultivo

1.8.1. Medios de cultivo para bacterias

Medio LB liquido

Bacto-Triptona 1 % (p/v), NaCl 1 % (p/v), extracto de levadura 0,5 % p/v y
ajustar a pH 7 con NaOH.

Medio LB agar
Bacto Agar al 1,5 % en LB liquido.
Medio NZY*

Contiene 10 g/L de NZ amina (caseina hidrolizada), 5 g/L de extracto de
levadura, 5 g/L de NaCl y pH 7,5. Previo a su utilizacion, se agregan 12,5 mL de MgCl,
1M, 12,5 mL de MgSO4 1 My 20 mL de una solucion de glucosa al 20%. Este medio

se utilizé Unicamente para los ensayos de mutagénesis dirigida.
Medio de congelacion

Medio LB liquido con 10% glicerol.
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1.8.2. Medios de cultivo para parasitos

Medio RPMI 1640 modificado

Para el cultivo de promastigotes de Leishmania se utiliza medio de cultivo RPMI
1640 (GIBCO) con HEPES 20 mM y NaHCO; 20 mM suplementado con:

SAA 10X - solucién de azlcares, aminoacidos y acidos organicos compuesta por:
arginina 4,4 mg/mL, cistina 0,8 mg/mL, glutamato 2,5 mg/mL, glutamina 16,4 mg/mL,
prolina 69 mg/mL, L-ornitina 1 mg/mL, glucosa 7 mg/mL, fructosa 4 mg/mL, malato

6,7 mg/mL, a-cetoglutarato 3,7 mg/mL, fumarato 0,55 mg/mL y succinato 0,6 mg/mL.

Vitaminas (1000X) — pantotenato calcico 1 mg/mL, cloruro de colina 1 mg/mL, acido
félico 1 mg/mL, clorhidrato de piridoxal 1 mg/mL, clorhidrato de tiamina 1 mg/mL, I-

inositol 20 mg/mL, nicotinamida 1 mg/mL y riboflavina 0,1 mg/mL.

Se ajusta el pH a 7,2 y se esteriliza por filtracidon. Se suplementa con 10 % de suero
fetal bovino (GIBCO) inactivado por calor a 56°C durante 45 minutos (hiFBS).

Medio M-199

El medio de cultivo M-199 (GIBCO) se suplementa con 10 % hiFBS .
Medio de congelacion

Se utiliza RPMI modificado con 10% hiFBS y 10% Dimetilsulféxido (DMSO).

1.9. Plasmidos
1.9.1. Plasmidos de clonaje

pGEM-T

Vector de clonaje utilizado para el subclonado de fragmentos de ADN
amplificados por PCR y construcciones para la obtencion de parasitos mutantes nulos

por recombinacion homdloga (Promega).

1.9.2. Plasmidos de expresion en Leishmania

Los plasmidos de expresion en L. major fueron cedidos por el Dr. Stephen M.
Beverley (Washington University, St Louis, MO, USA).
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pXG

Vector para la expresion constitutiva de proteinas en Leishmania spp. Contiene
el gen que codifica la neomicina fosfotransferasa II (pXG-NEO) que les confiere a los
parasitos transfectados resistencia a la geneticina (G418) [200]. Se ha utilizado
también una variante de este plasmido (pXG-HYGRO) en la que se sustituyd el cassette
de resistencia a geneticina por el de la higromicina fosfotransferasa, confiriéndole a los

parasitos resistencia a higromicina.
pXG-/GFP+ y pXG-GFP+2/

Vectores que permiten clonar genes para la expresion constitutiva de proteinas
fusionadas a la proteina verde fluorescente (GFP) en Leishmania spp. [200]. En el caso
de pXG-/GFP+ obtenemos una proteina de fusién que contiene a la GFP en el extremo
carboxilo terminal, mientras que al utilizar pXG-GFP+2/ obtenemos una proteina de

fusion con la GFP en el extremo amino terminal.
pPIR1SAT

EL vector de expresién pIR1SAT contiene el gen de la estreptotricina
acetiltransferasa (SAT) que le confiere a los parasitos resistencia a la nourseotricina.
Este vector puede utilizarse como vector episomal o integrativo. Para la integracion del
cassette de expresion, el vector debe digerirse con la enzima Swal. El vector
linearizado estd disefiado para integrarse en el genoma de Leishmania spp.

reemplazando una copia del gen SSU del ARNr por recombinacion homdloga.
3XFLAGpIR1SAT

La version 3XFLAGpIR1SAT fue una construccién que se llevd a cabo durante el
desarrollo de esta tesis. Al vector pIR1SAT se le afiadieron 3 copias en tandem del
octapéptido FLAG de tal forma que se obtienen pr oteinas fusionadas a 3XFLAG
(3XFLAG-tag: MDYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDKPG) en el extremo N-terminal.

1.10. Antibidticos de seleccion para parasitos transfectantes

Geneticina (GIBCO)

Se utilizd para seleccionar parasitos transfectantes con los vectores pXG-NEO,
pXG-/GFP+ y pXG-GFP+2/ asi como para la obtencién de parasitos mutantes nulos. La
seleccién de los parasitos transfectantes se inicia con 5 pg/mL de G418 y se va
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aumentando gradualmente hasta alcanzar 500 pg/mL en pases sucesivos. Una vez

seleccionados los transfectantes los cultivos se mantien en 50-100 pg/mL de G418.
Higromicina (Invitrogen)

La higromicina (HYGRO) se utilizd para seleccionar parasitos transfectados con
pXG-HYGRO y para la obtencién de parasitos mutantes nulos. La seleccién se realiza
de forma similar a la G418 pero utilizando 10 pg/mL de higromicina como
concentracion inicial de seleccién, aumentandola en los pases sucesivos hasta 500

pg/mL. Los cultivos se mantuvieron después a 50-100 pug/mL de HYGRO.
Nourseotricina (Werner BioAgents)

Se utilizé para la seleccidon de parasitos transfectados con los vectores pIR1SAT
y 3XFLAGpIR1SAT. La concentracion inicial utilizada para la seleccion de parasitos fue
de 10 pg/mL, aumentandose en pases sucesivos hasta 200 pg/mL. Los cultivos se
mantuvieron posteriormente a 50-100 pg/mL.

1.11. Anticuerpos

Nombre Tipo Dilucion Proveedor
anti-GFP policlonal 1/5.000 Rockland Company
anti-a-tubulina monoclonal 1/10.000 Sigma

anti-gp63 monoclonal 1/10.000 Life Span BioSciences
anti-HMGS policlonal 1/100.000 -

anti-cTXNPx monoclonal 1/6.000 -

anti-FLAG policlonal 1/2.000 Thermo

anti-IgG policlonal 1/5.000 Dako

anti-DIG policlonal 1/5.000 Roche

El anticuerpo anti-HMGS (3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A sintasa) fue
cedido por los Dres. D. Gonzalez-Pacanowska y L.M. Ruiz-Pérez (Instituto de
Parasitologia y Biomedicina Lépez-Neyra, IPBLN-CSIC, Granada) y el anticuerpo anti-
CTNXPx (triparredoxina peroxidasa citosdlica) fue cedido por la Dra. Ana M. Tomas

(Instituto de Biologia Molecular y Celular, Porto, Portugal).
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1.12. Oligonucleoétidos

Los siguientes oligonucledtidos se disefaron durante el desarrollo de esta tesis

para ser utilizados principalmente en reacciones de PCR, secuenciacion, y analisis de

expresion por Real-Time.

1.12.1. Oligonucleétidos utilizados para secuenciacion

Nombre Secuencia 5'-»3’
sABCI3Fw1 CTA CGT CGC GTG CGA GAC
SsABCI3Rv1 CGA AGT AGT CCA CAT GCG C
SsABCI3Fw2 GCA GAC AGT GTG GAA GC
sABCI3Fw3 CAG CGT CTA CC AGAT GGA GC
SsABCI3Fw4 GAC GAT CCT CCAATACGT G
sABCI3Fw5 GAC AAC GCT GCT TCG AG
SABCI3mutFw GTACTT CACTTACCCTCAACT G
SS5UTRFw TAG AGT GTATTG TGA TCG CT
S5UTRRv GAT CAC AAT ACA CTC TAC GC
s3UTRFw GTA TGC CGT GCT ACCTTATC
S3UTRRv ATA AGG TAG CAC GGC ATA CA

1.12.2. Oligonucleétidos utilizados para amplificar el gen ABCI3?

Nombre Secuencia 5'»3’

ABCI3Fw6 GTc ccg ggA TGC AAG CAC TGA CTA GGC G
ABCI3Rv6 GAc ccg ggT CTG AAG CAG CAA CGG AGT
ABCI3Fw?7 ATg cgg ccg cTG TAT GAC GTG TGA ACCGCT G
ABCI3Rv7 CAc aat tgG TGA CAC GCC ACG CCA TCG TCG TGC
ABCI3RvS8 CTa ata tta GAA GCC GCG TTG GCG CCC GCC
ABCI3Fw10 TAC CCG GGA TGA CGT GTG AAC CGC TG
ABCI3Fw11 GCT ATATCG CCC TTG ACG GCA TTC CG
3UTRRv3 ccc ggg TGT TTG TGG CTG TTC TGT C

72



Materiales y Métodos

1.12.3. Oligonucleétidos utilizados en mutagénesis dirigida

La sustitucién de un coddén AAG por un coddn ATG reemplaza un residuo de
lisina (K) en la posicion 1088 por uno de metionina (M) en el motivo Walker A del

dominio NBD del transportador.

Nombre Secuencia 5'-3’
ABCI3mutFwi1l CCA AGT GGG GCA GGA ATG AGT TCG CTC AAT CT
ABCI3mutRv1l AGA TTG AGC GAA CTC ATT CCT GCC CCA CTT GG

1.12.4. Oligonucleétidos utilizados en qPCR

Nombre Secuencia 5'-»3’

RTiABCI3Fw1 AGC GCT CTT CAG TGT TGC TG
RTiABCI3Rv1 GCA CTC GTT GGC GAA GGT AA
LmTRFw1 CGG CTG CGT CCC TAA GAA AC
LmTRRv1 GGC CCT CCG TAT CAG CAA AC

1.12.5. Oligonucleétidos utilizados para la generacion de mutantes
nulos de ABCI3

Nombre Secuencia 5'>3’

S5UTRFw aga tct AGC CGG TGT AAC TCA CAG CA
S5UTRRv att taa atG CCG CAA CCC TGT AAC GAC G
3UTRFw att taa att cta gaG TGC ATG CTC AACACC TCG C
3UTRRvV gat atc GAT ATC TCA CCC GGT CCA TCA GTG GT

1.12.6. Oligonucleotidos utilizados para la obtencion de sondas para
Southern blot

Nombre Secuencia 5'>3’

HYGROFw2 CAG CGA GAG CCT GACCTATTIGC
HYGRORv2 ATG CGA CGC AAT CGT CCG ATC
NEOFw2 TGG ATT GCA CGC AGG TTC TC
NEORv2 GGA GCG GCG ATA CCG TAA AG
3UTRFw2 TCT ACC GTG TCG GGC TTT GT
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3UTRRv2 GAA CCGTGCTGG TTCACCTT

1.12.7. Otros oligonucledtidos

Nombre Secuencia 5'-»3’

LmSL AAC GCT ATA TAA GTA TCAG
ABCI3Rv3 CTA TAT CGT TTG AGA AGG
SSUFw GAT CTG GTT GAT TCT GCC AGT AG
SSURv CTG CAG GTT CACCTACAGCTAC
PIR1SATFw CGT GTG TTG AGC CGT CC
PIR1SATRv ACC TCC GAT CCT CTA GAA CTA GTG
SATFw1 TAA GCA GACAGC TCC TTG GC
HYGROFw1 CCG CAA GGA ATC GGT CAATA
HYGRORv1 AAT ACG AGG TCG CCAACATC
NEOFw3 AAT GGG CTG ACC GCT TC
NEORv3 GCC CAG TCA TAG CCG AAT AG
ABCI3KOFw1 GTC GCC TCT GCA ATC AGT AG
ABCI3KORv1 GTC CTG CTC GAC AAG GTT AG

Todos los oligonucledtidos utilizados en esta tesis se sintetizaron en el Servicio
de Sintesis de Oligonucledtidoss del Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez-
Neyra (IPBLN-CSIC), Granada. Las secuencias correspondientes a los sitios de
restriccion, incluidas en algunos oligonucleédtidos, se indican en letras minusculas. En

los oligonucledtidos utilizados en la mutagénesis dirigida se indica en rojo la mutacion.

1.13. Sondas empleadas para el marcaje de organulos celulares de

Leishmania

MitoTracker Deep Red 633: Marcador especifico de la mitocondria de células vivas.
(Thermo Fisher).

4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI): Se une a regiones del ADN ricas en adenina y
timina y se utiliza para visualizar el material genético de las células. Se utiliz6 el medio
de montaje para microscopia ProLong™ Diamond Antifade Mountant (ThermoFisher)

que incluye el DAPI.
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1.14. Sondas empleadas para el estudio de alteraciones en la funcion

mitocondrial

MitoSOX Red: Sonda utilizada para medir los niveles de anién superoxido producidos
en la mitocondria (Invitrogen).

JC-1: Sonda empleada para estudiar alteraciones en el potencial de membrana
mitocondrial (Invitrogen).

Rodamina 123: Sonda empleada para estudiar alteraciones en el potencial de
membrana mitocondrial (Sigma).

FCCP: Carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona. Es un iondforo y agente
desacoplante (interrumpe la sintesis de ATP al transportar protones a través de la
membrana mitocondrial interna). Se utiliza como control de despolarizacion en los
ensayos de determinacion del potencial de membrana mitocondrial (Sigma).
Antimicina A: Es un inhibidor de la transferencia de electrones en el complejo III de
la cadena respiratoria mitocondrial. Como consecuencia de ello, interrumpe la

fosforilacion oxidativa y genera radicales libres superdxido (Sigma).

2. Métodos

2.1. Metodologias basicas de biologia molecular

El gen ABCI3 completo y las regiones UTR del mismo, utilizadas en las
construcciones para la obtencion de los mutantes nulos para dicho gen, se obtuvieron
utilizando técnicas basicas de biologia molecular tales como la amplificacion de
fragmentos de ADN mediante PCR a partir de ADNg de L. major, la purificacion de
dichos fragmentos a partir de geles de agarosa, la digestiébn con enzimas de
restriccion, defosforilacion y ligacion de los fragmentos de ADN con la T4 ADN ligasa a
los vectores de interés. Todas las reacciones de PCR de fragmentos mayores a 1 Kb se
realizaron usando el Expand High Fidelity PLUS PCR System (Roche). Los fragmentos
se clonaron inicialmente en pGEM-T y posteriormente en los vectores de expresion
para Leishmania. Se transformaron bacterias electrocompetentes £. col/i preparadas en
nuestro laboratorio que se cultivaron y almacenaron siguiendo los métodos estandar.
Ademas, todas las construcciones se secuenciaron antes de ser transfectadas en los

parasitos.
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2.2. Cultivo de Leishmania

Los promastigotes de L. magjor se cultivaron in vitro a 28 °C en medio RPMI
1640 modificado suplementado con 10% hiFBS. Cada 48 h los parasitos en fase
logaritmica tardia se siembran a 4 x 10°/mL en frascos estériles de 25 mL. Se
realizaron pases sucesivos de un mismo cultivo como maximo hasta un mes después

de la fecha en que los parasitos se descongelaron.

Para la criopreservacion de los cultivos, se centrifugaron aproximadamente 1 x
10® parasitos a 1500g y 4°C, y se resuspendieron en 1 mL de medio de congelacion.
Los viales se congelan a -80 °C en un recipiente con isopropanol. Después de 24 hs,
los viales pueden transferirse a tanques de nitrégeno liquido para su almacenamiento

por periodos de tiempo prolongados.

2.3. Transfeccion de Leishmania

Para la transfeccidon de L. major se utilizaron promastigotes en fase logaritmica
tardia. Los parasitos se lavaron 2 veces con HBS y se resuspendieron a 25-30 x 10°
parasitos en 400 pL en HBS. Se afadieron 5 ug de ADN, se mezcld suavemente, se
transfirid a una cubeta de electroporaciéon de 2 mm y se incub6 en hielo durante 10
min. Para la electroporacion se utilizd un electroporador ECM 600 de BTX. Las
condiciones del pulso eléctrico fueron las siguientes: 450 V, R1 y 500 uF.
Inmediatamente después del pulso, se afiadieron 600 pL de RPMI modificado con 10%
hiFBS y se transfirieron a frascos con 4 mL del mismo medio. Se incuban a 28 °Cy a
las 24 h se realizan diluciones 1:5 y 1:10 en medio de cultivo fresco y se les afiadio el
antibidtico de seleccidn correspondiente. Transcurridos entre 5-10 dias, y una vez que
los parasitos control hayan muerto, se procede a aumentar la concentracion del

antibidtico de seleccion para los parasitos transfectados.

Para obtener parasitos mutantes nulos se utilizd otro protocolo de transfeccion
empleando el kit Amaxa® Human T Cell Nucleofector® (Lonza). Los parasitos se
centrifugaron a 1500 g y 4 °C durante 10 min y se resuspendieron en Human T Cell
Nucleofector Solution (5 x 10’ en 100 pL de solucidn). Se agregaron 5-10 yg de ADN y
se incubd la mezcla durante 10 min en hielo. Se transfirid la mezcla a una cubeta y se
electroporaron los parasitos utilizando un electroporador Nucleofector™ 2b y el
programa U-033. Los parasitos se transfirieron a frascos con 5 mL de medio RPMI
modificado con 10% hiFBS. A las 24 h se agregd el antibidtico de seleccién
correspondiente (NEO 10 pg/mL o HYGRO 20 pg/mL) y se prepararon tres diluciones
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en el mismo medio de cultivo para aislar clones por dilucion limite: diluciéon I (24 mL de
dilucién 1/6 del cultivo original), dilucion II (24 mL de dilucién 1/12 de la dilucién I) y
dilucién III (24 mL de dilucion 1/12 de la dilucién II). Se sembraron 200 WL de cada
dilucién por pocillo en placas de 96 pocillos y se incuban a 28 °C durante 7-10 dias. Se
transfirieron los parasitos a frascos con 5 mL del mismo medio de cultivo y se

incubaron a 28 °C.

Alternativamente se pueden aislar clones de los parasitos transfectantes
sembrando una dilucién del cultivo en placas de RPMI-agar (medio semisdlido). Se
sembraron 300-400 pL con 1000-5000 parasitos por placa. Se incubaron durante 7-10
dias hasta observar que aparecen colonias aisladas visibles al microscopio. Los
parasitos de las colonias se transfirieron a frascos con 5 mL de RPMI modificado con
10% hiFBS y antibidtico de seleccion y se incubaron a 28 °C.

2.4. Obtencion de parasitos mutantes nulos para ABCI3

Para generar parasitos mutantes nulos para el gen ABCI3, se realizaron 2
construcciones que contienen los genes que confieren resistencia a NEO e HYGRO
flanqueados por fragmentos de las regiones 5'UTR y 3’'UTR de ABCI3. Para ello se
amplificaron por PCR a partir de ADNg de L. major, utilizando los oligonucleétidos
5'UTRFw, 5'UTRRv, 3'UTRFw y 3'UTRRv. Se obtuvieron 2 fragmentos, uno de 1365 pb
que contiene la regién 5'UTR y un fragmento del extremo 5’ de ABCI3, y otro de 1085
pb correspondiente a la regién 3'UTR de ABCI3y un fragmento del gen aguas abajo.

Los fragmentos se secuenciaron y se clonaron en pGEM-T.
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Swal Xbal ECoRV Swal Xbal

Xbal
Not1
5'UTR — ABCI3 NotT 3'UTR — ABCI3

pGEM-T
Xba I/Not1 l Swal/Xbal
Swal

Xbal

5°UTR — ABCI3 3'UTR - ABCI3

Swal/Xbal

TN

Bgl 1T EcoRV

5UTR — ABCI3 HYGRO 3'UTR - ABCI3

5'UTR — ABCI3 HYGRO 3'UTR - ABCI3 Bgl1l/EcoRV
—

5'UTR — ABCI3 NEO 3'UTR — ABCI3

Figura 20. Generacion de las construcciones para la obtencion de parasitos mutantes nulos
para ABCI3. Se clonaron las regiones 5'UTR y 3'UTR del gen ABCI3. Se digirieron los fragmentos con las
enzimas de restriccion Xbal y Nofl y se ligaron los productos para obtener la construccion 5'UTR-3'UTR en
pGEM-T. En el siguiente paso se digirié esta construccion y los cassettes de HYGRO y NEO con las enzimas
de restriccion Swal y Xbal. Se ligaron los fragmentos resultantes y se obtuvieron los cassettes de
resistencia flanqueados por las UTRs de ABCI3. Finalmente se obtuvo el fragmento para transfectar los
parasitos mediante digestion con las enzimas Bgll y EcoR V.

Se utilizaron ademas 2 construcciones que contienen los genes que confieren
resistencia a los antibidticos de seleccidn flanqueados por las regiones intergénicas de
la dihidrofolato reductasa: el cassette de resistencia a NEO (2037 pb) y el de
resistencia a HYGRO (2174 pb). Tras sucesivas digestiones y ligaciones con las enzimas
correspondientes (Figura 20), se obtuvieron dos fragmentos de aproximadamente 4,5
kb que se purificaron para transfectar promastigotes de L. major de acuerdo al
protocolo descrito en el apartado anterior. Se obtuvieron parasitos transfectantes por
dilucién limite en placas de 96 pocillos y colonias de clones aislados en placas con
medio RPMI-agar. Por lo menos 20 clones de dos transfecciones independientes se
analizaron mediante PCR para verificar la integracion del cassette en el locus de ABCI3.
Cuatro clones de cada transfeccion se analizaron posteriormente mediante Southern
Blot.
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2.5. Obtencion de parasitos mutantes nulos parciales complementados
con una copia episomal de ABCI3

Los parasitos ABCI3"" se transfectaron con las siguientes construcciones para
complementar la copia gendmica delecionada de ABCI3 con una copia episomal:
ABCI3pXG-NEO, GFP-ABCI3pXG, ABCI3pIRISAT y 3xFABCI3pIR1SAT. El vector
pIR1SAT puede utilizarse como vector episomal o integrativo. Para utilizarlo como
vector integrativo, después de clonar el gen, el plasmido se digiere con la enzima
Swal. El gen se integra en el locus SSU de los ARNr de Leishmania y se transcribe
utilizando el promotor de la ARN polimerasa I. La construccion 3xFABCI3pIR1SAT
posee, ademas de 3 copias en tandem del tag FLAG en el extremo N-terminal de la
proteina, la regién 3'UTR completa del gen. Los parasitos ABCI3" se transfectaron
siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.3 y se seleccionaron utilizando los
antibidticos correspondientes de acuerdo a las metodologias descritas anteriormente.
Las distintas lineas celulares de parasitos complementados obtenidas se probaron en
los ensayos de resistencia y sensibilidad a farmacos para determinar si eran capaces de
restablecer el fenotipo wild-type (wt) de los parasitos ABCI3"".

2.6. Analisis de la secuencia del gen ABCI3y prediccion de la estructura
del transportador ABCI3 de L. major

Se realizé una busqueda de genes homdlogos en otras especies de Leishmania,
en otros tripanosomatidos y en otros organismos procariotas y eucariotas utilizando la

base de datos TriTrypsDB (http://tritrypdb.org/tritrypdb/) y las herramientas

informaticas de alineamiento de secuencias BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). El analisis de secuencia de la proteina y la
prediccion de estructura secundaria y topologia del transportador ABCI3 se realizd
empleando el algoritmo TopPred [201] (version 1.0) (http://mobyle.pasteur.fr/cgi-

bin/portal.py#forms::toppred) y el servidor CCTOP (del inglés "Conserved Consensus

TOPology prediciton server”) (http://cctop.enzim.ttk.mta.hu/) [202].
2.7. Extraccion de acidos nucléicos
2.7.1. Aislamiento de ADN plasmidico de bacterias

El método de extraccion de ADN plasmidico de bacterias se basa en el método
de la lisis alcalina y precipitacion con acetato de potasio. Para ello se utilizd el
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E.Z.N.A.® Plasmid Mini Kit I (Omega Bio-Tek) siguiendo el protocolo recomendado por

el fabricante. El ADN plasmidico se eluyd en tampdn TE o agua milliQ.

2.7.2. Aislamiento de ADN gendmico de L. major

Para obtener ADN gendmico de L. major se utilizd el método de Sambrook et al.
[203] con algunas modificaciones. Se centrifugaron 1 x 10® parasitos a 2000 g durante
10 min a 4 °C. Se lavaron con PBS frio y se resuspendieron en 900 pL de PBS frio. Para
lisar los parasitos se agregaron 100 UL de PBS-NP-40 10% vy se resuspendio el pellet
suavemente. A continuacion se centrifugaron a 14000 g durante 10 min a 4°C y se
resuspendio el pellet conteniendo los nucleos en 200 pL de tampdn TE con SDS 1%.
Se agregd el mismo volumen de fenol, se agitd por inversion y se centrifugd a 14000 g
durante 2 min. Se transfierid la fase acuosa a otro tubo y se repitid el procedimiento
con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). A continuacion se repitid la
extraccion con el mismo volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Se precipit6
el ADN por adicion de 1/10 del volumen de acetato sddico 3 M pH 6,25 y 2,5
volimenes de etanol absoluto frio. Se agitd y se centrifugd a 14000 g durante 20 min.

Se lavé el pellet con etanol absoluto 70%, se secd y se resuspendié en tampdn TE.

2.7.3. Aislamiento de ARN total de L. major

El aislamiento de ARN total de L. major se realizd en el Servicio de Gendmica
del IPBLN-CSIC utilizando el kit High Pure RNA isolation kit (Roche). Se partidé de
cultivos de promastigotes en fase logaritmica de crecimiento (5 x 10’ parasitos) y se

agrego el doble de la concentracion de DNAsa recomendada por el fabricante.

La concentracién y pureza de todos los acidos nucléicos obtenidos mediante los
diferentes métodos se determind utilizando un espectrofotémetro NanoDrop ND-1000

(Thermo Scientific).

2.8. Southern Blot

2.8.1. Separacion de fragmentos de ADN gendmico en geles de

agarosa y transferencia a membranas de nylon

Para determinar que el cassette de resistencia se haya integrado correctamente
en el locus del gen ABCI3, se aisld6 ADNg de varios clones y se analizd mediante
separacion en geles de agarosa y Southern blot. Para ello se digirieron 6 ug de ADNg
de promastigotes en fase logaritmica de crecimiento con la enzima £coRV (14-18 h).
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Tras la digestién, los fragmentos de ADN generados se separaron mediante
electroforesis en geles de agarosa 0,7% a 60 V durante 3 h. A continuacion, el gel se
incubd en solucidn de depurinizacidon durante 3 min, seguido de 30 min en solucién de
desnaturalizacion y otros 30 min en solucion de neutralizacion. Después de la
neutralizacién, se realizd la transferencia del ADN del gel a membranas de nylon
Hybond-N © (GE Healthcare), segun la técnica descrita por E. Southern [204]. El ADN
se transfiri® a la membrana durante toda la noche, utilizando el tampdn de
transferencia SSC 20X. Una vez terminada la transferencia, las membranas se lavaron
con tampdn SSC 2X durante 10 min, se secaron a temperatura ambiente y se fijé
covalentemente el ADN a las membranas utilizando un crosslinker de UV CL-1000
(UVP) a =254 nm y 120 mJ/cm?.

2.8.2. Marcaje de sondas de ADN con digoxigenina

Para la deteccion de los fragmentos de ADN de interés, se utilizaron sondas de
ADNg marcadas con digoxigenina (DIG). Los fragmentos que se utilizaron como sondas
se obtiuvieron mediante PCR utilizando oligonucledtidos especificos para la regién
3'UTR de ABCI3, para el cassette de HYGRO, NEO y para el gen ABCI3. En todos los
casos el tamano del fragmento amplificado fue de entre 600 y 700 pb. Se
desnaturalizaron 100 ng de cada fragmento, calentandolos a 100 ° C durante 10 min e
incubandolos luego en hielo durante 10 min. Se afiadieron 2 pL de hexanucleétidos, 2
ML de deoxiuridintrifosfato marcado con digoxigenina (DIG-11-dUTP) y 1 pL de
polimerasa Klenow. Se incubaron a 37 °C durante 4 h. Se agregaron 2 yL EDTA 0,2 M
pH 8,2, 2 uL LiCl 4 M y 60 pL de etanol absoluto a cada tubo y se incubaron las
muestras a -80°C para precipitar el ADN. Se centrifugaron 5 min a 4 °C y 14000 g para
eliminar el sobrenadante, se eliminaron los restos de etanol por evaporacién y se

resuspendieron las sondas en 50 uL de tampdn TE.

2.8.3. Hibridacion y revelado

Las membranas se lavaron con tampdén SSC 2X y se incubaron con 10 mL de
solucién de prehibridacién a 42 °C durante 2 h en agitacidn. A continuacion se retird la
solucién de prehibridacion y se agregaron 10 mL de solucién de hibridacion con la
sonda marcada con DIG (15-20 ng sonda/mL). La sonda se desnaturalizd a 100 °C
durante 10 min, se incubd 10 min en hielo y se agregd inmediatamente al tampdén de
hibridacion. La membrana se incub6 con la solucion de hibridacion a 42 °C durante

toda la noche. Una vez finalizada la hibridacién, las membranas se lavaron a
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temperatura ambiente 2 veces durante 5 min en solucién de lavado I, 2 veces durante
15 min con solucién de lavado II y por ultimo se enjuagaron brevemente con solucion
de lavado III. Las membranas se incubaron en solucion de bloqueo durante 30 miny a
continuacién en solucién de bloqueo con anticuerpo anti-DIG durante 30 min. Se
realizaron 2 lavados de 15 min con solucién de lavado III y se incubaron las
membranas durante 5 min con solucidon de deteccidn, se transfirieron a bolsas de
plastico y se afiadieron 10 mL de solucion de deteccion con NBT/BCIP (200 pL). Las
bolsas se sellaron y se incubaron en la oscuridad 10-30 min, hasta que aparecieron las
bandas de ADN. Se retird la solucién de deteccion y se detuvo la reaccién anadiendo

agua milliQ.
2.9. Sintesis de ADNc

Para la sintesis de ADNc se realizé6 una PCR con transcriptasa reversa (RT-PCR)
utilizando 1 pg de ARN total de L. majory el kit gScript cDNA Synthesis Kit® (Quanta
Biosciences, Inc), segun las instrucciones del fabricante. Posteriormente, el ADNc se
utilizé en una reaccion de PCR convencional con oligonucleétidos especificos para
determinar el sitio de adicién del SL al gen ABCI3 y para determinar el nimero de
copias del gen y los niveles de expresidén del mismo en reacciones de PCR en tiempo

real.

2.10. PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR)

Las gPCRs se llevaron a cabo utilizando un termociclador CFX96 Touch (Bio-
Rad) y el kit PerfeCTa® SYBR® Green supermix (Quanta Biosciences) siguiendo las
instrucciones del fabricante, exceptuando el voliumen final de la reaccién (10 pL).
Todas las reacciones se realizaron por triplicado y los resultados representan la media

de tres experimentos independientes.

2.10.1. Determinacion del nimero de copias de ABCI3

Para determinar el nimero de copias gendmicas de ABCI3 en los parasitos
mutantes nulos parciales para ABCI3 se utilizd el método de cuantificacién absoluta.
Para ello se realizaron curvas de calibracién utilizando ADNg de cada una de las lineas
celulares de L. majory el gen de la tripanotion reductasa (TR) (LmjF.05.0350) como

gen de referencia.
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2.10.2. Determinacion de los niveles de expresion de ABCI3 en L.

major

Para determinar la abundancia de transcritos de ABCI3 en Leishmania se utilizd
el método de cuantificacién relativa 22°" [205] utilizando el software CFX Manager
(Bio-Rad). Para utilizar este método, las eficiencias de amplificacion del gen de

referencia y del gen de interés deben ser similares y préoximas a 1.

2.11. Mutagénesis dirigida

Obtuvimos una versidn del gen ABCI3 que posee una mutacion en el residuo de
K1088 conservado por un residuo de M en el motivo Walker A del NBD del
transportador (ABCI3“™) mediante mutagénesis dirigida. Este residuo es esencial para
la hidrdlisis de ATP en los transportadores ABC, obteniéndose una versién de la
proteina que no es funcional. Al formarse un dimero entre un mondmero del mutante
ABCI3™ y un mondmero funcional, se inactivaria a la proteina nativa, impidiendo el
transporte de sustrato. De este modo se generan parasitos dominantes negativos que
poseen una menor cantidad de proteina nativa ABCI3 funcional. El gen conteniendo la
mutacion se clond en los vectores pXG y pXG-GFP+2/ y se transfectaron promastigotes

de L. major para obtener parasitos dominantes negativos ABCI3"™,

Para realizar la mutagénesis dirigida se utilizd el kit QuickChange® II XL site-
directed mutagenesis (Agilent). Se utilizd el software recomendado por el fabricante

(https://www.genomics.agilent.com/primerDesignProgram.jsp) para disefiar un par de

oligonucledtidos que contienen la mutacién y son complementarios entre si. Se utilizd
el gen clonado en pGEM-T como molde en una reaccién de PCR con la enzima Pfu
Ultra High Fidelity DNA Polimerase y posteriormente se elimind el ADN molde (que no
contiene la mutacion), utilizando la enzima Dpn I, que hidroliza el ADN plasmidico
metilado. Se transformaron bacterias con el producto de la PCR y se verifico la

mutacion del gen por secuenciacion.

2.12. Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE)

La separacién de proteinas de acuerdo a su peso molecular en geles de
acrilamida, en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), se realizd6 de acuerdo al
método de LaemmlLi [206]. Para la electroforesis se prepararon geles discontinuos de
acrilamida:bisacrilamida 30%, 29:1 (Bio-Rad) compuestos por un gel superior

concentrador (3-5% acrilamida-bisacrilamida y pH 6,8) y un gel inferior de separacion
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al 8-10% de acrilamida-bisacrilamida y pH 8,8. Las muestras se desnaturalizaron a 95
°C durante 5 min en tampon de carga antes de cargarlas en el gel. Las migraciones

electroforéticas se realizaron en cubetas Mini PROTEAN® (Bio-Rad) a 20 mA por gel.

2.13. Western Blot

Para la deteccion de proteinas mediante Western Blot, una vez finalizada la
SDS-PAGE las proteinas se transfirieron a membranas de PVDF Inmobilon-P (Millipore).
Las membranas se sumergieron en metanol durante 30 s, se lavaron con agua milliQ
durante 2 min y finalmente se sumergieron en tampdn de transferencia durante 5-10

| A\

min. Los papeles Whatman que se utilizaran para montar el “sandwich” de la

I\\

transferencia se sumergieron también en tampdn de transferencia. El “sandwich” se
montd en un equipo de transferencia semi-seca Trans-Blot® SD (Bio-Rad) y la
transferencia se realizd durante 45 min a un voltaje maximo de 25 V. Tras finalizar la
transferencia, las membranas se tifleron con rojo Ponceau durante unos min para
visualizar las proteinas, se lavaron con PBS y se incubaron en solucién de bloqueo
durante 1 h a temperatura ambiente o durante toda la noche a 4 °C. Una vez
bloqueadas, las membranas se lavaron con solucidn de lavado tres veces en agitacion
durante 5 min y se incubaron durante 1 h con el anticuerpo primario. Se repitieron los
lavados y se incubaron durante 1 h con el anticuerpo secundario conjugado a HRP.
Finalmente, se repitieron los lavados y se incubaron las membranas con el sustrato de
deteccién por quimioluminiscencia Pierce™ ECL (Thermo Fisher), segin las
instrucciones del fabricante. Las diluciones utilizadas para cada anticuerpo se detallan

en el apartado de Anticuerpos (Materiales) de esta tesis.

2.14. Determinacion de la localizacion celular de ABCI3 en L. major

Para los estudios de localizacién celular de ABCI3 se utilizaron promastigotes de
L. major transfectados con ABCI3pXG-HYGRO que expresan el transportador ABCI3

fusionado a GFP en N- y C-terminal.

2.14.1. Microscopia de fluorescencia

Los parasitos en fase logaritmica de crecimiento se incubaron con 50 nM
MitoTracker Deep Red FM (Thermo-Fisher) durante 30 min a 28°C en medio RPMI
modificado sin hiFBS. Se lavaron 2 veces con PBS frio y se procesaron para su
observacion en un microscopio confocal SP5 (Leica) con un laser de He/Ne (543 nm)
para la deteccién del Mitotracker Deep Red FM y con un laser de argon (488 nm) para
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la deteccidn de la GFP. Los analisis de colocalizacion se realizaron utilizando el plug-in
JACoP del software de procesamiento de imagen Fiji (https://fiji.sc/).

2.14.2. Permeabilizacion de los parasitos con digitonina y digestion

con tripsina

Para determinar la localizacion celular de ABCI3 se realizaron también ensayos
de permeabilizacién con digitonina y digestion con tripsina. Los parasitos se lavaron 2
veces con PBS frio y se resuspendieron en tampén de lisis, a 4 x 107 parasitos/100 pL
para cada concentracion de digitonina (0, 20, 50, 100 y 500 uM). Después de agregar
la digitonina, los parasitos se incubaron en hielo durante 30 min. A continuacién, los
100 pL de cada tubo se dividieron en 2 tubos: 50 pL se utilizaron como controles y a
los otros 50 WL se les agregd tripsina a una concentracién final de 0,06 mg/mL. Los
parasitos se incubaron con la tripsina durante 10 min a temperatura ambiente. Se
recolectaron los parasitos mediante un spin a 14000 g durante 30 s, y los pellets se
lavaron con tampdn de lisis con PMSF e inhibidor de proteasas. Los pellets se
resuspendieron en tampon urea. Los lisados se mantuvieron en hielo durante 20 min y
se les agregd tampdn de carga 4X para su posterior analisis mediante SDS-PAGE y
Western Blot.

2.14.3. Biotinilacion de proteinas de superficie de Leishmania

La biotina se une especificamente a aminas primarias de proteinas presentes en
la superficie celular. Para marcar las proteinas de superficie se utilizaron 1 x 108
promastigotes de L. major en fase logaritmica de crecimiento. Los parasitos se lavaron
con PBS y se incubaron en 1 mL de PBS en hielo con biotina 1 mM durante 1 h. La
reacciéon de biotinilacion se detuvo mediante tres lavados con un tampdn PBS
suplementado con 50 mM Tris-HCIl. A continuacion los parasitos se incubaron en hielo
durante 1 h con tampdn de lisis suplementado con 2% Igepal CA-630 y 0,1% SDS. Los
sobrenadantes se incubaron durante 1 h a 4 °C con 100 yL de agarosa-streptavidina,
que previamente se equilibré con tampon de lisis. La agarosa se lavd 4 veces con 1 mL
de tampodn de lisis y las proteinas biotiniladas se eluyeron con 30 pL de tampdn de
carga. Las muestras se separaron mediante SDS-PAGE y se transfirieron a membranas
de PVDF como se describié anteriormente. Para la inmunodeteccién de GFP-ABCI3 se
utilizd un anticuerpo anti-GFP. Se utilizaron anticuerpos anti-gp63 y anti-cTXNPx como

controles de biotinilacién positivo y negativo, respectivamente.
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2.15. Determinacion de la concentracion inhibitoria 50 (ICs,) de

farmacos en Leishmania

El ensayo de viabilidad celular en placa de 96 pocillos nos permite determinar la
resistencia o sensibilidad de los parasitos a diferentes compuestos o farmacos de
interés. Varias oxidorreductasas mitocondriales y citosdlicas del parasito son capaces
de reducir el sustrato soluble amarillo bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2yl]-2,5-
difeniltetrazolio (MTT), a un producto insoluble de color purpura denominado formazan
[207]. La cantidad de producto formado es directamente proporcional al nimero de
parasitos viables y se cuantifica espectrofotométricamente después de solubilizar los
cristales de formazan con SDS. Los parasitos se sembraron en placas de 96 pocillos
(300.000 parasitos/pocillo), 100 uL/pocillo, y se incubaron durante 72 h a 28°C en
presencia de distintas concentraciones de farmaco, por triplicado. A continuacién se
afnadieron 10 yL de MTT (5 mg/mL) y se incubd a 28 °C durante 4 h en la oscuridad.
Se agregan 50 pL de SDS 20% a cada pocillo para disolver los cristales de formazan y
las placas se incuban a 37 °C durante 16-20 h. Por ultimo, la concentracion de
formazan se determina espectrofotométricamente midiendo la DO a 540 nm en un

lector de placas de ELISA.

La concentracion inhibitoria 50 (ICsp) se define como la concentracion de
farmaco capaz de inhibir el crecimiento de los parasitos en un 50% cuando el cultivo
en ausencia de farmaco alcanza la fase logaritmica tardia de crecimiento. El porcentaje
de crecimiento se calculd dividiendo las absorbancias a las distintas concentraciones de

farmaco entre la absorbancia control (sin farmaco).

2.15. Determinacion de la acumulacion y eflujo de antimonio en

Leishmania mediante ICP-MS

Para determinar la acumulacidon de Sb™ en promastigotes de L. major se
incubaron 1 x 10% parasitos con 100 pg/mL (163 pM) de tartrato de potasio y
antimonio en medio M199 sin hiFBS durante 10, 30 y 60 min a 28°C. Los parasitos se
centrifugaron para quitarles el medio y los pellets se conservaron a -80°C hasta la
determinacion de la acumulacién de antimonio [91]. Para la determinacién del eflujo
de Sb™, los parasitos wt y ABCI3”" se incubaron durante 1 h con 163 y 326 uM Sb™
respectivamente, para partir de una acumulacion de Sb™ aproximadamente igual en
ambas lineas celulares. A continuacion los parasitos se lavaron con PBS y se incubaron

a 28°C en el mismo medio de cultivo durante 30 y 60 min. Los parasitos se
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centrifugaron y los pellets se almacenaron a -80°C hasta la determinacién de Sb™.
Para la determinacion de antimonio mediante ICP-MS (Espectrometria de Masa con
Plasma de Acoplamiento Inductivo) se disolvieron los pellets en 200 L de acido nitrico
concentrado durante 24 h a temperatura ambiente. Las muestras se diluyeron en agua
destilada hasta 3 mL y se inyectaron en el equipo ICP-MS (Perkin-Elmer, perteneciente
al Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada) para la

cuantificacion.

2.16. Acumulaciéon de Zinc-Mesoporfirina en lineas celulares de
Leishmania

Para determinar la acumulacién de la Zinc"-mesoporfirina (ZnMP), un andalogo
de grupo hemo fluorescente, se utilizaron promastigotes de L. major en fase
logaritmica de crecimiento. Los parasitos se lavaron dos veces con medio HPMI y se
resuspendieron en el mismo medio a una concentracion final de 5 x 10’/mL. A
continuacién se incubaron con 10 uM de ZnMP durante 15 min a 28 °C. Se lavaron con
PBS-BSA 5% y se incubaron durante 10 min a 4°C en el mismo tampon. Se lavaron
con PBS y Unicamente los parasitos que se permeabilizaron con digitonina se incubaron
con 20 uM digitonina durante 10 min en hielo. Finalmente los parasitos se diluyeron a
10-15 x 10°/mL y se fijaron con paraformaldehido al 2% en PBS. Para determinar la
cantidad de ZnMP retenida en el interior de los parasitos, se midio la fluorescencia
mediante citometria de flujo (Aex=405 Nm y Aen=575-585 nm) empleando un citdmetro
FacsAria Cell Sorter III (Beckton Dickinson).

2.17. Determinacion de los niveles de ATP en Leishmania

Los niveles de ATP en las lineas celulares de Leishmania se determinaron
utilizando un ensayo de luminiscencia con el kit CellTiter-Glo (Promega). Se incubaron
4 x 10° promastigotes en fase logaritmica de crecimiento en RPMI modificado con 10%
hiFBS y 100 uM Sb™. Los parasitos se mezclaron con el mismo volumen de reactivo
CellTiter-Glo (50 pL) y se incubaron en placas de 96 pocillos en la oscuridad, durante
10 min. La deteccidon de la bioluminiscencia se realizé utilizando un lector de placas
Infinite F200 (Tecan Austia GmbH).

2.18. Determinacion de alteraciones en el potencial de membrana
mitocondrial de Leishmania

Para estudiar posibles alteraciones en el potencial de membrana mitocondrial

(Ayn) se utilizaron las sondas fluorescentes rodamina 123 (Rho) y JC-1. La

87



Materiales y Métodos

acumulacion de ambas sondas depende del Ay, La acumulacién de Rho en la matriz
mitocondrial es mayor cuanto mayor es el Ay, experimentando un desplazamiento
hacia el rojo en la emisién de fluorescencia, ademas de un descenso de la
fluorescencia (quenching) debido a las altas concentraciones que puede alcanzar en el
interior de la mitocondria. La acumulacion de la sonda catidnica JC-1 en la mitocondria
es sensible al Ay, observandose un cambio en la emisiéon de fluorescencia del verde
(525 nm) al rojo (590 nm) al formarse agregados de este compuesto en el interior de
la mitocondria. Se determina entonces el ratio entre las 2 fluorescencias para estudiar
el Ay, (FL2/FL1). La sonda JC-1 es muy sensible a los tiempos y concentraciéon de
incubacién. Ademas, es fotosensible y puede ocurrir que en algunos casos no se
equilibre la formacién de agregados con los mondmeros. Estas caracteristicas de JC-1
pueden provocar errores en la determinacidén del Ay, [208]. Por otra parte, Rho es
sustrato de algunos transportadores ABC [209, 210], lo que puede también provocar
una interpretacion errénea de los resultados obtenidos en la determinacion del Ay,
Por dichos motivos y para obtener un resultado mas fiable, decidimos utilizar ambas
sondas para estudiar las alteraciones en el Ay,.

Los parasitos (4 x 10° promastigotes/mL) se incubaron en tampdn HBS con 5
MM JC-1 0 1 pM Rho a 28°C durante 10 min. A continuacidn se lavaron una vez con
HBS y se determind la fluorescencia por citometria de flujo. Se incubaron parasitos con
10 YM FCCP durante 10 min a 28°C como control positivo de despolarizacion de la

membrana mitocondrial.

2.19. Determinacion de los niveles de ROS mitocondriales en Leishmania

Los niveles de radical superdxido mitocondrial se determinaron mediante
citometria de flujo, utilizando MitoSOX red. Para ello se lavaron 10’ parasitos con
medio RPMI sin hiFBS y se incubaron con 5 pM de MitoSOX red durante 30 min a 28°C.
Los controles positivos se incubaron posteriormente con 15 pM de antimicina A (AntA)
durante 15 min a 28 °C. Después de lavar los parasitos con tampon HBS, la
fluorescencia se determind mediante citometria de flujo utilizando un citémetro
FACSCalibur (Becton Dickinson) (Aex = 488 nm y Aem = 580 nm).

2.20. Purificacion de parasitos metaciclicos de Leishmania

Para determinar el porcentaje de parasitos metaciclicos presentes en los
cultivos de cada una de las lineas celulares, se utilizdé el método de seleccién negativa

mediante aglutinina de cacahuete (PNA) [211]. La PNA se une selectivamente a los
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carbohidratos de superficie Gal-B(1-3)-GalNAc presentes en la forma promastigote de
L. major pero ausentes en la forma metaciclica infectiva del parasito. Para ello se
cultivaron los parasitos durante 3, 6 o 9 dias en medio RPMI 1640 modificado
suplementado con 10% hiFBS a 28°C. A continuacién se lavaron dos veces con PBS y
10® pardsitos se incubaron con 100 pg de PNA, durante 20 min a temperatura
ambiente. Finalizada la incubacion, los parasitos se centrifugaron durante 10 min a 60g
y 4°C. Se recogieron los sobrenadantes, que contienen los parasitos metaciclicos (PNA®

), Y se contaron los parasitos en una camara de Neubauer.

2.21. Infeccidn in vitro de macrofagos peritoneales de raton con lineas
de L. major.

Los macrofagos peritoneales de ratones BALB/c se extrajeron mediante masaje
y lavado peritoneal utilizando RPMI 1640 a 4°C, en condiciones de esterilidad. Las
células se centrifugaron a 500g y se resuspendieron en medio RPMI 1640
suplementado con 10% hiFBS, 100 U/mL de penicilina y 100 yg/mL de estreptomicina.
Los macréfagos se contaron en una camara de Neubauer, se ajustd el volumen para
obtener 1 x 10° macrdéfagos/mL y se sembraron 500.000 macréfagos por pocillo en
placas de 24 pocillos provistas de cristales de 22 mm en el fondo de cada pocillo. Para
que las células se adhieran a los cristales, se incubaron a 37°C y 5% de CO, durante 6
h. Posteriormente se realizaron 3 lavados con RPMI 1640 y 10% hiFBS templado para
eliminar las células en suspension. Los macréfagos adheridos se incubaron en las

mismas condiciones de temperatura y CO, hasta el dia siguiente.

Previamente a la infeccidn, los parasitos se lavaron con RPMI 1640 y 5% hiFBS
y se contaron en camara de Neubauer. Los macréfagos se incubaron con los parasitos
a 35°C durante 4 h y se utilizd un ratio parasito:macréfago de 5:1. Una vez finalizada
la infeccion, se realizaron 3 lavados con RPMI 1640 sin suero, para eliminar los
parasitos no fagocitados. A continuacién, los macréfagos infectados se incubaron
durante 24 0 72 h a 37°C y 5% CO, en RPMI 1640 y 10% hiFBS. Una vez transcurrido
este tiempo, los macréfagos se fijaron con paraformaldehido 2% en PBS suplementado
con 1 mM Glucosa durante 30 min a 4 °C. Se lavaron 2 veces con PBS y se incubaron
durante 30 min con PBS-Glicina 0,5 M. Por Ultimo, se repitieron los lavados y se
incubaron con TritdonX-100 0,2% en PBS para permeabilizar las células. Para realizar la
tincion de las células con DAPI, los cristales se depositaron boca arriba, se dejaron
secar unos min, se les afadid una gota de medio de montaje Prolong con DAPI, y se

depositaron en portaobjetos para ser visualizados en un microscopio Olympus IX81.
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Para cuantificar la infeccion, se realizaron fotos y se utilizd el programa de
procesamiento de imagenes Image J (http.//rsb.info.nih.gov/ij/). En cada experimento
se contaron un minimo de 300 macréfagos de cada condicion en 10-12 campos, por
triplicado. El porcentaje de macrofagos infectados se calculd dividiendo el nimero de
macréfagos infectados entre el niUmero total de macréfagos. Para obtener la media de
amastigotes por célula, se divide el total de amastigotes entre el nimero de
macréfagos infectados. Para estudiar la susceptibilidad de los amastigotes
intracelulares de Leishmania a Pentostam®, se utilizd el mismo procedimiento de
infeccién pero los cultivos de macrofagos infectados se incubaron con diferentes

concentraciones del farmaco durante 72 h.
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1. Analisis predictivo de la estructura del transportador ABCI3 de L.

major

El gen ABCI3 (LmjF.33.3040) es un gen de copia Unica ubicado en el cromosoma
33 de L. major (TriTrypDB). ABCI3 pertenece a la subfamilia ABCI, que incluye también
al gen ABCI4 (LmjF.33.3260), recientemente caracterizado en nuestro laboratorio [101],
y los genes ABCI1 (LmjF12.1190) y ABCI2 (LmjF32.2060), todavia sin caracterizar. Este
grupo de transportadores ABC se encuentra Unicamente en tripanosomatidos y por dicho
motivo poseen una elevada identidad de secuencia Unicamente con los genes ortdlogos
de otras especies de Leishmania. Los alineamientos de secuencia realizados mostraron
que la identidad de secuencia con los genes ortdlogos de Leishmania spp. es entre el 70-
95% (Tabla 1). En cambio, si lo comparamos con los genes de otros tripanosomatidos,
como 7. cruziy T. brucei brucej, la identidad de secuencia no alcanza el 30%. Si
tenemos en cuenta a los otros integrantes de la familia ABCI, la identidad de secuencia
también es baja, siendo la mayor la observada con ABCI4 (25%). Las busquedas
utilizando la herramienta de alineamiento BLAST no encontraron genes homdlogos a

ABCI3 en otros organismos eucariotas ni procariotas.

Tabla 1: Porcentajes de identidad aminoacidica entre el transportador ABCI3 de L.
majory los transportadores ortologos de otras especies de tripanosomatidos.

%o identidad

Organismo Gen L
aminoacidica
L. tropica LTRL590_330039800 95.8
L. donovani LdBPK_333200.1 92.5
L. mexicana LmxM.32.3040 89.9
L. tarentolae LtaP33.3290 78.1
L. braziliensis LbrM.33.3320 74.7
C. fasciculata CFAC1_210042700 48.9
T. cruzi TcCLB.508809.30 28.3
T. brucei Tb927.2.5410 27.1

Segun los datos de la secuencia disponible en la base de datos de genomas de
kinetoplastidos TriTrypsDB, el gen codificaria una proteina de 1337 aminoacidos y
poseeria una masa molecular de 145 kDa. Debido a que en la base de datos aparecen
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anotados varios sitios de adicion del SL, decidimos confirmar cual era el sitio de adicion
mayoritario del SL en promastigotes mediante RT-PCR. Para ello utilizamos un
oligonucledtido con la secuencia del SL y un oligonucledtido reverso especifico de ABCI3
que amplifica un fragmento del gen. El fragmento obtenido contiene el sitio de adicion
del SL, una parte de la 5’UTR del gen y el inicio del gen ABCI3. A partir del ARN total de
promastigotes de L. major se sintetizd el ADNc que utilizamos como molde en una PCR
convencional. Obtuvimos un fragmento de 518 pb que verificamos mediante
secuenciacion. La secuencia obtenida concuerda con el principal sitio de adicion del SL
anotado en la base de datos, pero observamos que existen dos codones de inicio en
marco de lectura. El ATG anotado como ATG de inicio en TriTrypDB (ATG2) se encuentra
317 pb aguas abajo del sitio de splicing, y un segundo coddn de inicio (ATG1) se
encuentra 26 pb aguas abajo del sitio de adicién del SL (Figura 21). El nuevo marco
abierto de lectura, que comienza con el ATG1 codificaria una proteina de 1434
aminoacidos y una masa molecular de 156 kDa. Este coddn de inicio alternativo no es
exclusivo de L. majory se halla presente también en los genes ortdlogos de L. donovani,
L. braziliensis y L. mexicana. Para asegurarnos de obtener un transportador funcional,
decidimos amplificar el marco de lectura completo del gen ABCI3 a partir del coddn
ATG1.

Kb

0,5 -

-470 TCGGTCTACACCCCTTCCCCTCCCCCCCCCCACACACGCACATACACATACGCCCTTGTC
-410 CCTCTCCCTCATCACCTACTCCGTTCGCTTCATTCTTATCTGACTGGGGCACGCACACGG
-350 CATGTGCCCACAATCTTATGCAAGCACT GACTAGGCGCACGCGCTTCGCEGAAGTTGTGT
-290 ATGACGTGTGAACCGCTGGCATCGCTGT CGCCGCACCTTGCTTTGCGAGCGCTCTTCAGT
-230 GTTGCTGCACCTATCTCGTCAATATGCACTGCTTACCTACGTGAGCTGCTGTGGCCGETCG
=170 CAGATACGCGACGGAGTTCCACTGAGTGCCAGCGETTGTGGTGCTCACAGTCGTCGTTACA
-110 GGGTTGCGGCTGAGCAAGTCGCTGTGCTITGGGGEATGGCGTTTACCTTCGCCAACGAGTG
-50 CTCCTCCTTGTAAGGATCCGCGCETTCGTTGTGCGETGGGAAGCGAGT TGCATGGCGGAG
+10 GTGGAGGCCTGTTGCGCCGATGTTGACGGTCAGGCTGTTGCCGTGCTCGCCCGCTACATG

Figura 21. Determinacion del sitio de adicion del SL en el gen ABCI3 de L. major. A. Producto de
PCR obtenido a partir de ADNc de L. magjor. Carril 1: Marcador de peso molecular de 1 Kb. Carril 2:
Fragmento de 518 pb obtenido utilizando un oligonucleétido SL y un oligonucledtido especifico de ABCI3. B.
Secuencia de una parte de la region 5'UTR y del gen ABCI3. Se indica el sitio de adicion del SL (dinucledtido
AG en negrita y subrayado). La region rica en pirimidinas aguas arriba del sitio de adicion del SL se indica en
negritas. Los codones ATG (-290 y +1) se indican en rojo.
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Si tenemos en cuenta su secuencia aminoacidica, ABCI3 posee una topologia de
hemitransportador, con un dominio hidrofébico que contiene varias hélices o
transmembrana y un dominio NBD de unién a ATP en el extremo carboxilo terminal de la
proteina. El NBD posee los motivos conservados caracteristicos de dicho dominio (Figura
22A). Para realizar la prediccion de la estructura y topologia de ABCI3 decidimos utilizar
dos algoritmos diferentes: TopPred y CCTOP. El primero utiliza un parametro
fisicoquimico, la hidrofobicidad de los residuos aminoacidicos, para proponer los
segmentos transmembrana mas probables en la secuencia de la proteina. Los modelos
de topologia obtenidos se ordenan de acuerdo a la “regla del interior positivo”: las
regiones citoplasmaticas de la proteina contienen una mayor proporcién de residuos
cargados positivamente, comparadas con la regiones extracelulares [201]. Por otra
parte, el servidor CCTOP utiliza una serie de 10 algoritmos y métodos diferentes para
obtener una topologia consenso de la proteina. Estos métodos aplican analisis estadistico
a las secuencias de las proteinas junto con algoritmos de aprendizaje de maquina (del
inglés, “"machine learning”), tales como las redes neuronales o los modelos ocultos de
Markov (HMMs) para predecir la localizacidon de los segmentos transmembrana asi como
la topologia de las proteinas integrales de membrana [212-215]. Ademas, las
metodologias consenso integran y optimizan informacion de diversos métodos de

prediccidn de estructura para obtener resultados de topologia mas confiables.

La mayoria de los modelos topoldgicos obtenidos utilizando el algoritmo de
TopPred se descartaron, debido a que la estructura obtenida incluia una parte del NBD,
dominio soluble, como parte del dominio transmembrana del transportador. EI modelo
consenso obtenido utilizando el servidor CCTOP predice 5 hélices transmembrana en la
proteina y ademas el NBD estaria ubicado en la cara citoplasmatica de la membrana
(Figura 22B).
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1 MTCEPLASLSPHLALRALFSVAAPISSICTAYLRELLWPSQIRDGVPLSASVVVLTVVVT
TML TM2
6l GLRLSKSLCFGDGVY LRQRVLLLYVRIRAFVVRWEASCMAEVEACCADVDGOAVAVLARYM
121 GWRAAKRVDAWWT TAVEADVPSSQPPIASSASFSGIVPSFAFSNDIVLEEALELAYMADG
181 VLRLAEDRRWLERFVTILOYVLLRRVSLIEEAQLYRCLRERALF PCHPATHERKGAVQGD
241 RGTORSTWALAWRVHHRPTWLAPLSGGARFLCLPLSYFPVEAVLPYVACETWLSDRLLST
TM3
301 MLPRWERLCVRSLORLOKLAPPVETLENGARAERMSSKVQYWE LRYTAPIMRTCVEQQRA
361 AAHRFCMQELSTAAGYDNAASSDLPRGSLALLWRCLRSMCTCSASAASTSADSAVPNEDT
421 SRLVRRVLILRAVSOAVTVTLOVCCPRLTVRY VT ELMVAGYCAQRERSSSSPKLTTTTTD
481 AAARSPVDTLLSSMAREMGWALVAGVAEALLTRFTGITGHQLSLLLADAATRRVEQELLC
541 VDEAFYCRWLRGVPGEADSVEATGVAASPGRRVPPVGMLPARPLYVTADDVLATGRRGGER
601 MFALHDAVVERSLRYAALIARAAVTREWRPLVGAAVTAWVNVPALLSSFSVAVGYSTPSD
66l LARLLSRREESLPSRSPVGLRELLLEVLVDEESDTTAPPDTQQRRRRRLENPYLALVACSS
T™4
721 VWTFEHLLADTKRSVANLCAHVCQLEAVYAAVAVY PYAVSSVRHDTTAADVIAAMOEDVR
781 CVLYYSVYQMEHTCRKRCGGAVAASPLLHPLLDPEETALLQOPSALSYLPAHVDYFDLES
841 LPYRFVLRQLGLEMVFAYRTAAGMOOESQOMAE EWWAQALFNSTFNPLT SALHEVLOLTA
901 SCATVLLLCLOLVDGMWVVCPLPLSVLLROAHAVQFYRDLLRSGVAVORLEDGVAPLOQOL
TM5
96l CENLPHAVVSDAATLLRSSLOGKSPSAAPLSALORRRRHWROVLTASRPELCFAADDGIV
1021 GGLRLRGGVSWHHVYFTYPQLFVAPNAEDTEQESARDTCGVRPTIADACFACPAVGMTAY
1081 VGPSGAGKSSLNLLLRRLYDPVAVVELAHEGGIARSPPDEQLGAYVDLNRVGATADAEDY
Walker A
1141 LVEVLRLALVESALPPPSNNVTPHSPSPLRAANGQRVTSQPSPTASAAPVTSPRYRLRVQ
1201 PGYIALDGIPLSLFATAYVROWLGWLRQTPHVOPROSF LSNVRGTAMHVAVCDVQRALRY
1261 CGCDAFVEEKQRTLRDAVGHLSGGEAQRLALASVVAVLLARSRVETLNGMPLHDSDVGTA
ABC
1321 AARAAVGGLVLDEPTSNLDAANENHLLAALEALQGGGGEADSEAGRGLPLFTWMISHRMS
Walker B
1381 SLRSAQHMVYVEDGRVTASGPPAEVTEANLFAKTQLOLOQLTDVWASAGANAAS

WalkerA ,COCH

Walker B
4

intracelular €~ Motivo sello

2

Figura 22. Secuencia aminoacidica y modelo topoldgico del transportador ABCI3 de L. major. A.
Secuencia del transportador ABCI3. Se indican en rojo las dos metioninas en marco de lectura y en gris las
hélices o transmembrana obtenidas en la prediccién de la estructura consenso mediante CCTOP. Los
motivos conservados del NBD se indican en negrita y subrayados: Walker A, Walker B y el motivo sello de la
familia ABC (ABC). B. Esquema que muestra la prediccion de la topologia del transportador obtenida
mediante CCTOP. En rojo se indica el TMD del transportador y en verde el NBD que contiene los motivos
conservados Walker A (naranja), Walker B (azul) y motivo sello (morado).
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2. Localizacion celular del transportador ABCI3 en L. major.

Para determinar la localizacion celular de ABCI3, utilizamos los vectores de
expresion de Leishmania pXG-/GFP+ y pXG-GFP+2/, para obtener proteinas de fusion a
GFP en C-terminal (ABCI3-GFP) y N-terminal (GFP-ABCI3), respectivamente. Las
construcciones se transfectaron en promastigotes de L. major y la expresion de las
proteinas se determind mediante Western Blot utilizando un anticuerpo anti-GFP. Tras 2
semanas de selecciéon con 100 pg/mL de G418 se obtuvieron buenos niveles de
expresion para la proteina GFP-ABCI3 (Figura 23). Sin embargo, después de 6 semanas
de seleccidn en las mismas condiciones, los niveles de expresion de ABCI3-GFP seguian
siendo muy bajos, la proteina no era detectable por microscopia de florescencia ni
mediante Western Blot (Figura 23). Un problema similar con la expresion de la proteina
fusionada a GFP en el extremo C-terminal se observd también durante la caracterizacion
del transportador ABCI4 [101]. Por lo tanto se utilizaron Unicamente los parasitos que

expresan la proteina GFP-ABCI3 para los ensayos de localizacion celular.

55 = m a-tubulina

Figura 23. Expresion de la proteinas GFP-ABCI3 y ABCI3-GFP en promastigotes de L. major. Se
obtuvieron extractos de proteinas totales de parasitos que expresan la proteina ABCI3 fusionada a GFP en
N-terminal (GFP-ABCI3) y C-terminal (ABCI3-GFP). Los extractos de proteinas se analizaron mediante SDS-
PAGE y Western blot utilizando anticuerpos anti-GFP y anti-tubulina (control de carga). Se indican las lineas
de L. major correspondientes a cada carril: parasitos L. major wt (wt) y parasitos que expresan GFP-ABCI3 y
ABCI3-GFP. Se indica el marcador de peso molecular a la izquierda de la figura.

2.1. Determinacion de la localizacion celular de ABCI3 mediante
microscopia de fluorescencia

Para estudiar la distribucion celular de GFP-ABCI3 realizamos ensayos de
colocalizacion utilizando la sonda fluorescente MitoTracker Deep Red FM y microscopia
confocal (Figura 24). Para determinar la localizacién de ABCI3 se analizaron 30 imagenes
de parasitos individuales deconvolucionadas y se calcularon los coeficientes de Pearson y
Manders. Se obtuvo un coeficiente de correlacion de Pearson (CCP) de 0,75 + 0,06 y los

siguientes coeficientes de colocalizacion de Manders (MCC): M1 = 0,63 = 0,10 y M2 =
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0,66 £+ 0,13. Los valores del CCP pueden variar entre 1 y -1, donde 1 significa que las
intensidades de fluorescencia estan correlacionadas perfectamente, y -1 cuando la
correlacion entre las intensidades de fluorescencia es completamente inversa. Por otra
parte, los MCC pueden tener valores entre 0 y 1 y nos dan una idea del grado de

solapamiento entre las dos sondas.

Figura 24. Localizacion celular del transportador ABCI3 de L. major. Imagenes de microscopia
confocal de parasitos que expresan la proteina de fusion GFP-ABCI3. a. Fluorescencia verde asociada a GFP-
ABCI3, b. mitocondrias marcadas con Mitotracker Deep Red FM, c. superposicion de las imagenes a y b que
muestra la colocalizaciéon de ambos fluordéforos (amarillo) y d. imagen de contraste diferencial de
interferencia (Nomarski).

Teniendo en cuenta los valores obtenidos para el CCP y los MCCs, el
transportador ABCI3 de Leishmania se localizaria principalmente en la mitocondria del
parasito. Se realizd el mismo analisis de microscopia confocal utilizando los parasitos que
expresan el mutante ABCI3"M. La proteina GFP-ABCI3“™ mostré un patrén de
localizacién celular muy similar al obtenido para la proteina GFP-ABCI3 (Figura 25). Por
lo tanto la localizacién de ABCI3 no se ve afectada por la mutacion en el Walker A del

transportador.
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Figura 25. Localizacion celular del transportador ABCI3X'™ de L. major. Imigenes de microscopia
confocal de pardsitos que expresan la proteina de fusién mutada, GFP-ABCI3“™. a. Fluorescencia verde
asociada a GFP-ABCI3"™, b. mitocondrias marcadas con Mitotracker Deep Red FM, c. superposicién de las
imagenes a y b que muestra la colocalizacion de ambos fluordforos (amarillo) y d. imagen de contraste
diferencial de interferencia (Nomarski).

2.2. Determinacion de la localizacion celular de ABCI3 mediante ensayos
con digitonina y tripsina.

Con el propdsito de determinar si el transportador ABCI3 se localiza en la
membrana interna o externa de la mitocondria, se utilizaron los parasitos que expresan
la proteina de fusion GFP-ABCI3 en un ensayo de permeabilizacién con digitonina y
digestion con tripsina. La digitonina es un detergente que permite permeabilizar
selectivamente las diferentes membranas de una célula al aumentar progresivamente la
concentracion del mismo. La membrana plasmatica de Leishmania se permeabiliza a
concentraciones bajas de digitonina (~20 pM), mientras que las proteinas de las
membranas mitocondriales y glicosomales se liberan de la membrana, y por lo tanto son
accesibles a la tripsina a concentraciones mayores. Después del tratamiento con
digitonina y tripsina, los extractos de proteinas totales se analizaron mediante Western
blot (Figura 26). Se utilizaron como controles la proteina citosdlica cTXNPx y la proteina
de la matriz mitocondrial HMGS. La banda correspondiente a la GFP-ABCI3 desaparece
casi completamente a 50 UM de digitonina, a la misma concentracion que la cTXNPx
utilizada como control citosdlico, lo que indicaria que el transportador ABCI3 estaria
ubicado en la membrana mitocondrial externa del parasito, y los NBD estarian ubicados

en el lado citosolico de la membrana.
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Figura 26. Ensayo de permeabilizacion con digitonina y digestion con tripsina en L. major.
Extractos de proteinas totales de promastigotes de L. major que expresan la proteina GFP-ABCI3 se trataron
con concentraciones crecientes de digitonina en presencia o ausencia de tripsina. Se indican las
concentraciones de digitonina (20-500 uM). Se utilizd la proteina cTXNPx como marcador citosdlico y la
proteina soluble HMGS, como marcador de la matriz mitocondrial. EI marcador de peso molecular (en kDa)
se indica a la izquierda de la figura.

2.3. Determinacion de la localizacion celular de ABCI3 mediante ensayos
de biotinilacion.

Por ultimo, se realizaron estudios de biotinilacion de proteinas de superficie para
determinar si el transportador ABCI3 se encuentra también en la membrana plasmatica
del parasito. Varios transportadores ABC han demostrado tener localizaciones duales,
entre ellos ABCG2 y ABCI4 [101, 102]. Mediante la biotinilacién y la posterior unién
estreptavidina-biotina, recuperamos GFP-ABCI3 en la fraccion eluida. La proteina ABCI3
se detectdé mediante Western Blot utilizando un anticuerpo anti-GFP (Figura 27). Se
utilizé la proteasa gp63, la principal proteina de superficie en promastigotes de
Leishmania, como control positivo de biotinilacion. La ausencia de una banda
correspondiente a la cTXNPx indica que el reactivo de biotinilacion no penetré al interior
del parasito, demostrando la especificidad del ensayo. Los resultados del ensayo de
biotinilacion demuestran que el transportador ABCI3 se localiza, ademas de en la

mitocondria del parasito, en la membrana plasmatica del mismo.

Por lo tanto, los resultados de los diferentes ensayos de localizacion celular del
transportador ABCI3 indicarian que la proteina posee una ubicacién dual, encontrandose
mayoritariamente en la membrana externa de la mitocondria del parasito, pero también

en la membrana plasmatica del mismo.
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Figura 27. Biotinilacion de proteinas de superficie de L. major. Se analizaron las proteinas totales y
las proteinas biotiniladas de la superficie de promastigotes de L. major que expresaban GFP-ABCI3 mediante
Western Blot. Se utilizaron los anticuerpos anti-GFP para detectar GFP-ABCI3, anti-gp63 (control positivo) y
anti-cTXNPx (control negativo). Se indica el marcador de peso molecular (en kDa) a la izquierda de la figura.

3. Obtencion de parasitos mutantes nulos parciales para ABCI3

Con el fin de realizar la caracterizacién funcional del transportador ABCI3
obtuvimos dos construcciones que contienen los cassettes de resistencia a NEO e
HYGRO flanqueadas por las regiones UTR del gen ABCI3, tal como se describid en los
Materiales y Métodos. Las dos construcciones se transfectaron en promastigotes de L.
major para obtener, tras una primera ronda de transfeccion, mutantes nulos parciales
para el gen ABCI3 (ABCI3"") mediante recombinaciéon homoéloga. Los clones obtenidos
utilizando el cassette de resistencia a HYGRO se analizaron mediante PCR (20 clones) y
posteriormente al menos dos clones de dos transfecciones independientes se analizaron
mediante Southern Blot, para confirmar que el cassette de resistencia se integr6
correctamente en el locus del gen ABCI3 (Figura 28). Se empled la misma metodologia
para el cassette de resistencia a NEO, pero después de varias transfecciones, no
conseguimos aislar parasitos ABCI3" resistentes a este antibitico. Para obtener
mutantes nulos para ABCI3 (ABCI3") realizamos una segunda transfeccion, en las
mismas condiciones que la primera, donde transfectamos parasitos ABCI3"" resistentes
a HYGRO con el cassette de resistencia a NEO. Sin embargo, aunque aislamos varios
clones que eran resistentes a ambos antibiodticos, al realizar la comprobaciéon de la
integraciéon del cassette de NEO mediante Southern Blot, observamos que el mismo no
se habia integrado en el genoma del parasito en el locus de ABCI3. En el Southern Blot
se observaba un banda difusa muy intensa (Figura 29), probablemente debido a la
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presencia de una gran cantidad de copias del cassette NEO, lo que estaria indicando que
el parasito mantuvo el cassette de resistencia a NEO de forma extracromosdmica o
episomal. Después de varias transfecciones, en las que obtuvimos resultados similares,
no fue posible obtener mutantes nulos para el gen ABCI3 mediante esta estrategia, lo

que podria sugerir que ABCI3 es esencial para el parasito.
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Figura 28. Generacion de parasitos mutantes parciales ABCI3*/- de L. major. A. Representacion
esquematica del locus ABCI3 de L. major y la construccidon que contiene el cassette de resistencia a
higromicina (HYGRO) utilizada para sustituir una copia del gen ABCI3 por recombinacion homdloga. Se
indican las regiones 5'UTR y 3'UTR del gen como rectangulos blancos. Las lineas negras debajo del gen
ABCI3, el cassette de HYGRO y la 3'UTR indican las regiones que se amplificaron por PCR para utilizarse
como sondas especificas en el Southern Blot. Se indican los tamarfios de los fragmentos esperados después
de digerir el ADNg de L. major con la enzima de restriccion £coRV. B. Southern Blot del ADNg de L. major.
El carril 1 corresponde al ADNg wt y los carriles 1 y 2 a dos clones de parasitos ABCI3*" obtenidos por
transfecciones independientes del cassette de resistencia a HYGRO. Se indican las sondas con las que se
hibridé cada una de las membranas (ABCI3, HYGRO y 3'UTR). Las posiciones del marcador de peso
molecular (en Kb) se indican a la izquierda de la figura.

102



Resultados

A
9.6 kb
§—— el T
- — *
9.46 kb
S ———{  Ees
* — *
* = EcoRV
B
N N N
o 5 %)
& S &
wt ¥ 1 2 3 wt ¥ 1 2 3 wt ¥

9.6 =

7.4 =

ABCI3 HYG NEO

Figura 29. Estrategia para la generacion de parasitos ABCI3/- de L. major. A. Representacion
esquematica del locus ABCI3 de L. major en los parasitos ABCI3'-, en la que los dos loci del gen han sido
sustituidos por los cassettes de resistencia a HYGRO y NEO por recombinacién homdloga. Se indican las
regiones 5'UTR y 3'UTR del gen como rectangulos blancos. Se indican con lineas negras debajo de los
cassettes las regiones que se amplificaron por PCR para utilizarse como sondas especificas en el Southern
Blot. Se indican ademas los tamafios de los fragmentos esperados después de digerir el ADNg de L. major
con la enzima de restriccion EcoRV. B. Southern Blot del ADNg de L. major. Se indican los carriles
correspondientes al ADNg de parasitos wt (wt), parasitos ABCI3'- y tres clones de parasitos obtenidos
después de transfectar parasitos ABCI3*/- con el cassette de resistencia a NEO. Se indican las sondas
especificas con las que se hibridé cada una de las membranas (ABCI3, HYGRO y NEO). Las posiciones del
marcador de peso molecular (en Kb) se indican a la izquierda de la figura.

2. Determinacion del nimero de copias génicas de ABCI3 de L. major

Se ha observado anteriormente que cuando se intenta delecionar genes de
Leishmania por recombinacion homdloga, en numerosas ocasiones ocurre la
duplicacion del loci que queriamos delecionar, obteniéndose parasitos resistentes al
antibidtico de seleccion que todavia conservan las dos copias del gen. Por lo tanto,
decidimos verificar el nimero de copias del gen ABCI3 en los parasitos ABCI3"
mediante gPCR. Para ello se utilizd 1 ug de ARN total de promastigotes de cada linea
celular en fase logaritmica de crecimiento para obtener ADNc que se utilizo
posteriormente en las qPCR. El ADNc se diluyé 1:5 y se montaron las reacciones de
PCR segun las instrucciones del fabricante (detalladas en Materiales y Métodos). Se

utilizd el método de cuantificacién absoluta en el que se comparan los Cr obtenidos,
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con los de una curva de calibracion utilizando ADNg de parasitos L. major wt [216]. Se
utilizé el gen de la TR para normalizar la cantidad de ADNg presente en la muestra.
Los resultados de la gPCR mostraron que, como era de esperar, la cantidad de copias
del gen presentes en las muestras de ADNg de parasitos ABCI3*- era la mitad que las

presentes en el ADNg de los parasitos wt (Figura 30).
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Figura 30. Determinacion del nimero de copias génicas de ABCI3 en L. major. Se determinaron
el nimero de copias presentes en el genoma de parasitos L. major wt y ABCI3*- mediante qPCR. Para ello
se utilizd el método de cuantificacion absoluta. Los datos representan la media mas la desviacion estandar
de tres experimentos independientes. Las diferencias estadisticamente significativas comparadas con el
control se determinaron mediante la ¢ de Student (*, P<0,01).

3. Determinacion de los niveles de expresion de ABCI3 en los
parasitos ABCI3*/- de L. major

Para evaluar como se modificaban los niveles de expresién de ABCI3 en los
parasitos ABCI3*- determinaron los niveles de ARNm de ABCI3 en promastigotes de L.
major wt y ABCI3*/- mediante qPCR. La abundancia relativa de cada ARNm se calculd
empleando el método AACt [216] y el Software CFX Manager (Bio-Rad). Los valores de
Cr (ciclo umbral) obtenidos para ABCI3 se normalizaron con los valores de Cr obtenidos
para el gen de referencia, en este caso la 7R. Se calculé la diferencia entre valores ACt
(ACt=Crasas — Cr7r). El nivel de expresion de ABCI3 se calculdé como la diferencia entre
los ACr (AACT) obtenidos para los parasitos wt y los parasitos ABCI3*. La diferencia
en la abundancia relativa del ARNm de ABCI3 se calcula como 2225, Los resultados
obtenidos mediante este método mostraron que los niveles de ARNm correspondientes
a ABCI3 en los parasitos ABCI3*- es de aproximadamente el 50% respecto a los
parasitos control (0,48 +0,07).
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Figura 31. Niveles de expresion del gen ABCI3 en parasitos wt y ABCI3*/- de L. major. E| ARN
total se aislé de cada una de las lineas celulares, se sintetizd ADNc y se analizo la expresion del gen ABCI3
mediante qPCR. Los valores representan la media £ SD de tres experimentos independientes. La
significancia estadistica se determiné mediante la ¢ de Student (*, P<0,01).

4. Complementacion de los parasitos ABCI3*/- de L. major

Para realizar la caracterizacion de los parasitos ABCI3"- y descartar que las
caracteristicas fenotipicas observadas fueran debidas a propiedades intrinsecas de los
clones seleccionados, se transfectaron los parasitos ABCI3*/- con varias construcciones
que contienen una copia episomal de ABCI3 para compensar por la pérdida de la copia
gendmica delecionada. Se obtuvieron clones de los parasitos complementados con
todas las construcciones utilizadas: ABCI3pXG, GFP-ABCI3pXG, ABCI3pIR1SAT
(episomal e integrativo) y 3XFABCI3pIR1SAT. No se observaron diferencias en la
morfologia o en las curvas de crecimiento de los parasitos complementados al
compararlos con parasitos L. major wt. Las distintas lineas de parasitos
complementadas se utilizaron posteriormente en los ensayos de resistencia a farmacos
para evaluar su capacidad de revertir el fenotipo observado en los parasitos ABCI3*".
Debido a que no poseemos un anticuerpo especifico frente a ABCI3, Unicamente
pudimos confirmar la expresion del transportador ABCI3 mediante Western Blot, en los
parasitos transfectados con las construcciones GFP-ABCI3pXG y 3XFABCI3pIR1SAT
(Figura 32).
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Figura 32. Expresion de las proteinas GFP-ABCI3 y 3xFABCI3 en lineas de L. major ABCI3"!-
complementadas. Se obtuvieron extractos de proteinas totales de parasitos ABCI3*":GFP-ABCI3pXG y
ABCI3*::3XFABCI3pIR1SAT que expresan la proteina GFP-ABCI3 (A) y ABCI3 fusionada a tres copias del
tag FLAG en N-t (B), respectivamente. Se analizaron mediante SDS-PAGE y Western Blot utilizando
anticuerpos anti-GFP, anti-FLAG y anti-tubulina (control de carga). Se indican los parasitos L. major wt
(wt) y parasitos ABCI3*/-:GFP-ABCI3pXG (A, carril 1) y ABCI3*-::3XFABCI3pIR1SAT (B, carril 1). Se indica
el marcador de peso molecular a la izquierda de la figura. La banda correspondiente a la proteina se indica
con una flecha. La banda de menor tamaiio corresponde a una banda inespecifica.

Para evaluar los niveles de expresion de ABCI3 a nivel de ARNm en las lineas
complementadas realizamos una gqPCR a partir del ARN total de los parasitos. Se
observo una mayor abundancia de ARNm (entre 2 y 3 veces mas) de ABCI3 en todas
las lineas celulares complementadas, excepto en la linea ABCI3*::3XFABCI3, que
poseia unos niveles de ARNm similares a los observados en los parasitos wt (Figura
33). Ademas, tal como veremos en el siguiente apartado, los parasitos ABCI3-
::3XFABCI3 fueron los Unicos que revirtieron parcialmente el fenotipo de resistencia a
Sb™ observado en los parasitos ABCI3"-. Por lo tanto, esta linea de parasitos
complementados sera la Unica que utilizaremos posteriormente en los ensayos de la

caracterizacion funcional del transportador ABCI3.
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Figura 33. Abundancia relativa del ARNm de ABCI3 en las diferentes lineas de L. major
complementadas. La determinacién de la abundancia del ARNm de ABCI3 se determind mediante gPCR.
L. major wt (wt), el mutante nulo parcial (ABCI3*") y las lineas celulares complementadas con las
siguientes construcciones: 3xFABCI3pIR1SAT contiene la 3'UTR completa del gen (ABCI3*/::3XFABCI3),
ABCI3pIRISAT  episomal  (ABCI3*::ABCI3pIR1SAT.),  ABCI3pIR1SAT integrativo  (ABCI3*"
::ABCI3pIR1SAT;), ABCI3pXGNEO (ABCI3*":ABCI3pXG) y ABCI3 en pXG-GFP+2 (ABCI3*/:GFP-ABCI3pXG).
Los datos se normalizaron utilizando el gen de la tripanotién reductasa. Los datos son la media + SD de
triplicados de dos experimentos independientes. Los datos estadisticamente significativos respecto a los
parasitos ABCI3* se determinaron mediante la fde Student (*p<0.001, **p=0.03).

5. Resistencia a farmacos y moléculas relacionadas

Para realizar la caracterizacion funcional del transportador ABCI3 utilizamos
parasitos L. major transfectados con la construccion ABCI3pXG-HYGRO que
sobreexpresaban la proteina ABCI3, parasitos transfectados con la construccion
ABCI3¥MpXG-HYGRO que expresan una version mutada del transportador, los parasitos
mutantes nulos parciales, ABCI3"- y las lineas complementadas con una copia
episomal de ABCI3.

Varios transportadores ABC se han caracterizado previamente en parasitos del
género Leishmania, y han demostrado estar relacionados con fenotipos de resistencia a
farmacos por diversos mecanismos [217]. Por lo tanto nos parecio relevante estudiar el
papel que podria tener el transportador ABCI3 en la resistencia a los farmacos mas

utilizados en el tratamiento de la leishmaniasis, asi como a varias moléculas
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relacionadas. Para ello se realizaron ensayos de viabilidad celular en placas de 96

pocillos con concentraciones crecientes del farmaco utilizando el colorante vital MTT.

Los ensayos realizados con los parasitos que sobreexpresan ABCI3 no
mostraron diferencias significativas con los parasitos control en la resistencia a los
farmacos analizados (Tabla 1). De forma similar, no se observaron diferencias
significativas en la susceptibilidad de los parasitos que expresaban la versién mutante

del transportador, ABCI3¥™, comparada con la de los parasitos control.

Tabla 1. Resistencia a farmacos en lineas de L. major que sobreexpresan el
transportador ABCI3 y ABCI3X/M,

ICso (MM) + SD

PXG ABCI3pXG ABCI3*/MpXG
Sbht! 12+1 10,8 £ 0,8 14+1
As'! 3,98 £ 0,08 43+0,1 3403
Cd™ 32+3 42 +2 41+ 2
Anfotericina B 0,14 £ 0,04 0,17 £ 0,02 0,16 +£ 0,01
Miltefosina 18,1+ 0,4 22,5+0,8 17,3+£0,7
Paromomicina 10,7 £ 0,6 8,4+0,2 7,2+0,5
Pentamidina 2,45 = 0,03 2,33 £ 0,09 2,21 £ 0,02
Tafenoquina 3,04 £ 0,02 3,37 £ 0,05 3,43 £ 0,04

SD, desviacion estandar.

Por otra parte, los ensayos de viabilidad celular con los parasitos mutantes
nulos parciales ABCI3"- mostraron que dichos parasitos eran casi 5 veces mas
resistentes al Sb™ y 7 veces mas resistentes al As'™, un idn metdlico para el que se ha
descrito anteriormente resistencia cruzada con el Sb™ [218](Tabla 2). Estos resultados
sugieren que dichos metales podrian ser sustratos del transportador ABCI3. Incluimos
en los ensayos de susceptibilidad una porfirina toxica de zinc (ZnPPIX), analoga del
grupo hemo; y H202, un subproducto de la formacién del radical superdxido durante la
activacion de los macrofagos. Para validar los resultados obtenidos con los parasitos
ABCI3'- se realizaron los ensayos con una segunda transfeccion independiente y los

resultados obtenidos fueron muy similares a los obtenidos con la primera transfeccion.
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Tabla 2. Resistencia a farmacos en promastigotes y susceptibilidad a Pentostam® en
amastigotes intracelulares de lineas de L. major ABCI3*/- y ABCI3*/-::3xFABCI3.

ICso (pM) £ SD [RI J°

wt ABCI3*/- ABCI3*/"::3xFABCI3

Sbht! 18+1 88 + 2 [4.9]* 43 + 1 [2.4]*
As'! 1.8+ 0.1 12.75 £ 0.08 [7.1]* -

cd" 36 +8 44 £ 4[1.2] -
Anfotericina B 0.17 £ 0.02 0.13 £ 0.03[0.8] -
Miltefosina 201 10 £ 2 [0.5] -
Paromomicina 5.4+ 0.3 8.1 £ 0.7[1.5] -
Pentamidina 1.85 £ 0.02 1.97 £ 0.12[1.1] -
Tafenoquina 2.68 + 0.07 2.72 £ 0.05[1.0] -

ZnPPIXP 2.4 +£0.8 2.6 £ 0.4[1.1] -

H20: 190 £ 7 187 £ 6 [1.0] -
Pentostam (SbY)c 735 163 £ 12 [2.2]* 94 + 7 [1.3]

3 Los indices de resistencia [RI] se indican entre paréntesis y se calcularon dividiendo la ICso para las
lineas de L. major ABCI3'- y ABCI3*"::3xFABCI3 entre la obtenida para L. major wt. Los resultados
representan las medias £ SD de al menos tres experimentos independientes. Los datos estadisticamente
significativos respecto a los parasitos wt se determinaron mediante la ¢ de Student (*p<0.001). °La ICso
para la ZnPPIX se determind midiendo la concentracion total de ATP utilizando el reactivo CellTiter Glo.
‘Los macrofagos infectados con las distintas lineas de L. major se incubaron a 37°C durante 72 hy la
actividad del farmaco se determind calculando el porcentaje de células infectadas y el nimero de
amastigotes por macroéfago en cultivos con 0, 50, 100 y 200 uM de Pentostam®. SD, desviacion estandar.

Debido a que los promastigotes ABCI3* son mas resistentes al Sb™ que los
parasitos wt, decidimos estudiar si durante la infeccién de macroéfagos peritoneales de
ratdn, los amastigotes intracelulares eran también mas resistentes al Pentostam®, uno
de los farmacos leishmanicidas que contiene Sb'. Los ensayos de susceptibilidad a
Pentostam® mostraron que los amastigotes ABCI3* son aproximadamente 2 veces
mas resistentes al farmaco que los parasitos control. Ademas, de forma similar a lo
observado para el Sb™ en promastigotes, los parasitos ABCI3"-::3XFABCI3 mostraron

una reversion parcial de la resistencia al SbY (Tabla 2).

Para descartar que la resistencia a Sb™ fuera el resultado de caracteristicas
intrinsecas de los clones, no relacionadas con la delecién de una copia del gen, se
transfectaron parasitos ABCI3"- con una copia episomal del gen para complementar
por la pérdida parcial de ABCI3. Las copias episomales clonadas en los vectores pXG-
NEO (con y sin GFP), y en el vector pIR1SAT, no fueron capaces de revertir el fenotipo

de resistencia a Sb™ observado en los parasitos ABCI3*". Tampoco conseguimos
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revertir el fenotipo de resistencia utilizando el vector pIR1SAT de forma integrativa.
Unicamente una nueva construccion que contiene la 3'UTR completa del gen, ademds
de 3 copias del tag FLAG en el extremo N-t (ABCI3"-::3xFABCI3) (Figura 32), fue
capaz de revertir parcialmente el fenotipo de resistencia a Sb™. Aunque los parasitos
ABCI3'::3xFABCI3 continGian siendo mas resistentes a Sb™, son sélo entre 2 y 3
veces mas resistentes que los parasitos control (Tabla 3), lo que indica que se ha

complementado parcialmente el fenotipo de resistencia de los parasitos ABCI3".

Tabla 3. Resistencia a Sb™ en lineas de L. major ABCI3*/- complementados con una
copia episomal de ABCI3.

Sb™ ICso (uM) + SD [RI ]

L. major wt 181
ABCI3- 88 + 2 [4.9]
ABCI3*/"::ABCI3pXG 106 = 3 [5.9]
ABCI3*/"::GFP-ABCI3pXG 124 + 7 [6.9]
ABCI3*/"::ABCI3pIR1SAT 131 £ 10 [7.3]
ABCI3*/"::ABCI3pIR1SAT; 126 = 3 [7.0]
ABCI3*/"::3XFABCI3pIR1SAT 43 + 1 [2.4]*

3 Los indices de resistencia [RI] se indican entre paréntesis y se calcularon dividiendo la ICso para las
lineas de L. major complementadas entre la ICsp obtenida para los parasitos L. major wt. Los resultados
representan las medias £ SD de al menos tres experimentos independientes. Los datos estadisticamente
significativos respecto a los parasitos wt se determinaron mediante la t de Student (*p<0.001). SD,
desviacién estandar.

6. Acumulacion y eflujo de Sb'™ en lineas de L. major

El efecto que tiene un farmaco depende en gran medida de que sea
transportado y se acumule en el interior de la célula. Previamente, una menor
acumulacion de Sb™ se ha asociado a una mayor resistencia a dicho metal en
Leishmania [91, 101]. Teniendo en cuenta estos antecedentes, decidimos determinar
la acumulacion de Sb™ mediante ICP-MS después de incubar a los promastigotes de L.
major con tartrato de antimonio y potasio durante 10, 30 y 60 min. Después de 60 min
de incubacion, los parasitos wt acumularon aproximadamente el doble de Sb™ que los
parasitos ABCI3* (Figura 34A). La disminucion en la concentracion intracelular de
antimonio podria ser el resultado de una disminucién en la entrada o de un aumento
en el efluyjo de Sb™. Para poder determinar cual de estos dos mecanismos era el

responsable de la menor acumulacion de Sb™ en los parasitos ABCI3"-, comparamos
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el eflujo de Sb™ entre los parasitos wt y ABCI3*. Los resultados de este ensayo
mostraron que el eflujo de Sb™ es también un proceso dependiente del tiempo, pero
no se observaron diferencias significativas entre los parasitos ABCI3" y los controles
(Figura 34B).
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Figura 34. Acumulacion y eflujo de Sb'! en lineas de L. major. La acumulacion y eflujo de Sb™ se
determinaron mediante ICP-MS. A. Acumulaciéon de Sb™ dependiente del tiempo en pardsitos wt y
ABCI3*". Los promastigotes en fase logaritmica de crecimiento se incubaron con 163 UM de tartrato de
antimonio y potasio como se describe en los Materiales y Métodos. B. Eflujo de Sb™ en parasitos wt y
ABCI3*" incubados previamente con 163 y 326 UM de tartrato de antimonio y potasio, respectivamente,
para obtener una carga inicial similar en ambas lineas celulares. Los resultados representan la media + SD
de tres experimentos independientes. Las diferencias estadisticamente significativas se determinaron
mediante la £ de Student (*, P < 0.001).

Por lo tanto, la diferencia observada en la concentracion intracelular de Sb'!
entre los parasitos ABCI3'" y wt se debe a una menor acumulacién de Sb™ en los
parasitos ABCI3"~y esta correlacionada con la mayor resistencia a Sb™ observada en
dichos parasitos. La acumulacion de Sb™ en los parasitos ABCI3*- se restablecio
parcialmente en los parasitos ABCI3*/-::3xFABCI3, resultado que concuerda con la
menor resistencia observada en estos parasitos comparada con los parasitos ABCI3*-
(Figura 35). Nuestros resultados sugieren que el transportador ABCI3 podria estar
directamente implicado en el transporte de Sb™ al interior de la mitocondria del
parasito.
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Figura 35. Acumulacion de Sb™ en lineas de L. major wt, ABCI3*/-y ABCI3*/-::3xFABCI3. La
acumulacion de Sb™ se determind después de incubar las diferentes lineas celulares durante 30 min con
163 uM de tartrato de antimonio y potasio a 28°C. Los resultados representan la media = SD de tres
experimentos independientes. Las diferencias estadisticamente significativas se determinaron mediante la
tde Student (*, P < 0.001; **, P= 0.004).

7. Acumulacion y toxicidad de porfirinas de Zn™ en lineas de L. major

Dada la localizacién mitocondrial del transportador ABCI3, decidimos estudiar
su implicacién en el trafico de porfirinas. Para ello utilizamos dos porfirinas analogas
del grupo hemo, la Zn"protoporfirina (ZnPPIX) y la Zn"mesoporfirina (ZnMP). Los
ensayos para determinar la toxicidad de la ZnPPIX se realizaron de forma analoga a los
ensayos para determinar la ICso de distintos farmacos, pero la viabilidad celular de los
parasitos se determind mediante el reactivo CellTiter Glo, debido a que se observaron
interferencias en el desarrollo colorimétrico al utilizar MTT. No se observaron
diferencias significativas en la susceptibilidad a ZnPPIX entre los parasitos wt y los
parasitos ABCI3*- (Tabla 2). Ademas, utilizamos la ZnMP fluorescente para estudiar la
acumulacion de porfirinas mediante citometria de flujo. Tampoco se observaron
diferencias significativas en la acumulacién de ZnMP entre los parasitos wt y los
parasitos ABCI3 */. Para poder evaluar la acumulaciéon de ZnMP a nivel de los
organulos celulares, incubamos los parasitos con 20 uM digitonina, que permeabiliza la
membrana plasmatica, liberando la ZnMP acumulada en el citosol del parasito. Sin
embargo, tampoco observamos diferencias significativas en la acumulacion de ZnMP
entre los parasitos wt y ABCI3*- después de la permeabilizacion (Figura 35).
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Figura35. Acumulacion de Zn"mesoporfirina (ZnMP) en lineas de L. major. Se incubaron
promastigotes wt y ABCI3*- con 10 pM ZnMP durante 10 min a 28°C. Los parasitos control se incubaron
en ausencia de ZnMP. Los parasitos permeabilizados se incubaron con 20 uM digitonina durante 10 min en
hielo. RFU, unidades relativas de fluorescencia. Los datos representan la media = SD de determinaciones
por triplicado de un experimento representativo de tres experimentos independientes.

8. Analisis de la funcionalidad mitocondrial en lineas de L. major

Para determinar si el transportador ABCI3 es esencial para el funcionamiento
normal de la mitocondria de L. major, decidimos estudiar si los parasitos ABCI3*-
presentaban alguna evidencia de un funcionamiento mitocondrial anémalo. Las
alteraciones en el funcionamiento de la mitocondria generalmente se asocian a una
excesiva produccion de ROS, una disminucion del potencial de membrana mitocondrial

(Aym) y una disminucion en los niveles intracelulares de ATP [219].

8.1. Analisis de los niveles intracelulares de ATP

La concentracion total de ATP en las distintas lineas celulares de L. major,
después de la exposicion a Sb'™, se determind utilizando el reactivo luminiscente
CellTiter Glo. Los parasitos se incubaron con 100 uM Sb™ y se extrajeron alicuotas para
determinar los niveles de ATP a distintos tiempos de incubacidn. En las condiciones
normales de crecimiento (en RPMI modificado suplementado con 10% hiFBS a 28°C),
los niveles basales de ATP de las diferentes lineas celulares eran practicamente
idénticos. Sin embargo, después de incubar los parasitos con 100 uM de Sb™ durante 1
h, los niveles de ATP en los parasitos wt disminuyeron hasta un 20% de los niveles
iniciales, mientras que los niveles de ATP en los parasitos ABCI3*- eran mayores al

50% de la concentracion inicial después de 4 h de incubacion a 28°C (Figura 36).
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Figura 36. Determinacion de los niveles de ATP en las diferentes lineas de L. major. Los niveles
de ATP se midieron después de incubar los parasitos con 100 UM de Sb™ durante 30, 60, 120 y 240 min.
Se extrajeron alicuotas que se mezclaron con un volumen igual del reactivo CellTiter Glo en placas de 96
pocillos. La mezcla se incubd durante 10 min en la oscuridad y la luminiscencia se determind utilizando un
lector de placas Infinite F200. Las diferencias estadisticamente significativas se determinaron mediante la ¢
de Student (*, P < 0.001).

8.2. Determinacion de alteraciones en el Aym en lineas de L. major

Las alteraciones en el Aym son también un indicador de perturabaciones en el
funcionamiento normal de la mitocondria. Para estudiar las posibles alteraciones
funcionales en la mitocondria de los parasitos ABCI3*- utilizamos dos sondas
fluorescentes que presentan una acumulacion mitocondrial dependiente del Aym: JC-1
y Rho. No se observaron diferencias significativas en los cocientes de fluorescencia de
la sonda JC-1 entre los parasitos wt, ABCI3"- y ABCI3"-::3xFABCI3. Como era de
esperar, se observd una disminucion importante de la fluorescencia de JC-1 al incubar
las lineas celulares de L. major con el FCCP, un potente desacoplante del Aym. Por otra
parte, si se observé una disminucién significativa de la fluorescencia en los parasitos
ABCI3* cuando utilizamos Rho como sonda del Aym. Aunque estos resultados podrian
parecer contradictorios, la Rho es sustrato de varios transportadores ABC, entre ellos
ABCB1 [209]. Por lo tanto, la disminucion de la fluorescencia podria explicarse debido a
una menor acumulacion de la sonda en la mitocondria de los parasitos ABCI3*", lo que

estaria indicando que la Rho podria ser también sustrato de ABCI3.
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Figura 37. Determinacion de alteraciones en el Ay, en lineas de L. major. A. Los parasitos de la
diferentes lineas celulares de L. major se incubaron con JC-1 5 pM durante 10 min a 28°C para determinar
la presencia de alteraciones en el Aym. El ratio FL-2/FL-1 (fluorescencia 590 nm/530 nm) se determind
mediante citometria de flujo. Los controles de despolarizacion se preincubaron con FCCP 10 uM. B. Los
parasitos se incubaron con Rho 1 pM durante 10 min a 28°C, los parasitos se lavaron con PBS vy la
fluorescencia se determind mediante citometria de flujo. Los datos representan la media = SD de tres
experimentos independientes. Las diferencias estadisticamente significativas se determinaron mediante la
tde Student (*, P < 0.001). RFU, unidades relativas de fluorescencia.

8.3. Determinacion de los niveles de ROS mitocondriales en lineas de
L. major

Para evaluar los niveles mitocondriales de radical superdxido, una de las
principales ROS producidas en la mitocondria, utilizamos la sonda fluorescente MitoSOX
red, que se oxida especificamente por los radicales superdxido, aumentando su
fluorescencia. La intensidad de fluorescencia observada en los parasitos ABCI3* fue
menor que en los parasitos wt y ABCI3*::3xFABCI3, indicando que en la mitocondria
de los parasitos ABCI3* se genera una menor cantidad de radical superdxido, en las
condiciones normales de crecimiento (Figura 38). Todos los parasitos tratados con Ant
A (control positivo) mostraron un aumento en la fluorescencia del MitoSOX red debida
a un aumento en la produccién de radical superdxido como resultado de la inhibicion
del complejo de la citocromo ¢ reductasa (Complejo III) de la cadena respiratoria

mitocondrial.
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Figura 38. Determinacion de la produccion de radical superoxido mitocondrial en lineas de L.
major. Los parasitos de las distintas lineas celulares de L. major se incubaron con MitoSOX red 5 UM en
medio RMPI modificado complementado con 10% hiFBS, a 28 °C durante 30 min. Se utiliz6 Ant A como
control positivo de produccion mitocondrial de ROS. La fluorescencia se determind mediante citometria de
flujo. Los datos representan la media £ SD de tres experimentos independientes. Las diferencias
estadisticamente significativas se determinaron mediante la ¢ de Student (*, P < 0.001). RFU, unidades
relativas de fluorescencia.

9. Purificacion de parasitos metaciclicos de lineas de L. major

Para estudiar si el transportador ABCI3 esta involucrado en el proceso de
metaciclogénesis del parasito, decidimos estudiar el porcentaje de parasitos
metaciclicos presentes en los cultivos de parasitos wt y ABCI3*". Para ello utilizamos el
método de purificacion mediante lectina de cacahuete (PNA) que se une
selectivamente a residuos B-galactdsidos del LPG presentes en la superficie de las
formas promastigotes de L. major, produciendo la aglutinacién de los mismos vy
permitiendo la purificacion de las formas metaciclicas. Después de cultivar ambas
lineas de L. major durante 3, 6 y 9 dias observamos que no existian diferencias
significativas en el porcentaje de parasitos metaciclicos purificados (Figura 39). Por lo
tanto, la reduccion en los niveles de expresion de ABCI3 en los mutantes nulos

parciales no afecta al proceso de metaciclogénesis en dichos parasitos.
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Figura39. Determinacion del porcentaje de parasitos metaciclicos presentes en cultivos de L.
major wt'y ABCI3*/~. Los parasitos metaciclicos (PNA-) se purificaron de los cultivos de L. major wt y
ABCI3*" después de 3, 6 0 9 dias desde el ultimo pase. Los resultados se expresan como porcentaje de
los parasitos totales y representan la media + SD de tres experimentos independientes.

10. Infectividad y supervivencia de las lineas de L. major en
macroéfagos peritoneales de ratén

Para estudiar la capacidad de los parasitos wt, ABCI3"- y ABCI3*/-::3xFABCI3
de infectar, sobrevivir y replicarse en los macrdéfagos del hospedador, se infectaron
macroéfagos peritoneales de ratdn con parasitos de cada una de la lineas celulares de L.
major en fase estacionaria de crecimiento. Para determinar la capacidad infectiva de
cada linea celular durante la primera fase del establecimiento de la infeccion, los
macréfagos se fijaron 24 h después de la infeccidbn para su analisis mediante
microscopia de fluorescencia. En estas condiciones observamos que los parasitos
ABCI3*~ mostraron una capacidad de infeccion levemente mayor (~13%) a los
parasitos wt y a los parasitos ABCI3"-::3xFABCI3. Ademas, el nimero promedio de
parasitos intracelulares por macréfago infectado era el mismo para todas las lineas
celulares estudiadas (Figura 40A).

Después de 72 h, el porcentaje de macrdfagos infectados con las diferentes
lineas celulares de L. major fue similar al obtenido a las de 24 h. Sin embargo, el
nimero de parasitos intracelulares por macréfago aumenté significativamente (1,5
veces) en las infecciones con los parasitos ABCI3”-, mientras que permanecio

inalterado en las infecciones con los parasitos wt y ABCI3*::3xFABCI3 (Figura 40B).
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Estos resultados estarian indicando que los parasitos ABCI3*~ son capaces de soportar
mejor el ambiente hostil del interior del fagosoma, y por lo tanto, son mas eficientes a
la hora de replicarse dentro del macréfago. Al igual que observamos en otros ensayos,
la linea celular complementada con la copia episomal de ABCI3 presenta un fenotipo
intermedio entre la linea wt y los parasitos ABCI3.
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Figura 40. Infectividad y supervivencia de las lineas celulares de L. major en macréfagos
peritoneales de raton. Las infecciones de los macréfagos peritoneales de ratén se realizaron tal como
se describen en los Materiales y Métodos. Se utilizd un ratio parasito:macrofago de 5:1, los macrofagos
infectados se fijaron en los tiempos indicados y los preparados se tifieron con DAPI. A. Porcentaje de
macréfagos infectados con parasitos wt (negro), ABCI3* (gris) y ABCI3*-::3xFABCI3 (blanco). Los datos
representan la media £ SD de triplicados y son representativos de los resultados obtenidos en tres
experimentos independientes. Las diferencias estadisticamente significativas se determinaron mediante la
t de Student (*, P < 0,001; ** P< 0,003; ***, P =0,044). B. El promedio de amastigotes intracelulares
por macrofago infectado para los parasitos wt (negro), ABCI3*- (gris) y ABCI3*-::3xFABCI3 (blanco) se
determind a las 24 y 72 h de finalizada la infeccion. Los datos representan la media + SD de triplicados y
son representativos de los resultados obtenidos en tres experimentos independientes. Las diferencias
estadisticamente significativas se determinaron mediante la ¢ de Student (*, P < 0,01; **, P < 0,05; ***,
P =0,03)
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1. Situacion actual de la Leishmaniasis

La leishmaniasis pertenece al grupo de las denominadas enfermedades olvidadas
o0 desatendidas, junto con la tripanosomiasis africana y la enfermedad de Chagas,
producidas también por parasitos tripanosomatidos. Estas enfermedades afectan
principalmente a paises pobres o en vias de desarrollo, donde los escasos recursos
economicos dificultan el diagndstico y el tratamiento de la enfermedad, aumentando las
tasas de morbilidad y mortalidad. Diversos factores socioecondmicos, tales como la falta
de acceso a la asistencia sanitaria, las condiciones precarias de vivienda o la
malnutricion, aumentan el riesgo de desarrollar la enfermedad. En 2015, el 75% de los
nuevos casos de LC se produjeron en 5 paises (Afganistan, Iran, Iraq, Siria y Brasil),
mientras que el 73% de los nuevos casos de LV (>20.000 casos) comunicados a la OMS
se produjeron en 10 paises (Etiopia, Kenia, Somalia, Sudan, Sudan del Sur, Uganda,
Bangladesh, India, Nepal y Brasil) [5]. Aunque en algunos paises se han mejorado los
sistemas de deteccion y tratamiento de la enfermedad, asi como diversas estrategias
para el control del vector y de los reservorios [220], en otros la situacién ha empeorado
considerablemente. La situacion es extremadamente grave en Siria, donde la guerra ha
provocado el colapso del sistema de salud, y la LC se ha diseminado por todo el pais,
desde Iraq hasta la frontera con el Libano [221].

En Espafa, se observd un aumento de los casos de LV y LC en la regién sud-
oeste de Madrid a finales de 2010 [222]. Diversos estudios determinaron que el principal
reservorio salvaje de L. infantum eran las liebres que habitaban las zonas verdes
periurbanas de Fuenlabrada y Leganés [223, 224]. Para evitar la propagacion de la
enfermedad, se adoptaron diversas medidas: se capturaron liebres y conejos para
reducir el reservorio, y se utilizaron insecticidas para reducir el niUmero de insectos
vectores en espacios verdes. Estas medidas resultaron en una disminucion progresiva en

el nimero de casos de leishmaniasis en los afos siguientes [225].

Todavia no existen vacunas eficaces para el tratamiento de la enfermedad en
humanos y el arsenal quimioterapéutico disponible es cada vez mas limitado debido a la
falta de eficacia, la toxicidad de los farmacos y el aumento del fallo terapéutico. Los
antimoniales pentavalentes son cada vez menos utilizados debido a la emergencia de
resistencias en numerosas regiones endémicas [4, 226]. La anfotericina B, la miltefosina

y la paromomicina constituyen actualmente las mejores opciones para el tratamiento de
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la enfermedad. Sin embargo, el elevado coste de los farmacos, la toxicidad y la duracién
prolongada de los tratamientos dificultan la accesibilidad a los mismos de gran parte de
las poblaciones afectadas. Ademas, en los Ultimos afios se ha descrito también la

aparicion de resistencia frente a estos farmacos [109, 111, 117, 131, 227].

La emergencia de resistencia frente a los farmacos leishmanicidas constituye uno
de los principales problemas que presenta el tratamiento y control de la leishmaniasis.
Los fenotipos de resistencia observados en Leishmania pueden ser el resultado de
diferentes estrategias del parasito para disminuir los efectos nocivos del farmaco. Estos
incluyen una disminucion en la entrada, eflujo, inactivacion (una vez que el farmaco se
encuentra en el interior del parasito), la pérdida de vias de activacion, la modificacién de
las dianas y la optimizacién de los sistemas de reparacion del dafio causado por el
farmaco [228]. Ademas, algunas adaptaciones moleculares relacionadas con la
resistencia a farmacos pueden conferir al parasito una mejor adaptacion al medio o una
mayor capacidad para sobrevivir bajo condiciones de estrés [229]. Diversos estudios han
demostrado que los transportadores ABC de diferentes subfamilias estan implicados en
la resistencia a farmacos empleados en el tratamiento de la leishmaniasis [101, 102,
125, 192, 230-232]. Por dicho motivo consideramos interesante la caracterizacion de
nuevos transportadores ABC que podrian ser utilizados en un futuro como dianas

terapéuticas en el tratamiento de la enfermedad.

2. Transportadores ABC

La superfamilia de los transportadores ABC es una de las familias de proteinas
mas diversas, presentes en organismos pertenecientes a todos los reinos. Leishmania es
el protozoario parasito con el mayor numero de transportadores ABC, con 42 ORFs que
codifican para estas proteinas. El nUmero de ORFs es considerablemente mayor al que
poseen otros parasitos tripanosomatidos como 7. brucei y T. cruzi, en cuyo genoma
encontramos 22 y 28 ORFs que codifican para transportadores ABC, respectivamente
[180]. La variacién observada en el nimero de genes presente en los tres organismos
probablemente se debe a la expansion de las subfamilias ABCA, ABCC y ABCG en
Leishmania, donde muchos genes proceden de la duplicacion génica ocurrida tras la
separacion del linaje Trypanosoma, y la pérdida de algunos genes ABC en 7. brucei

después de que tuvieran lugar eventos de especiacion en 7rypanosoma [180].
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Entre sus muy diversas funciones, los transportadores ABC han demostrado ser
una parte fundamental de las defensas celulares frente a moléculas citotdxicas.
Transportadores pertenecientes a las familias ABCB y ABCC estan relacionados con la
resistencia a farmacos, desde mamiferos hasta levaduras. En Leishmania, la subfamilia
ABCB incluye transportadores homologos a la Pgp de mamiferos que estan implicados en
la resistencia a numerosos farmacos. El primer transportador homodlogo de Pgp
identificado en varias lineas celulares de Leishmania resistentes a vinblastina y
daunorubicina, fue ABCB4. Debido a que estos farmacos no se utilizan para el
tratamiento de la leishmaniasis, el interés por el transportador ABCB4 surgié cuando se
demostré que LtrMDR1 (LtrABCB4) también estaba implicado en la resistencia a
miltefosina y edelfosina [233, 234]. La subfamilia ABCC incluye al transportador ABCC3
que le confiere a los parasitos resistencia a antimonio y arsenito mediante la
translocacion de metales conjugados a tripanotion al interior de vesiculas intracelulares
[100]. Varios transportadores pertenecientes a la subfamilia ABCG de Leishmania
también se encuentran implicados en la resistencia a analogos de alquilfosfolipidos [124]
y a Sb™ [102]. La subfamilia ABCI estd compuesta por cuatro genes (ABCI1-ABCI4) que
se encuentran exclusivamente en tripanosomatidos. Los transportadores pertenecientes
a esta subfamilia son todos hemitransportadores que poseen el dominio NBD en el
extremo carboxilo terminal de la proteina. ABCI4, el Unico miembro de esta subfamilia
caracterizado hasta la fecha, estd implicado en la resistencia a porfirinas toxicas y Sb™,
probablemente mediando el transporte de este metal conjugado a tioles de bajo peso

molecular [101].

3. Analisis de secuencia y prediccion de topologia del transportador
ABCI3

El gen ABCI3 (LmjF.33.3040) de L. magjor pertenece a la subfamilia ABCI de
transportadores ABC. Este grupo de transportadores ABC estan ausentes en el resto de
organismos eucariotas, por lo que las busquedas realizadas en bases de datos y el
analisis comparativo de secuencias no dieron como resultado ningin gen homdlogo
presente en otros organismos. La secuencia primaria del transportador ABCI3 presenta
los dominios conservados caracteristicos de un hemitransportador, con un dominio TMD
y un dominio NBD en el extremo carboxilo terminal que incluye los motivos conservados

Walker A, Walker B y motivo sello, caracteristico de esta familia de proteinas (Figura
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22B). Cuando se clasificaron por primera vez los genes ABC de Leishmania, tres de sus
cuatro integrantes de la familia ABCI (clasificados entonces como “otros”) estaban
anotados como proteinas solubles que carecian de TMD [180]. Aunque existen algunas
proteinas ABC que no son transportadores de membrana, y por lo tanto no poseen TMD,
estas pertenecen a las subfamilias ABCE y ABCF. Al contrario de lo que ocurre con los
NBD, los TMD de distintos transportadores ABC varian considerablemente, tanto en su
secuencia primaria, como en la longitud, arquitectura y numero de hélices-a
transmembrana que lo componen [235]. Esto probablemente sea consecuencia directa
de la gran diversidad de sustratos que transportan. Para obtener un modelo topoldgico
de ABCI3 que pudiera contribuir a la posterior caracterizacion funcional de la proteina,

decidimos utilizar métodos de prediccion computacionales.

Utilizamos dos metodologias diferentes para obtener un modelo topoldgico del
transportador ABCI3. TopPred fue uno de los primeros algoritmos utilizados para la
prediccidon de la estructura de proteinas de membrana. Esta basado en un pardmetro
fisicoquimico, la hidrofobicidad de los residuos aminoacidicos, y en la regla del interior
positivo [201]. En los ultimos afos, los métodos de este tipo han sido suplantados por
métodos mas sofisticados que utilizan analisis estadistico e integran los resultados de
diversas metodologias para realizar la prediccidén topoldgica de una proteina. Este es el
caso del método CCTOP, que utiliza 10 algoritmos y métodos diferentes para obtener un
modelo topoldgico consenso [202]. Este método ha demostrado una gran precision en la
prediccion de proteinas de membrana en el proteoma humano, siendo capaz de
discriminar en un 98,5% de los casos entre proteinas solubles y proteinas de membrana
[236]. La combinacion de diferentes algoritmos mejora la precision del modelo al

eliminar errores individuales de cada método, obteniéndose predicciones mas robustas.

En nuestro caso, el algoritmo TopPred no fue capaz de predecir correctamente la
topologia del NBD de ABCI3 de Leishmania, pero algunos aspectos de los modelos
obtenidos con este algoritmo fueron similares a los obtenidos con el modelo consenso de
CCTOP. El numero de hélices o transmembrana del modelo CCTOP se aproxima mas a
las seis que encontramos en la mayoria de los hemitransportadores ABC, y tres de estas
hélices o coinciden en ambos modelos. La baja identidad de secuencia entre ABCI3 y
otros transportadores ABC y el hecho de que los TMD no posean un elevado grado de
conservacion entre diferentes transportadores, dificulta la prediccién de la topologia de
la proteina. Ademas, la mayoria de los modelos predictivos se basan en informacién
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evolutiva y en estructuras conocidas de proteinas homdlogas, informacidén que no existe

para este transportador en particular.

4. Localizacion celular del transportador ABCI3

Para determinar la localizacion celular del transportador utilizamos una version de
la proteina fusionada a GFP. Inicialmente realizamos dos construcciones que fueron
transfectadas en promastigotes de L. major para expresar la proteina fusionada a GFP,
tanto en el N- terminal (GFP-ABCI3) como en el C-terminal (ABCI3-GFP) de la proteina.
Sin embargo, no pudimos utilizar la construccion ABCI3-GFP para los estudios de
localizacién celular debido a los bajos niveles de expresion observados. Se ha descrito
anteriormente que la adicién de la GFP puede alterar la localizacion y funcionalidad de
los transportadores ABC [125, 237, 238]. En los estudios de localizacion celular
realizados con el transportador ABCI4 de L. major tampoco se pudo utilizar la proteina
fusionada a GFP en C-terminal debido al mismo problema con la expresion del
transportador [101]. Tanto ABCI4 como ABCI3 poseen el NBD en el extremo C-terminal
de la proteina, por lo tanto la adicion de GFP a dicho extremo podria estar interfiriendo

con el correcto plegamiento y funcion de la proteina.

Utilizando entonces los parasitos que expresan la proteina GFP-ABCI3
determinamos la localizacion del transportador, inicialmente mediante microscopia
confocal. El analisis de colocalizacién con MitoTracker Deep Red nos permitié determinar
que ABCI3 esta localizado en la mitocondria de L. major. Ademas, los ensayos realizados
con los parasitos que expresaban la versidon mutante del transportador, GFP-ABCI3"™,
mostraron que la localizacidn de la proteina no cambiaba al mutar el residuo de K por M
en el Walker A. Se ha demostrado que dicha mutacion puede alterar no sélo la
funcionalidad de la proteina, sino también su localizacion celular. Este es el caso del
transportador ABCG2 humano, que se localiza normalmente en la membrana plasmatica,
mientras que el mutante ABCG2M se localiza en el aparato de Golgi y reticulo

endoplasmatico [239].

A continuacion realizamos ensayos de permeabilizacion con digitonina y digestion
con tripsina para determinar si el transportador ABCI3 se localiza en la membrana
mitocondrial interna o externa. Los resultados obtenidos sugieren que la proteina se

localiza en la membrana mitocondrial externa (Figura 41). Estudios similares llevados a
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cabo en 7. bruce/ mostraron que el canal de aniones-voltaje dependiente (VDAC, del
inglés, “voltage- dependent anion channel”), presente en la membrana mitocondrial
externa del parasito, se recuperd en los sobrenadantes después de tratar a los parasitos
con 200 uM de digitonina [240]. Ademas, en un estudio del proteoma de la membrana
mitocondrial externa de 7. brucej, el gen ortdlogo de ABCI3 (Tb927.2.5410) también
estaba localizado en la membrana mitocondrial externa del parasito [241].

Por Ultimo, los ensayos de biotinilacion de proteinas de superficie sugieren que el
transportador ABCI3 se localiza parcialmente en la membrana plasmatica del parasito
(Figura 41). Otros dos transportadores ABC caracterizados en nuestro laboratorio poseen
también una localizacion dual. ABCI4 esta localizado en la mitocondria y membrana
plasmatica, mientras que ABCG2 se localiza en vesiculas intracelulares y en la membrana
plasmatica del parasito [101, 102]. No podemos descartar que la doble localizacién de
estos transportadores sea consecuencia de la sobreexpresion de las proteinas a partir de
copias episomales de los genes. Sin embargo, se ha descrito por lo menos otro
transportador ABC que posee una localizacion dual. Ensayos realizados utilizando un
anticuerpo especifico frente al transportador ABCB6 humano, en lineas celulares que
expresaban Unicamente el transportador enddégeno, demostraron que la proteina se
encuentra tanto en la membrana mitocondrial externa como en la membrana plasmatica
[242].

S bIII

mitocondria

Figura 41. Representacion esquematica de la localizacion celular del transportador ABCI3. El
transportador ABCI3 se indica en rojo, la AQP1 en azul, y en rosa otros transportadores hipotéticos que
podrian interaccionar con ABCI3 en la membrana plasmética y transportar Sb™ al interior del parasito. En
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verde se indica otro transportador hipotético que estaria ubicado en la membrana mitocondrial interna y
serfa el responsable de transportar el Sb™ al interior de la matriz mitocondrial. mme, membrana mitocondrial
externa; mmi, membrana mitocondrial interna.

Varios transportadores ABC eucariotas estan localizados en la mitocondria, vy la
mayoria de ellos son hemitransportadores pertenecientes a la subfamilia ABCB [243]. Se
han estudiado principalmente en mamiferos y levaduras, y se ha demostrado que estan
implicados en diversos procesos relacionados con estrés oxidativo, metabolismo del
grupo hemo, y de los clusters Fe-S, tanto en el citosol como en la mitocondria [244-
246]. Algunos estudios sugirieron que ABCB6 podria estar involucrado en el transporte
de porfirinas para la sintesis de hemo [242, 247], pero estos resultados no pudieron ser
reproducidos en estudios posteriores [248]. ABCB7 juega un papel fundamental en el
transporte de clusters de Fe-S al citosol [249, 250], mientras que ABCB8 es esencial
para la homeostasis mitocondrial del hierro y la funcién cardiaca normal en ratones
[251]. El transportador ABCB10 de mamiferos esta involucrado en la formacién del grupo
hemo y en la proteccidon de la mitocondria frente a estrés oxidativo, pero no esta claro
todavia qué papel juega exactamente en estos dos procesos [252, 253]. Recientemente
se ha caracterizado un transportador mitocondrial de L. major perteneciente a la
subfamilia ABCB. Al igual que otros miembros de esta subfamilia, LmABCB3 juega un
papel esencial en la sintesis del grupo hemo y en la biogénesis citosdlica de los clusters
de Fe-S [188]. Aunque el transportador ABCI3 no pertenece a la subfamilia ABCB, el
hecho de que esté localizado también en la mitocondria podria implicar que su funcién
es similar o esta vinculada a algunas de las funciones descritas anteriormente para la
subfamilia ABCB.

5. Caracterizacion funcional del transportador ABCI3

5.1.Caracterizacion de parasitos L. major que sobreexpresan ABCI3 y
ABCI3"*/™

Con el fin de realizar la caracterizacién funcional del transportador ABCI3,
decidimos utilizar varias estrategias. En primer lugar, utilizamos parasitos que
sobreexpresaban la proteina ABCI3 wt o una versién mutante de la misma (ABCI3*™).
Todos los hemitransportadores ABC necesitan formar homo- o heterodimeros para ser

funcionalmente activos. El mutante ABCI3™ posee una mutacién K1088M en el Walker
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A, que es un residuo esencial para la hidrdlisis del ATP y la actividad del transportador.
Por lo tanto, al formarse un dimero con la proteina ABCI3*™ obtendriamos una proteina
que carece de actividad transportadora. Esta estrategia se ha empleado anteriormente
para inactivar otros transportadores ABC, entre ellos los transportadores ABCG2 y ABCG5
de Leishmania [196, 199, 254]. Sin embargo, en el caso del transportador ABCI3 no
observamos cambios en el fenotipo de resistencia a farmacos en los parasitos que
sobreexpresaban ABCI3 o ABCI3M. Resultados similares se obtuvieron en ensayos
utilizando también la version mutante del transportador ABCI4 de L. major, aunque en
este caso la sobreexpresion del transportador wt le conferia a los parasitos resistencia a
Sb™ [101]. La ausencia de fenotipo en los parasitos que sobreexpresan la version wt de
ABCI3 podria deberse a varios motivos. Si el transportador ABCI3 necesita formar
heterodimeros con otros transportadores para ser funcional, al no estar estos
sobreexpresados en la misma medida, el exceso de transportador ABCI3 no seria
funcional. Otra posible explicacién para la ausencia de fenotipo en los parasitos que
sobreexpresan ABCI3 podria ser consecuencia de su ubicacion subcelular. Al ubicarse en
la membrana mitocondrial externa, el sustrato transportado por ABCI3 necesitaria de
otro transportador, ubicado en la membrana mitocondrial interna, para transportar el
sustrato al interior de la mitocondria. Al no hallarse sobreexpresado este segundo
transportador, la sobreexpresion Unicamente de ABCI3 no es suficiente para observar un
fenotipo. Por lo tanto, para continuar con la caracterizacién funcional del transportador
decidimos utilizar una estrategia diferente como es la generacidon de parasitos mutantes
nulos para ABCI3.

5.2.0btencion de parasitos L. major mutantes nulos parciales, ABCI3*/

Para obtener parasitos L. major mutantes nulos para ABCI3, se realizaron dos
construcciones que contenian las regiones 5’ y 3'UTR del gen ABCI3, flanqueando un
cassette de resistencia a HYGRO o NEO. Dichas construcciones se utilizaron para
transfectar parasitos y eliminar las dos copias genémicas de ABCI3 por recombinacion
homologa, en dos rondas sucesivas de transfeccién. En la primera ronda se obtuvieron
parasitos mutantes nulos parciales para ABCI3" (nicamente con la construccién que
posee el cassette de resistencia @ HYGRO. Después de varios intentos infructuosos no
fue posible aislar mutantes nulos parciales con el cassette de resistencia a NEO. Ademas,
tampoco fue posible obtener mutantes nulos para ABCI3 después de realizar la segunda
transfeccién de los parasitos ABCI3" con el cassette de NEO. Problemas similares se

han descrito anteriormente al intentar obtener mutantes nulos para un gen utilizando
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esta metodologia. Frecuentemente, los parasitos presentan aneuploidias o son capaces
de mantener una copia del gen en elementos extracromosdmicos después de que se
hayan delecionado las dos copias gendmicas del mismo [94, 255-258]. Durante la
obtencion de mutantes nulos para AQPI en L. major se obtuvieron parasitos que
contenian los dos cassettes de resistencia (HYGRO y NEO) y ademas conservaban una
copia del gen [94]. La obtencidon del mutante nulo tampoco fue posible mediante la
complementacidon con una copia episomal de AQP1. Unicamente se obtuvo un clon de L.
major mutante nulo para AQP1, y este poseia un genotipo HYGRO/HYGRO, generado
probablemente como consecuencia de la pérdida de la heterocigosis [94]. En L.
amazonensis tampoco fue posible obtener mutantes nulos para el transportador
mitocondrial de hierro 1 (LMIT1) [258]. Al igual que en el caso de la AQP1 y en nuestro
caso, se obtuvieron parasitos que poseian los dos cassettes de resistencia y que ademas

conservaban un copia del gen.

Generalmente la seleccion de parasitos que poseen estas modificaciones se
considera evidencia de la importancia que tiene un determinado gen para el parasito,
pero no es suficiente para determinar su esencialidad. La expresion de una copia
ectdpica del gen de interés a partir de un vector episomal, o mediante la integracion
gendmica, permite la sustitucion de las copias del gen sin que se generen alteraciones
en la ploidia, y la retencién de la copia episomal en ausencia de antibidtico de seleccion
se considera evidencia de que el gen es esencial para la proliferacion del parasito. Por lo
tanto decidimos complementar la copia delecionada del gen con una copia episomal,
antes de realizar la segunda transfeccion. El resultado obtenido fue el mismo que el que
obtuvimos con los parasitos sin complementar, los parasitos eran resistentes tanto a
HYGRO como a NEO, pero al verificar la integracion del cassette de NEO observamos
que no se habia integrado en el locus de ABCI3. Los parasitos mantenian una copia del
gen ABCI3 y al mismo tiempo el cassette de resistencia a NEO en mlltiples copias
extracromosomicas. Los bajos niveles de expresion del locus ABCI3 podrian ser los
responsables de que no consiguiéramos aislar mutantes nulos de ABCI3. Aunque el gen
de la neomicina fosfotransferasa se integrase correctamente, los niveles de expresion de
la enzima podrian ser demasiado bajos, siendo insuficientes para conferirle a los

parasitos resistencia a la G418 utilizada para seleccionar los parasitos.

Los parasitos ABCI3"" se estudiaron mediante qPCR para determinar el nimero
de copias gendmicas de ABCI3 y los niveles de expresion del gen en los parasitos

mutantes nulos parciales. La verificacion del nimero de copias del gen es relevante
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porque, tal como hemos mencionado anteriormente, a menudo se obtienen parasitos
que presentan modificaciones en la ploidia o copias extracromosdmicas del gen que se
intenta delecionar. En nuestro caso, los parasitos ABCI3"" poseen la mitad del ADNg
correspondiente al gen ABCI3, y ademas, los niveles de ARNm son aproximadamente la
mitad de los observados en los parasitos wt, lo que concuerda con la delecidén de uno de

los alelos del gen.

5.2.1. Complementacion de los parasitos ABCI3*/"

Los ensayos con parasitos mutantes nulos complementados se consideran
necesarios para verificar que el fenotipo observado esté relacionado directamente con la
pérdida de una o las dos copias de un gen, y no se deba a otras mutaciones
espontaneas no relacionadas. Debido a que los vectores episomales carecen de
mecanismos de segregacidon, la distribucion igualitaria entre células durante la
replicacion de los parasitos no esta garantizada. Ademas, los niveles de expresion a
partir de un vector episomal no se pueden controlar, obteniéndose niveles de expresién
variables entre los parasitos de una misma poblacién, dependiendo del nimero de
copias del vector. Por lo tanto, la expresidn de una determinada proteina podria ser
insuficiente para rescatar un fenotipo o demasiado alta y tener efectos deletéreos en el

crecimiento del parasito [259].

En nuestro caso en particular, para completar la caracterizacién funcional de los
parasitos ABCI3"", decidimos transfectar a los parasitos con distintas construcciones que
contenian una copia del gen para obtener parasitos complementados y asi asegurarnos
que el fenotipo observado era una consecuencia directa de la delecién de una de las
copias genémica de ABCI3. Para evaluar la capacidad de cada una de las construcciones
para complementar la pérdida de funcion de ABCI3 utilizamos el ensayo de
susceptibilidad a Sb™, ya que los parasitos ABCI3"" presentan un fenotipo de resistencia
a dicho metal. Unicamente la construccién en el vector pIR1SAT que contenia la copia
del gen y su 3'UTR completa fue capaz de revertir parcialmente el fenotipo de resistencia
a Sb™. Los restantes parasitos complementados no sdlo no revertian el fenotipo de
resistencia de los parasitos wt, sino que eran incluso mas resistentes a Sb™ que los
parasitos ABCI3'". La localizacién de ABCI3 en la membrana plasmatica podria ser una
consecuencia de la sobreexpresion de la proteina. Esto podria explicar que los parasitos
ABCI3"" transfectados con copias episomales del gen no muestren una reversion
completa del fenotipo de resistencia. Si el exceso de transportador ABCI3 ubicado en la
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membrana plasmatica es funcional, podria estar modificando el transporte de Sb™ al
interior del parasito, lo que podria explicar que dichos parasitos fueran incluso mas

resistentes al Sb™ que los parasitos ABCI3"".

Si tenemos en cuenta el analisis de expresion a nivel del ARNm de las distintas
lineas de parasitos complementados, observamos que los parasitos ABCI3"::3XFABCI3
son los que poseen unos niveles de ARNm de ABCI3 mas bajos y similares a los
observados en los parasitos control. Los niveles de ARNm de ABCI3 en las restantes
lineas eran entre 2 y 3 veces la observada en la linea wt, siendo los parasitos que
poseen la copia integrada en el locus de los ARNr (ABCI3""::ABCI3pIR1SAT;) los que
presentan una mayor cantidad de ARNm. Los elevados niveles de expresion de genes
integrados en el locus de los ARNr, cuya transcripcion esta controlada por la ARNpol I,

se ha descrito anteriormente [260, 261].

En Leishmania, los genes se transcriben constitutivamente a partir de clusters de
gran tamafo como pre-ARNm policistronicos. Los niveles de ARNm dependen
principalmente del nimero de copias del gen y estan regulados post-
transcripcionalmente mediante trans-splicing y poliadenilacién [262]. Diversos estudios
de los mecanismos de control de la expresidn génica en tripanosomatidos han
demostrado la relevancia de elementos que actlan en cis, presentes en las regiones
3’'UTR de los transcritos. Estos elementos modulan la expresién génica al interaccionar
con proteinas de unidon a ARN (RBP, del inglés “RNA binding proteins”) y estan
involucrados en la estabilidad del ARNm, y la eficiencia de la traduccién [263-265]. Uno
de elementos mejor caracterizados son elementos ricos en AU (ARE, del inglés “AU-rich
elements”), que se unen a RBPs y modifican la estabilidad de los RNAs en 7. cruzi[266].
En Leishmania se han identificado mediante métodos computacionales una serie de
secuencias de entre 20 y 28 nucledtidos, presentes en las regiones 3'UTR de numerosos
genes que estarian implicadas en la regulacién de la expresion génica [265]. El hecho de
que la Unica linea complementada que revierte parcialmente el fenotipo de ABCI3"
contiene la regién 3'UTR completa del gen podria implicar que esta regién juega un
papel fundamental en la regulacion de la expresion génica de ABCI3. Si la expresion del
gen esta estrechamente regulada, niveles de ARNm demasiado bajos o demasiado altos
podrian afectar la expresion de la proteina, impidiendo la recuperacion del fenotipo wt.
Seran necesarios mas estudios para determinar qué papel esta jugando la regiéon 3'UTR

de ABCI3 en la regulacidn de la expresion génica del transportador ABCI3.
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6. Resistencia a antimonio en las lineas de L. major

Los promastigotes ABCI3"" de L. major presentaban un fenotipo de resistencia a
Sb™ y As™. La resistencia cruzada entre arsénico y antimonio se ha descrito
anteriormente en parasitos que sobreexpresan otros transportadores ABC [101, 102,
267, 268]. En nuestro caso, el fenotipo de resistencia estd asociado a una menor
acumulacién de Sb™ en los parasitos ABCI3'". La menor acumulacién de un farmaco
suele ser consecuencia de una menor entrada o un mayor eflujo del mismo al exterior de
una célula. En el caso de los parasitos ABCI3"™ no se observaron diferencias en el eflujo
de Sb™ por lo que la menor acumulacién de Sb™ seria consecuencia de una menor

entrada del metal a la célula y posteriormente al interior de la mitocondria.

Por otra parte, los amastigotes intracelulares de los parasitos ABCI3"" eran mas
resistentes que los controles a Pentostam®, uno de los farmacos de primera linea para el
tratamiento de la leishmaniasis que contiene Sb¥. Aunque el Sb’ posee cierta actividad
leishmanicida, generalmente se considera que debe activarse mediante reduccién a Sb™.
Esta reaccion puede ocurrir tanto en el interior del macréfago como del parasito [269].
En L. infantum, la transfeccion del transportador ABCC3, le confiere a los promastigotes
resistencia a Sb™, y a los amastigotes axénicos obtenidos a partir de estos

promastigotes, resistencia a Sb" [270].

Aunque el transportador ABCI3 no esté directamente implicado en la entrada del
Sb™ al interior del parasito, la localizacion del transportador en la membrana plasmatica
podria permitir que este interaccione con otros transportadores, por ejemplo con la
AQP1, que es el transportador responsable de la entrada de Sb™ en Leishmania,
modulando su actividad y por lo tanto la acumulacién de Sb™ en el interior del parasito.
El regulador transmembrana de la fibrosis quistica (del inglés, “Cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator” o CFTR), un miembro de la subfamilia MRP de
transportadores ABC, funciona como regulador de otras proteinas transportadoras de
membrana en mamiferos, entre ellas varias acuagliceroporinas [271]. CFTR colocaliza
parcialmente e interactia con la acuaporina 9, jugando un papel en la regulaciéon de este
transportador en células epiteliales [272]. Seran necesarios mas estudios para
determinar si ABCI3 podria estar interactuando con AQP1 o con otros transportadores de
la membrana plasmatica en L. majory para determinar como estas interacciones podrian

modificar la entrada de Sb™ en el parasito.
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Uno de los primeros transportadores descritos en Leishmania implicado en la
resistencia a Sb™ fue el transportador ABCC3. Se localiza en vesiculas intracelulares
proximas al bolsillo flagelar, y su sobreexpresién le confiere resistencia a Sb™ a los
parasitos al secuestrar conjugados de metales con tioles en el interior de dichas
vesiculas para su posterior exocitosis al exterior celular [100]. Ademas, este
transportador se encuentra amplificado con frecuencia en parasitos de Leishmania
seleccionados por su resistencia a farmacos que contienen antimonio y arsénico [268].
Ademads, el transportador ABCC7, que le confiere a los parasitos resistencia a
pentamidina, también genera una resistencia cruzada a Sb™ [230]. Otros dos
transportadores pertenecientes a la misma subfamilia, ABCC4 y ABCC5, se han
relacionado con la resistencia a Sb™, aunque los genes se sobreexpresaron en una linea
de L. tarentolae resistente a Sb™ revertida parcialmente para la resistencia a dicho metal
[231]. Aunque pertenece a otra subfamilia de transportadores, el transportador ABCG2
de L. major también se localiza en vesiculas intracelulares y en la membrana plasmatica,
y estd implicado en la resistencia a Sb™ mediante un mecanismo similar al descrito para
ABCC3 [102]. Por otra parte, el transportador ABCI4, localizado en la membrana
mitocondrial interna del parasito y también en la membrana plasmatica, transporta Sb™
y Cd" al exterior celular, probablemente formando complejos metal-tiol. Los parasitos
que sobreexpresaban ABCI4 acumulan menos Sb™ que los parasitos controles, son mas
resistentes a Sb™ y mostraban un mayor eflujo del metal y de tioles no protéicos al

exterior celular [101].

Los transportadores ABC no son las Unicas proteinas involucradas en los
mecanismos de resistencia a antimonio. Se han descrito una serie de proteinas con
localizaciones y funciones diversas que estan directa o indirectamente relacionadas con
la resistencia a antimonio en Leishmania y en otros organismos. La AQP1, una porina
con capacidad para el transporte bidireccional de sustratos, involucrada en la
osmoregulacion y en el metabolismo del glicerol, es ademas responsable de la entrada
del Sb™ al interior de las células [92, 273]. La sobreexpresion de la tripanotidn
reductasa, la ornitina descarboxilasa y la y-glutamilcistein sintetasa, enzimas claves del
metabolismo de tioles en Leishmania, provocan un aumento en los niveles intracelulares
de tripanotidn, induciendo la resistencia a Sb™ en los pardsitos [96, 97, 274]. En
Leishmania, la resistencia a antimonio es un proceso multifactorial, que involucra una
serie de complejos mecanismos de resistencia interconectados entre si, que dan como

resultado una alteracion del potencial redox dependiente de tioles [88, 275].
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Nuestros resultados sugieren que el transportador ABCI3 de L. major podria estar
jugando un papel relevante en el transporte de Sb™ al interior de la mitocondria,
contribuyendo de este modo a los efectos nocivos generales provocados por el Sb'™.
Ademas, la localizacion parcial de ABCI3 en la membrana plasmatica, explicaria la menor
acumulacion de Sb™ en los parasitos ABCI3 y los mayores niveles de resistencia frente

a dicho metal de los parasitos mutantes nulos parciales.

7. Analisis de la funcionalidad mitocondrial en lineas de L. major

Varios estudios experimentales con farmacos leishmanicidas sugieren que la
mitocondria puede considerarse como una de las principales dianas farmacoldgicas en
parasitos tripanosomatidos [276-278]. Con el objetivo de determinar si la delecién de
una copia del gen ABCI3, que se localiza mayoritariamente en la membrana mitocondrial
externa de L. major, podria afectar el funcionamiento de la mitocondria del parasito,
decidimos estudiar los niveles de ATP celulares, los niveles de ROS mitocondrial, y las
modificaciones en el Ay, de los parasitos. No observamos diferencias en los niveles de
ATP basales entre los parasitos wt y los parasitos ABCI3"". Sin embargo, la diferencia en
el consumo de ATP entre las diferentes lineas de L. major fue significativa al incubar los
parasitos con Sb™. Previamente, se obtuvieron resultados similares en ensayos
realizados con parasitos que sobreexpresaban el transportador ABCI4 en L. major,
indicando que la sobreexpresion de este transportador era capaz de proteger a la
mitocondria del pardsito de los efectos nocivos del Sb™ [101]. En nuestro caso, se
observa el mismo efecto protector, pero después de delecionar una copia de ABCI3, con

lo cual se verfa reducida la entrada de Sb™ a la mitocondria del parasito.

En concordancia con estos resultados, tampoco observamos modificaciones en el
Ay, en los ensayos de fluorescencia con la sonda JC-1. Sin embargo, los resultados
obtenidos con la sonda Rho 123 sugieren que dicha sonda podria ser sustrato del
transportador ABCI3. La sonda Rho 123 es sustrato de varios transportadores ABC, entre
ellos ABCB1 y ABCG2, dos de los principales transportadores implicados en el fendmeno
de multirresistencia asociado a diversos tipos de cancer [209, 210]. En Leishmania, |a
sonda Rho 123 se ha utilizado en la caracterizacién de aislados clinicos resistentes a
antimonio con el fin de determinar si la resistencia esta asociada a la actividad de los
transportadores ABC [279].
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La cadena transportadora de electrones es el principal sitio de generacion de ROS

I\\

en la mitocondria. La produccion de ROS por el “escape” ocasional de los electrones
transportados puede danar lipidos, proteinas y el ADN mitocondrial [280]. Ademas, la
mayoria de los farmacos utilizados en el tratamiento de la leishmaniasis pueden generar
ROS al provocar alteraciones en el metabolismo redox de los parasitos [120, 276, 281,
282]. En condiciones basales, los parasitos ABCI3" presentaban una menor
concentracion de superdxido mitocondrial. En las Ultimas dos décadas, el papel que
juega las ROS en la regulacidon de diversos procesos bioldgicos ha cobrado una mayor
importancia [283]. Recientemente, se han realizado estudios en L. amazonensis que
demuestran que el H,O, generado en la mitocondria a través de la actividad de la
enzima superoxido dismutasa, juega un papel fundamental en la regulacion de la
diferenciacion del parasito [284]. En 7. cruzi la produccién de ROS mediada por el
grupo hemo es esencial para la proliferacion de la forma promastigote del parasito
[285]. Aunque desconocemos el sustrato fisioldgico del transportador ABCI3, la
disminucién de los niveles de ROS en los parasitos ABCI3" podria estar indicindonos
que dicho sustrato es capaz de favorecer la generacion de ROS una vez es transportado
al interior de la mitocondria, pudiendo estar implicado en procesos fisioldgicos esenciales

para el parasito.

8. Metaciclogénesis, infectividad y supervivencia de los parasitos

ABCI3"'" en macréfagos peritoneales de ratéon

La metaciclogénesis es un proceso de vital importancia en el ciclo de vida de
Leishmania. Los parasitos metaciclicos son internalizados por los macréfagos y alojados
en el fagolisosoma, donde son capaces de sobrevivir y diferenciarse a la forma
intracelular amastigote. Aunque los mecanismos subyacentes a dicha transformacién han
sido objeto de estudio en Leishmania durante las tres Ultimas décadas [38, 286, 287],
todavia estamos muy lejos de comprender los factores que desencadenan la
metaciclogénesis en su totalidad. En nuestro caso, los experimentos realizados han
mostrado que los parasitos ABCI3" poseen la misma capacidad de convertirse en
parasitos metaciclicos que los parasitos wt, por lo que una reduccion en los niveles de
ABCI3 no estaria afectando el proceso de metaciclogénesis de L. major. Practicamente
no hay datos experimentales que relacionen la actividad de transportadores ABC vy la

metaciclogénesis en Leishmania, a excepcion de los resultados obtenidos recientemente
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para los transportadores ABCG1 y ABCG2 de L. major [197]. Los ensayos realizados
utilizando una linea de L. major mutante nula para ambos transportadores ABC
mostraron alteraciones, no sélo a nivel de la metaciclogénesis, sino también a nivel de la

infectividad, autofagia y metabolismo redox de los parasitos [197].

Los ensayos de infectividad en macréfagos peritoneales de ratén tampoco
mostraron grandes diferencias en la capacidad de invasion celular de los parasitos
ABCI3"", lo que concuerda con la ausencia de diferencias en el ndmero de metaciclicos
observados en las distintas lineas celulares. Sin embargo, se observd un aumento
significativo en el nimero de amastigotes ABCI3" a las 72 h posteriores a la infeccion.
Esto estaria indicando que los amastigotes ABCI3"" poseen una mayor capacidad de
supervivencia que los parasitos control. Ademas, los ensayos realizados en presencia de
Pentostam® también mostraron que estos parasitos eran mas resistentes al farmaco que
los parasitos control. Aunque desconocemos los mecanismos en los que esta implicado el
transportador que podrian estar afectando la supervivencia del parasito, ABCI3 podria
permitir la entrada a la mitocondria de sustratos que afectan el funcionamiento de la
mitocondria, por ejemplo al generar una mayor produccion de ROS y por lo tanto un
mayor estrés oxidativo mitocondrial. Ya hemos visto que los parasitos ABCI3*/ presentan
niveles basales de ROS mitocondriales mas bajos que los de los parasitos control, lo que
representaria una ventaja para los parasitos ABCI3" al tener que hacer frente a las
defensas oxidativas del macrofago. En ensayos realizados en la mismas condiciones que
los realizados con los parasitos ABCI3’, se ha observado que parasitos que
sobreexpresan el transportador ABCI4 en L. major, también presentan una mayor
supervivencia en macréfagos peritoneales de ratdn a las 72 h post-infeccién [101].
Aunque no se ha descrito el papel que juegan otros transportadores ABC en la
supervivencia de los amastigotes de Leishmania en el interior de los macréfagos, se han
estudiado los niveles de expresién de los distintos transportadores ABC mediante
microarrays y PCR en tiempo real, en L. majory L. infantum [180]. Los resultados de
este estudio mostraron que dos genes, ABCA3 y ABCG3 estan sobreexpresados en la
formas amastigotes del parasito [180]. Curiosamente, el transportador ABCA3 de
macrofagos transporta MLF al exterior de estas células y estaria implicado en la
reduccion de la actividad de dicho farmaco durante el tratamiento de la leishmaniasis
[288]. Por otra parte, el gen ABCG3 de L. major codifica una proteina truncada que

carece de varios segmentos transmembrana asi como el motivo conservado Walker A,
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con lo cual resulta dificil predecir su papel en la supervivencia de los amastigotes en el

interior de los macréfagos [196].

En resumen, hemos identificado e iniciado la caracterizacion funcional de un
nuevo transportador ABC de L. major que poseen una localizacion dual. Aunque tanto el
sustrato de ABCI3 como su papel en la fisiologia del parasito todavia deben dilucidarse,
nuestros resultados muestran que ABCI3 juega un papel relevante en la susceptibilidad a
antimonio en L. major. Debido a que la delecion parcial de ABCI3 genera parasitos mas
resistentes a Sb™ que los parasitos wt, la inactivacion de ABCI3 no parece ser, a priori,
una buena estrategia terapéutica a seguir contra Leishmania. Sin embargo, la
caracterizacion de ABCI3 aporta nueva informacidn relevante en relacion a los diversos e
intrincados mecanismos de resistencia en el parasito. ABCI3 es una proteina Unica de
tripanosomatidos y es el primer transportador ABC descrito en Leishmania que le
confiere resistencia a los parasitos cuando se deleciona parcialmente. Proximamente
centraremos nuestros esfuerzos en la identificacion de otros transportadores que podrian
estar interaccionando con ABCI3 en la membrana plasmatica, ademas de identificar los
sustratos fisiologicos de ABCI3 utilizando vesiculas invertidas de membranas
plasmaticas, enriquecidas con ABCI3, derivadas de las células de insecto Sf9 [289].
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Hemos identificado el gen ABCI3 que codifica un nuevo transportador ABC de
Leishmania major. El gen de copia Unica presente en el cromosoma 33, codifica
un hemitransportador de 1434 aminoacidos que posee el dominio de unién a

nucledtidos en el extremo C-terminal de la proteina.

Los distintos ensayos de localizacion celular realizados nos han permitido
determinar que el transportador ABCI3 se localiza simultaneamente en la

membrana externa de la mitocondria y en la membrana plasmatica del parasito.

Los parasitos mutantes nulos parciales para ABCI3 (ABCI3"") presentan un
fenotipo de resistencia a antimonio y arsenito, siendo casi cinco veces mas

M, Los parasitos

resistentes a Sb™ y siete veces mds resistentes a As
complementados  ABCI3""::3XFABCI3pIR1SAT son capaces de revertir

parcialmente el fenotipo de resistencia.

El fenotipo de resistencia observado en los parasitos ABCI3" estd asociado a
una menor acumulacion de Sb™. Esta menor acumulacién seria el resultado de
una menor entrada de Sb™ al interior del parasito, ya que no se observaron

diferencias en el eflujo de dicho metal.

No se observaron alteraciones en la funcionalidad de la mitocondria en los
parasitos ABCI3"". Aunque no hay diferencias en el Ay, ni en los niveles basales
de ATP, los parasitos ABCI3"" poseen unos niveles basales de ROS

mitocondriales menores a los observados en los parasitos wt.

. Aunque practicamente no se observaron diferencias en la capacidad infectiva de
los pardsitos ABCI3"" comparados con los parasitos wt, los parasitos ABCI3"
mostraron una mayor capacidad de supervivencia y una mayor tasa de

replicacion en el interior de los macréfagos peritoneales de raton.
En los ensayos de infectividad en macréfagos peritoneales, las formas

amastigotes ABCI3" mostraron una mayor resistencia al farmaco leishmanicida

Pentostam® que los parasitos wt.
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ABCI3, a new mitochondrial ABC transporter from Leishmania

major involved in susceptibility to antimonials and infectivity
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ABSTRACT

We have identified and characterized ABCI3 as a new mitochondrial ABC transporter from
Leishmania major. Localization studies using confocal microscope, surface biotinylation
assay and trypsin digestion after digitonin permeabilization suggested that ABCI3 presents
a dual localization in both mitochondria and plasma membrane. Using single-knock out
parasites for ABCI3 (ABCI3""), we provided evidence that ABCI3 is directly involved in
Sb™ and metal ions susceptibility. Attempts to obtain double knock-out parasites for ABCI3
were unsuccessful, suggesting that ABCI3 could be an essential gene in L. major. ABCI3""
promastigotes were 5-fold more resistant to Sb™, while ABCI3"" amastigotes were
approximately 2-fold more resistant to Sb'. This resistant phenotype was associated with a
decreased Sb™ accumulation due to a decreased Sb™ uptake. ABCI3" parasites presented
higher ATP levels and generated less mitochondrial superoxide after Sb™ incubation.
Finally, we have observed that ABCI3"" parasites showed a slightly higher infection
capacity than wild-type and add-back ABCI3""::3xFABCI3 parasites; however, after 72 h
the number of ABC3* intracellular parasites per macrophage increased significantly. Our
results show that ABCI3 is responsible for Sb™ transport inside mitochondria, where it
would contribute to enhance the general toxic effects caused by Sb™. To our knowledge,
ABCI3 is the first ABC transporter which is involved in susceptibility towards antimony,

conferring Sb™ resistance to parasites when partially deleted.
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INTRODUCTION

Protozoan parasites belonging to the genus Leishmania are the causative agents of a
group of diseases known as leishmaniasis. With an estimated 1 million new cases and
20,000 to 30,000 deaths, leishmaniasis is still one of the world s most neglected tropical
diseases (1). In the absence of an effective vaccine, current treatment relies mainly on
chemotherapy. The usual drugs for leishmaniasis include pentavalent antimony (SbY), the
antibiotic amphotericin B, the oral drug miltefosine and the aminoglycoside paromomycin
(2). Unfortunately, treatment choice is frequently dictated by economic considerations,
and being pentavalent antimonial compounds one of the most affordable, makes them the
most widely used drugs in Africa and Latin America. On the other hand, the severe side
effects including pancreatitis, cardiac and renal toxicity (3), the high treatment failure rate
(up to 65%) and the emergence of resistance made the drug obsolete in the Indian
subcontinent (3). The analysis of antimony resistance mechanisms in Leishmania has
revealed that several mechanisms may occur simultaneously and also different
mechanisms may operate in field isolates compared to lab-generated resistant Leishmania
parasites (4, 5). One known mechanism of resistance to antimony in Leishmania involves a
reduction in its accumulation, either by reduced uptake or increased efflux, with the latter
being mediated by different ABC transporters: ABCC3 (also known as PgpA or MRPA) (6,
7), ABCI4 (8) and ABCG2 (9).

ABC (ATP-binding cassette) transporters are a family of ubiquitous integral membrane
proteins that couple hydrolysis of ATP to translocation of substrates across cellular
membranes. Major physiological functions of eukaryotic ABC transporters include the
translocation across lipid bilayers of a wide variety of endogenous metabolites (sugars,
aminoacids, phospholipids, ions, among others) and cytotoxic compounds (10). The
essential structure of an ABC transporter consists of two highly conserved nucleotide
binding domains (NBD), which bind and hydrolyze ATP, and two hydrophobic
transmembrane domains (TMD), with six membrane-spanning helices each. Eukaryotic
ABC transporters can be organized either as full transporters (two NBD and two TMD) or
as half-transporters, containing one NBD and one TMD. Half-transporters require
dimerization in order to assemble a functional protein (11).
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With its 42 ABC ORFs identified, Leishmania is the protozoan parasite with the largest ABC
transporter data set. Several have been studied and many of them play a relevant role in
resistance to different drugs. L{ABCB4 was shown to confer resistance to miltefosine and
edelfosine (12), and its copy number was found to be correlated with the accumulation of
Pentamidine in Leishmania enrietti (13). ABCC3 is frequently amplified in Leishmania
parasites that are selected for resistance to first line antimony and arsenite containing
drugs, and it presents the ability to sequestrate thiol-conjugated metals in intracellular
vesicles close to the flagellar pocket (14, 15). Overexpression of ABCG4 and ABCG6
transporters resulted in resistance to miltefosine in Leishmania infantum, while
overexpression of the ABCG6 transporter is involved in camptothecin resistance in
Leishmania donovani (16-18). A new ABC transporter from the previously unknown ABCI
group of transporters was described in our laboratory. ABCI4 is involved in drug
susceptibility to antimony and other compounds by efflux of conjugated thiol complexes
(8). Recently, overexpression of ABCG2 was also shown to confer resistance to antimony

in Leishmania major, by sequestering and efflux of metal-thiol conjugates (19).

The aim of our work was to study the functionality of ABCI3 transporter from L. major
(LmjF.33.3040), a member of the recently described subgroup of ABC transporters that
don 't belong to any of the subfamilies previously described in eukaryotes, which are only
found in trypanosomatids (20). Although membrane proteins mediate many vital biological
processes and may represent promising novel targets against leishmaniasis, most of them
remain unexplored in Leishmania. In order to begin to understand the role ABCI3 plays in
the biology of L. major, functional studies where carried out using single-knock out
parasites for ABCI3 (ABCI3""). Attempts to obtain double knock-out parasites for ABCI3
were unsuccessful, suggesting that ABCI3 could be an essential gene in L. major. Our
main goals were to determine the possible role this protein plays in drug resistance and in
macrophage infectivity in L. major.
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MATERIALS AND METHODS

Chemicals. All chemical compounds were of the highest quality available and were
purchased from Sigma-Aldrich, unless otherwise stated. Miltefosine was purchased from
Ffterna Zentaris (Frankfurt, Germany). Pentostam and tafenoquine were provided by
GlaxoSmithKline (Greenford, United Kingdom). MitoTracker Deep Red, MitoSOX Red and
JC-1, were from Molecular Probes™ (Invitrogen). Zinc-protoporphyrin and Zn-
mesoporphyrin IX were purchased from Frontier Scientific (Logan, UT).

Animals. Eight-week-old male BALB/c mice were purchased from Charles River Breeding
Laboratories and maintained in the Animal Facility Service of our Institute under pathogen-
free conditions. They were fed a regular rodent diet and given drinking water ad libitum.

These mice were used to collect primary peritoneal macrophages.

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

Bioinformatic tools. Search for homology patterns and multiple sequence alignments

were done with BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) and Clustal Omega

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) programs respectively. Secondary structure

and membrane topology prediction softwares were used: TopPred 1.0
(http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py#forms::toppred) and the  Constrained

Consensus Topology prediction server: CCTOP (http://cctop.enzim.ttk.mta.hu/).

Leishmania culture conditions. L. major promastigotes (MHOM/JL/80/Friedlin) were
cultured at 28 °C in modified RPMI medium supplemented with 10% heat-inactivated fetal
bovine serum (hiFBS; Invitrogen).

DNA constructs and generation of ABCI3 null mutant parasites. To create ABCI3

deleted mutants, the L. major ABCI3 open reading frame (ORF) was genetically targeted
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for removal by homologous recombination using gene deletion constructs containing
phosphotransferase genes conferring resistance to hygromycin (HYG) or neomycin (NEO).
Homologous 5- and 3'- flanking regions were amplified using the following primers:
5'UTRFw (5'- AGATCTAGCCGGTGTAACTCACAGCA-3"), 5'UTRRv (5-
ATTTAAATGCCGCAACCCTGTAACGACG-3"), 3'UTRFw (5'-ATTTAAATTCTA
GAGTGCATGCTCAACACCTCGC-3") and 3'UTRRv (5- GATATCTCACCCGGTCCATCAGTGGT-
3"). PCR products were ligated in pGEM-T vector and confirmed by sequencing. Previous to
transfection, constructs were linearised with Mol and EcoRV restriction enzymes and
purified. Parasites were electroporated with 5 ug of the targeting fragment using Amaxa
Human T Cell Nucleofector™ kit. Transfectant colonies were obtained by limit dilution on
96-well plates or by plating on semisolid modified RPMI medium with 10% hiFBS
containing 20 pg/mL hygromycin B or 10 pg/ml G418. At least 20 clones from two
independent transfections were checked by PCR and 4 positive clones from each

transfection were confirmed to be single-knock out by southern blot analysis.

ABCI3 (GeneDB L. major accession no. LmjF.33.3040) was isolated from genomic DNA of
L. major by PCR using primers ABCI3Fw1 (5'- GTCCCGGGATGCAAGCACTGACTAGGCG-3")
and ABCI3Rv1 (5'- GACCCGGGTCTGAAGCAGCAACGGAGT-3"). For homologous expression
of the untagged version of the protein, the ABCI3 gene was cloned in the Leishmania
expression vector pXG. To produce ABCI3 fusion proteins with green fluorescent protein
(GFP), either at N- or C-terminus, pXG-GFP+2" and pXG-' GFP+ vectors were used and
the following primers: ABCI3Fw2 (5'- ATGCGGCCGCTGTATGACGTGTGAACCGCTG-3"),
ABCI3Rv2 (5'- CACAATTGG TGACACGCCACGCCATCGTCGTGC-3") for cloning in pXG-
GFP+2" and ABCI3Fw2 and ABCI3Rv3 (5'- CTAATATTAGAAGCCGCGTTGGCGCCCGCC-3")
for cloning in pXG-"GFP+.

To obtain parasites expressing non-functional ABCI3, a mutation was introduced in the
Walker A motif of the ATP-binding domain, replacing Lys 1088 with Met using the
QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis kit (Agilent Technologies) and the following
sense (5'-CCAAGTGGGGCAGGAATGAGTTCGCTCAATCT-3") and antisense (5'-
AGATTGAGCGAACTCATTCCTGCCCCACTTGG-3") primers. The resulting mutated gene
ABCIF™ was cloned into the Leishmania expression vectors pXG and pXG-GFP+2'. ABCI3
was also cloned in the pIR1SAT vector, with a 3xFLAG peptide tag (3xF) with the following
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sequence: MDYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDKPG at the N-terminus of the protein, and the
complete 3’ flanking region of the gene. This last construct was used for complementation
through episomal expression in ABCI3"" parasites. The resulting add-back line will be
referred to as ABCI3""::3xFABCI3 parasites from here on.

Southern blotting. Probe labeling and detection were done using DIG-High Prime DNA
labeling and Detection Kit (Roche). For DIG labeling, target sequences were amplified by
PCR using specific primers for 3 different probes: (i) for the ABCI3 probe, sense (5°-
GCAGACAGTGTGGAAGC-3"); antisense (5 -CGAAGTAGTCCACATGCGC-3") primers; (ii) for
the HYG probe, sense (5°-CAGCGAGAGCCTGACCTATTGC-3"); antisense (5°-
GATCGGACGATTGCGTCGCAT-3") primers, and (iii) for the 3 'UTR probe, sense (5'-
TCTACCGTGTCGGGCTTTGT-3'); antisense (5'-GAACCGTGCTGGTTCACCTT-3") primers. The
PCR products were gel purified and 1 pg of the purified products was labeled with DIG
according to the manufacturer’s instructions. Leishmania genomic DNA (6 ug) was
digested overnight with £coRV (Roche). The digested DNA was run on a 0.7% low melting
point agarose gel and transferred onto positively charged nylon membranes. Blots were
detected with anti-DIG-AP antibody solution (1/1,000) following the manufacturer’s

instructions.

RNA isolation and gene expression analysis. Total RNA was isolated from 50 x 10°
log-phase promastigotes using the total RNA isolation kit (Roche). cDNA was synthesized
from 1 pg total RNA using gSCRIPT™ cDNA synthesis kit (Quanta Biosciences, Inc),
according to the manufacturer’s instructions. All real-time PCRs were performed in
triplicate in a 10 pL volume, using SYBR green as reporter dye in a CFX96 Touch Real-
Time PCR Detection System (BioRad). The analysis of gene expression was performed

using the 247

method, employing trypanothione reductase (TR) as reference gene. Copy
number determination was achieved by absolute quantification, using the standard curve

method with genomic DNA from L. major and 7R as reference gene.

Drug susceptibility analysis. The susceptibility of L. major promastigote lines to
different compounds was determined using the MTT colorimetric assay, as described
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previously (21). The 50% effective concentration (ECsp) is the concentration of drug that

decreases cell growth by 50%.

Fluorescence microscopy. Promastigotes overexpressing ABCI3 GFP-fused proteins
were used for co-localization studies. Parasites were labelled with 50 nM MitoTracker
DeepRed FM for 30 min at 28°C in RPMI medium without hiFBS. They were washed with
PBS and analyzed under a TCS SP5 model confocal microscope (Leica) without fixation.

Co-localization analysis was performed with Fiji image software using JaCOP plugin.

Cell surface biotinylation. Parasite surfaces were labelled as described previously (9)
with some modifications. Briefly, promastigotes (1 x 10%) were washed with PBS and
incubated on ice with 1 mM EZ-Link Sulfo-NHS-SS-biotin (Pierce, Thermo Fisher, Rockford,
IL) in 1 ml PBS for 60 min at 4°C. The reaction was stopped by washing the cells three
times with PBS supplemented with 50 mM Tris-HCI. Parasites were then incubated on ice
with lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl) supplemented with IGEPAL® CA-
630 2% and SDS 0.1% for 60 min. The supernatants obtained from the previous lysate
were incubated for 1 h at 4°C with 100 pl of packed streptavidin-agarose (Pierce)
prewashed in the previous lysis buffer. Agarose beads were washed four times with 1 ml
of lysis buffer and the biotinylated proteins eluted in 30 pl of 2x Laemmli buffer. Protein
samples were fractionated by SDS-PAGE under standard conditions, then
electrotransferred onto Immobilon P membranes (Millipore, Bedford, MA).
Immunodetection was performed using 1:5,000 polyclonal anti-GFP or 1:10,000
monoclonal anti-gp63, respectively, in PBS plus 0.01% Tween 20 and 0.1% BSA. Control
of plasma membrane (PM) integrity was determined by immunodetection with monoclonal
anti-cytosolic tryparedoxin peroxidase (cTNXPx) antibody (a gift from Ana M. Tomas,
IBMC, Porto, Portugal) at 1:6,000 dilution. After washing, membranes were incubated with
horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit (1:5,000) IgG (Dako) secondary
antibody for anti-GFP, and rabbit anti-mouse (1:5,000) IgG (Dako) for anti-gp63 and anti-
CTXNPx. Signals were detected using the ECL western blotting substrate (Pierce).

Digitonin permeabilization and Western Blotting. For digitonin permeabilization, 25

x 107 parasites were washed twice in ice-cold PBS. 40 x 10° parasites were resuspended in
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100 plI lysis buffer (150mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, pH 7.8-8) for each digitonin
concentration used (0, 20, 50, 100 and 500 uM). After the addition of digitonin, parasites
were incubated on ice for 30 min. Tubes were split in two, one for the control condition
and one for trypsin digestion. Trypsin was added at a final concentration of 0.06 mg/mL
and parasites were incubated at room temperature for 10 min. Tubes were centrifuged at
14,000 xg for 30 s and pellets were washed with lysis buffer containing PMSF and
protease inhibitor cocktail (Thermo). Pellets were resuspended in urea cracking buffer (5M
Urea, 10 mM Na,HPO,, 1% B-mercaptoethanol, 1% SDS). Lysates were kept on ice for 20
min, Laemmli buffer 4X was added and samples were heated at 95 °C for 5 min before
loading them in 8% acrylamide gels for SDS-PAGE. Proteins were transferred to PDVF
membranes (Millipore) and blots were blocked overnight with 5% skimmed milk in PBS.
Primary rabbit anti-GFP polyclonal antibody (Molecular probes), anti-3-hydroxy-3-methyl-
glutaryl Coenzyme A synthase (anti-HMGS) (kindly provided by D. Gonzalez Pacanowska
and L.M. Ruiz-Perez) and anti-cTXNPx antibody were used at 1:5,000, 1:100,000 and
1:6,000 dilutions, respectively in PBS 0.1% Tween 20, 0.1% BSA. Horseradish peroxidase-
conjugated goat anti-rabbit IgG secondary antibody (Dako) was used at 1:5,000 dilution
for anti-GFP and anti-HMGS, and rabbit anti-mouse immunoglobulin G (Dako) for anti-
CcTXNPx was used at 1:5,000 dilution, in the same buffer. Antibodies were incubated for 1
h with the membrane and washed 3 times for 10 min with PBS, 0.1% Tween 20, 0.1%
BSA. ECL western blotting substrate (Pierce) was used to detect proteins.

Antimony accumulation and efflux. Promastigotes (108 parasites) were incubated with
100 pg/mL (163 uM) potassium antimony tartrate in M199 medium without hiFBS at 28 °C
for 30 min, washed twice with PBS, and the resultant pellet stored at -80 °C until
measurement of antimony accumulation as described previously (6). To determine
antimony efflux, wild-type (wt) and ABCI3"" parasites were preloaded with 163 pM and
326 uM Sb™, respectively, in culture medium at 28 °C for 1 h. They were washed with
PBS, resuspended in culture medium at 28 °C, and pelleted at different time points. The
cell pellet was dissolved in 200 ul of concentrated nitric acid for 24 h at room temperature.
The sample was diluted to 3 ml with distilled water and then injected into an inductively
coupled plasma mass spectrometer (ICP-MS; Perkin-Elmer) for quantitation.
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Measurement of ATP, ROS and mitochondrial membrane potential. ATP was
measured using a CellTiter-Glo luminescent assay (Promega), as described (22). After
incubation with 100 uM Sb™, promastigotes (4 x 10°/mL) in RPMI plus 10% hiFBS were
mixed with the same volume of CellTiter-Glo, and incubated at 28 °C in the dark for 10
min. The resulting bioluminescence was measured using an Infinite F200 microplate
reader (Tecan Austria GmbH, Austria). Mitochondrial superoxide levels were determined
by flow cytometry using MitoSOX Red as described (8). 1 x 10’ parasites were washed
with fresh RPMI and incubated with 5 pM MitoSOX Red at 28 ©C for 30 min. Positive
controls were then incubated with 15 uM antimycin A (Ant A) for 15 min at 28 °C. After
washing with HBS buffer (21 mM HEPES, 0.7 mM Na,HPO,, 137 mM NaCl, 5 mM KCl, and
6 mM glucose, pH 7), fluorescence was measured by flow cytometry using a FACScan flow
cytometer (excitation, 488 nm; emission, 580 nm). Mitochondrial membrane potential
(Aym) was measured by flow cytometry using Rhodamine 123 (Rho) and JC-1 fluorescent
markers, as described (8). Parasites (4 x 10° promastigotes/ml) were incubated in HBS
buffer at 28 °C with 5 yM JC-1 or 1 yM Rho for 10 min, washed once with HBS and
cellular fluorescence was measured by flow cytometry. Parasites fully depolarized by
incubation in 10 uM carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone (FCCP) for 10

min at 28 °C were used as controls.

In vitro infection of mouse peritoneal macrophages. The infection assays of
peritoneal macrophages from BALB/c mice (Charles River Ltd.) were performed as
described previously (8), with some modifications. Briefly, the adherent macrophages
placed in 24-wells plate with coverslips, were infected for 5 h at 35 °C with stationary-
phase promastigotes at a parasite-to-cell ratio of 5:1. The infection was stopped by
washing with serum free medium and the infected macrophages were incubated for 24
and 72 h. After incubation, the cultures were processed and stained with DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole dilactate). The percentage of infected macrophages and the
mean number of amastigotes per macrophage were determined by fluorescence

MiCroscopy.

Statistical analysis. Experiments were performed in triplicate, and the data are

presented as means = SD. Statistical comparisons between groups were performed using
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Student’s ¢ test. A p value < 0.05 was considered statistically significant. Statistical
analyses were carried out using the software SigmaPlot version 12.0 (Systat software
Inc.).

RESULTS
Sequence features of L. major ABCI3 gene.

ABCI3is a single copy gene from chromosome 33 (TriTryp DB L. major genome, accession
code LmjF.33.3040) which belongs to the ABC transporter superfamily. ABCI3 is a member
of the recently denominated ABCI group of transporters (8). This group comprises 4 genes
which are only found in trypanosomatids. ABCI3 only shares a high sequence identity with
orthologues genes from other Leishmania species: ~92% amino acid (aa) identity with L.
donovani and L. infantum, 90% with Leishmania mexicana and 75% with Leishmania
braziliensis orthologues (see Fig. S1 in supplemental material). However, it only shares
27% aa identity with its orthologous genes from T7rypanosoma cruzi and Trypanosoma
brucei, Sequence identity with ABCI4 and other members of the ABCI subfamily in L.
major is low, reaching only a 25% identity with ABCI4. BLAST searches of the GenBank
database found no ABCI3 related genes in other eukaryotic organisms.

According to TriTryp DB, ABCI3 codes for a 1337 aa protein with a predicted molecular
mass of ~145 kDa. Several alternative splice sites are listed, being one of them more
relevant than the others. We decided to confirm this splice leader (SL) adding site by RT-
PCR using an SL primer and an ABCI3 specific primer. Our results agree with the dominant
splice site listed. However, there are two ATG codons in phase, ATG1 and ATG2, located
26 and 317 bp downstream of the splice site, respectively. ATG2 is annotated as the start
codon for ABCI3 ORF in TriTryp DB. This new ORF starting at ATG1 would code for a
protein with a predicted mass of 1434 aa and ~156 kDa. Interestingly, this alternative
start codon is also present in the orthologues genes from L. donovani, L. braziliensis and
L. mexicana. To further characterize this gene and the ABCI3 transporter, we decided to
amplify the sequence starting at ATG1, to be sure the ORF was complete and we obtained
a fully functional protein.
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ABCI3 has a half-transporter topology, with a hydrophobic region containing several
transmembrane a-helices (TMD) and a NBD at the C-terminus, which is a highly conserved
domain characteristic of this family of proteins (Fig. 1A). Predicting membrane proteins 2-
D and 3-D structure remains a challenge, especially when there are non-orthologuous
protein structures available in the databases. Several computational tools have been
developed to improve predictions of transmembrane protein topologies. These range from
simple algorithms (e.g. TopPred (23)) to more sophisticated methods (e.g. HMMTOP (24),
Phobius (25)) and MEMSAT3 (26)). We decided to use TopPred and the CCTOP
(Consensus Constrained TOPology prediction) algorithm (27), a novel consensus topology
predictor for a-helical transmembrane proteins based on 10 state-of-the-art topology
prediction methods, to obtain topology models for ABCI3. Most of the topology models
obtained with TopPred were discarded as the NBD was predicted to be a part of the TMD.
The consensus model obtained with the CCTOP server contained a TMD with 5
transmembrane o-helices and the NBD is predicted to be located on the cytoplasmic side

of the membrane (Fig. 1B).
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Figure 1. Predicted structure of Leishmania ABCI3. A, Schematic diagram of ABCI3 protein
showing the annotated start Met residue, M98 (coded by ATG2), and the upstream Met residue, M1
(coded by ATG1), we have used in our constructs, the transmembrane domain (TMD) and the
nucleotide binding domain (NBD). The schematic representation of the NBD sequence highlights
conserved motifs found in all ABC transporters: Walker A motif, ABC signature (C-motif) and Walker
B motif. B, Schematic representation of the model obtained for ABCI3 using the CCTOP server. The
TMD is composed by five alpha-helices (grey boxes) spanning the membrane and several
connecting loops on both sides of the membrane. Conserved motifs are also shown in boxes (white,
black and grey). Given the results obtained for the subcellular localization of ABCI3 (see Fig. 2), the
extracellular side of the membrane would correspond to the cytosol, and the intracellular one, to
the mitochondrial intermembrane space.
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Localization of ABCI3 in L. major promastigotes.

To determine the subcellular localization of ABCI3, N- and C-terminus GFP-fused proteins
where created using pXG-GFP+2 and pXG-'‘GFP+ vectors. Expression was determined by
Western Blot using an anti-GFP antibody. High levels of expression were achieved in L.
major promastigotes with the N-terminal tagged protein (GFP-ABCI3) after a 2 week
selection period with 100 pug/mL NEO (see Fig. S2 in supplemental material). However,
almost no expression was obtained for the C-terminal tagged version of ABCI3 (ABCI3-
GFP) after 6 weeks (see Fig. S2). Thus, only GFP-ABCI3 transfected parasites were further
used for fluorescence microscopy co-localization studies. To study the cellular distribution
of the GFP-tagged protein, we used the mitochondrial marker MitoTracker Deep Red and
confocal microscopy (Fig. 2A). Co-localization analysis was performed using JACoP, a co-
localization plug-in available for Fiji image software. Pearsons and Manders coefficients
were calculated for each individual deconvolved image. The result of this analysis showed
that GFP-ABCI3 is localized mainly in the mitochondria of Leishmania promastigotes with a
Pearson s co-localization index of 0.75 + 0.06 and Mander "s coefficients M1 (0.63 + 0.10)
and M2 (0.66 = 0.13). Using digitonin and trypsin, the subcellular localization of ABCI3
was further studied in parasites expressing the GFP-tagged version of the protein.
Increasing concentrations of digitonin sequentially permeabilizes cell membranes on the
basis of their different levels of sterol content (28). The PM is permeabilized with low
doses of detergent, whereas glycosomal and mitochondrial proteins are released at higher
concentrations, becoming accessible to trypsin. GFP-ABCI3 accessibility to trypsin was
evaluated by Western Blot (Fig 2B). A relatively low digitonin concentration is enough to
make ABCI3 accessible to trypsin, therefore the GFP-ABCI3 band is missing from our
Western Blot at 50 pM digitonin. Antibodies against cTXNPx and HMGS, a soluble
mitochondrial matrix protein, were used as controls. Both, cTXNPx and ABCI3 were
accessible to trypsin almost at the same digitonin concentration, suggesting that GFP-
ABCI3 was localized in the outer mitochondrial membrane. HMGS was only accessible to
trypsin at the highest digitonin concentration because it is localized in the mitochondrial

matrix.

175



B
Trypsin SR = W . @
Digitonin (MM) . _ 20 50 100 500 - - 20 50 100 500
250 — e A Al
-GFP
o NG i “
55 — e w T e — L e e e a-HMGS
L RN, S a-cTXNPx
16 —
C "
o o
& &
@ &
& &
> &
5 N
<9 )

250 — v

130 — -_— - a-GFP

70—

55— -y s o6

- a-cTXNPx

16 —

Figure 2. Subcellular localization of ABCI3 in Leishmania. A, Confocal microscopy images of
L. major promastigotes expressing GFP-ABCI3 are shown. a. Green fluorescence associated with
the GFP-fusion protein is shown. b. Mitochondria labeled with MitoTracker Red. For mitochondrial
labeling, promastigotes were incubated at 28 °C with 50 nM MitoTracker Red for 30 min. ¢. The
merged image indicates co-localization (yellow) of GFP-ABCI3 and MitoTracker Red. d. DIC,
differential interference contrast. Representative parasites are shown from a population of parasites
with a similar fluorescence pattern. B, Western Blot analysis of total protein extract from L. major
promastigotes expressing GFP-ABCI3 treated with increasing concentrations of digitonin in the

176



presence and absence of trypsin. Concentrations of digitonin (20-500 uM) are indicated. cTXNPx
was used as cytosolic marker. HMGS is a soluble protein found in the mitochondrial matrix and was
used as mitochondrial matrix marker. The position of the prestained molecular weight markers are
indicated on the left. C, Biotinylated proteins from the surface of promastigotes expressing GFP-
ABCI3 were analysed by inmunoblotting with anti-GFP, anti-gp63 (positive control), and anti-
CTNXPx (negative control) antibodies. The position of the prestained molecular weight markers are
indicated on the left.

Given some previous reports of ABC transporters with a dual subcellular localization (8, 9),
we decided to determine if ABCI3 was also localized in the parasites’ PM. In order to
corroborate this, we performed a cell surface biotinylation assay. We observed small
amounts of GFP-ABCI3 localized in the PM of L. major (Fig. 2C). Subcellular fractions were
obtained and ABCI3 was recovered in the fraction eluted from the streptavidin beads and
detected with anti-GFP antibody by immunoblotting. Gp63, the major cell surface protein
in promastigotes (29), served as positive control (Fig. 2C). No bands were detected after
immunoblotting of biotinylated proteins against anti-cTXNPx. This control confirms that the
labeling reagent did not penetrate the PM, thereby demonstrating the specificity of the
biotinylation procedure. Overall, these studies suggest that ABCI3 has a dual localization in

both, the outer mitochondrial membrane and PM of Leishmania.

Generation of Leishmania ABCI3 knock-out mutants.

To find out the biological relevance of ABCI3 in Leishmania parasites, we
attempted to create single and double knock-out parasites using a gene
replacement strategy by homologous recombination. Leishmania are asexual
diploids and thus require two rounds of gene replacement to achieve this. We
generated ABCI3 knock-out constructs either with HYG or NEO selectable markers
(Fig. 3A). After one round of transfection, several HYG resistant clones were
obtained. To screen for single knock-out parasites, genomic DNA (gDNA) was
isolated from 20 HYG resistant clones and analyzed by PCR using specific primers.
18 clones were positive by PCR, and 2 of these clones were further analyzed by
southern blot (Fig. 3B) to check for the correct integration of the HYG construct in
the ABCI3 locus.
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Figure 3. Target gene replacement of one Leishmania ABCI3 allele. A, Schematic
representation of ABCI3 locus and the hygromycin construct used for gene replacement. (*) EcoRV
restriction sites. White boxes are 5'UTR and 3'UTR. Predicted restriction fragments sizes are
indicated. Black boxes below ABCI3, HYG, and 3'UTR represent gene specific probes used in
southern blot analysis. B, Southern blot of EcoRV digested genomic DNA of wt L. major
promastigotes (wt) and two representative ABCI3* clones obtained in two independent
transfections (1 and 2). The blot was hybridized with ABCI3, HYG and 3'UTR probes as indicated.
The positions of molecular markers (Kbp) are indicated on the left. C, Gene copy number
determination of ABCI3 in wt and ABCI3"" parasites by gRT-PCR. The absolute quantification

178



method was used as described. The data represent the mean + SD of three independent
experiments. Statistical significance versus the control was determined by Student's ¢ test
(*p<0.01). D, Expression levels of ABCI3 in wt and ABCI3" parasites. mRNA was isolated from
each Leishmania cell line and analysed by gqRT-PCR. The data represent the mean + SD of three
independent experiments. Statistical significance versus the control was determined by Student's ¢
test (*p<0.01).

Despite several attempts, no single knock-out clone was obtained with NEO, neither by
limit dilution nor by plating on semisolid RPMI plates with 10 pg/ml NEO. Parasites isolated
that showed resistance to NEO didn "t have the cassette integrated in the ABCI3 locus, but
somehow managed to keep the resistance cassette as an episome in high copy numbers.
A similar situation happened when we tried to obtain double knock-out parasites for
ABCI3. After a second round of transfection, several clones were obtained which were
resistant to both antibiotics, but parasites still kept one copy of ABCI3 and the NEO
cassette was not integrated at the ABCI3 locus (data not shown). This could be the first
indication that ABCI3 is essential in L. major promastigotes. As it has been described
previously that some loci duplicate when attempting to obtain null mutants (30, 31), we
decided to confirm the gene copy number of ABCI3 in ABCI3" parasites using real-time
PCR (gPCR). As expected, ABCI3" parasites had half the amount of gDNA corresponding
to the ABCI3 gene than wt parasites (Fig. 3C). ABCI3"" parasites were transfected with
the pIR1SAT expression vector carrying one copy of the ABCI3 gene prior to targeting the
second allele. This complemented single knock-out parasites (ABCI3"
::3XFABCI3pIR1SAT) (see Fig. S3 in supplemental material) were then transfected with
the NEO cassette, but again, no double-knock out parasites were obtained (data not

shown).

Analysis by qPCR showed an approximate 50% reduction in mRNA levels in ABCI3"
compared to wt parasites (Fig. 3D). These results suggested an expected similar reduction
in protein levels in ABCI3"" parasites, an issue that we could not confirm due to the lack
of a specific antibody against ABCI3. To assess if the reduced expression of ABCI3
compromised the parasite’s physiology, various parameters were analyzed.
Morphologically, ABCI3"" promastigotes were identical to their wt counterparts at all

stages of their in vitro life cycle (data not shown). Also, the division rate of ABCI3*”
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parasites was identical to that of wt parasites, indicating that one copy of ABCI3is enough

to ensure promastigote growth in our culture conditions (data not shown).

Drug susceptibility profiles of ABCI3'/~ and overexpressing parasites.

Considering that some ABC transporters have been implicated in drug resistance in
Leishmania (8, 17, 19, 32), we decided to analyze whether the overexpression or partial
knock-out of ABCI3 could confer resistance to drugs and other related molecules. Different
leishmanicidal drugs including antimonials (Sb™), miltefosine, amphotericin B and

paromomycin were tested, as well as As™

, @ metal ion which has been shown to be cross-
resistant to Sb™ (33); Zn-protoporphyrin, a toxic porphyrin and validated heme analog (8)
and H,0,, a by-product of superoxide radical formation during macrophage activation (34)
(Table 1). Parasites overexpressing ABCI3 showed no resistant phenotype towards the
tested compounds (data not shown). On the contrary, ABCI3"" parasites were almost 5-
and 7-fold more resistant to Sb™ and As™ than wt parasites, respectively (Table 1). These
results suggest that metal ions could be possible substrates of ABCI3. To validate the
observed resistance phenotype, ABCI3"" parasites from a second independent transfection
event were also tested, and similar results were obtained (data not shown). To rule out
that the observed resistance was the result of other unrelated intrinsic characteristic of the
selected clones, ABCI3"" parasites were transfected with an episomal copy of the gene to
complement for the partial loss of function of ABCI3. ABCI3"::3xFABCI3 parasites
partially reverted the ABCI3"”" Sb™ resistance phenotype, being only 2-fold more resistant
to Sb™ than wt parasites (Table 1).

As ABCI3"" promastigotes were resistant to Sb™, we decided to determine if intracellular
amastigotes in infected macrophages were also resistant to Pentostam, a leishmanicidal
drug that contains SbY, which is reduced to Sb™ either inside the macrophage or within
the amastigotes (35). Pentostam susceptibility assays showed that ABCI3'" amastigotes
were approximately 2-fold more resistant to Sb" than wt parasites (Table 1). Intracellular
add-back ABCI3""::3xFABCI3 parasites showed a partial reversion of the resistance to Sb"
(Table 1).
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Table 1. Drug resistance profile for promastigotes and susceptibility to pentostam in
intracellular amastigotes of L. major lines *°

ECso (MM) = SD [RI ]°

wt ABCI3* ABCI3"'"::3xFABCI3

Spt 18+1 88 + 2 [4.9]* 43 + 1 [2.4]*
As™ 1.8 £ 0.1 12.75 £ 0.08 [7.1]* -

cd" 36+ 8 44 + 4[1.2] -
Amphotericin B 0.17 £ 0.02 0.13 + 0.03 [0.8] -

Miltefosine 20+ 1 10 £ 2 [0.5] -
Paromomycin 5.4+ 0.3 8.1 £ 0.7 [1.5] -
Pentamidine 1.85 £ 0.02 1.97 £ 0.12 [1.1] -
Tafenoquine 2.68 + 0.07 2.72 + 0.05 [1.0] -

ZnPPIX® 2.4+0.8 2.6 £ 0.4 [1.1] -

H,0, 190 + 7 187 + 6 [1.0] -

Pentostam (Sb")¢ 735 163 £12 [2.2]* 94 £ 7[1.3]

aL. major promastigotes were grown as described in Materials and Methods for 72 h at 28°C in the
presence of increasing concentration of drugs. Cell viability was determined by using an MTT-based
assay. Data are the means of three independent experiments £ SD.

PResistance indexes (RI) were calculated by dividing the ECs, obtained for ABCI3™ by that obtained
for L. major wt. Significant differences were determined by Student s test (* p<0.001).

“ECso for Zn-protoporphyrinIX (ZnPPIX) was determined by measuring total ATP using CellTiter-Glo
luminescence assay.

9Macrophages infected with L. major lines were incubated at 37°C for 72h and drug activity was
determined by calculating the percentage of infected cells and the number of amastigotes per
macrophage in cultures treated with 0, 50, 100 and 200 uM of Pentostam.

-, not determined.

Accumulation and efflux of Sb™ in Leishmania lines.

A decreased accumulation of Sb™ has been previously described in parasites resistant to
Sb™ (6, 8). The accumulation of Sb™ was measured using ICP-MS. Accumulation of Sb™ in
wt and ABCI3"" parasites was time-dependent. After 60 min incubation with 163 uM
potassium antimony tartrate, wt parasites accumulated approximately 2-fold more Sb™
than ABCI3"" parasites (Fig. 4A).
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Figure 4. Accumulation and efflux of Sb™ in Leishmania lines. Antimony accumulation and
efflux was measured by ICP-MS. A, Time-dependent accumulation of Sb™. L. major wt (black) and
ABCI3"" (grey) log phase promastigotes were incubated with 163 uM Sb™ for 10, 30 and 60 min at
28 °C. B, Efflux of Sb™ was measured after wt and ABCI3" parasites were incubated with 163 and
326 uM Sb™ respectively, for 1 h at 28 °C, to obtain similar initial loads of Sb™ in both cell lines.
Parasites were then washed three times with PBS and resuspended in M199 medium without hiFBS.
Retained Sb™ was measured between 0 and 60 min. C, Accumulation of Sb™ in L. major wt (black),
ABCI3"" (grey) and ABCI3"::3xFABCI3 add-back line (white) parasites. Promastigotes were
incubated with 163 pM for 30 min at 28 ©C. Results are the means + SD of three independent
experiments. Statistical significance versus the control was determined by Student's ¢ test
(*p<0.001 and **p=0.004).

The decreased Sb™ accumulation observed in ABCI3" parasites could be the result of a
decreased uptake or an increased efflux of Sb™. To distinguish between these two
possible resistance mechanisms, we compared the efflux of Sb™ between wt and ABCI3"”
parasites after loading the parasites with Sb™ for 60 min with 163 and 326 uM Sb™,
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respectively. Efflux was also a time-dependent process but no significant differences were
observed between wt and ABCI3" parasites (Fig. 4B) despite ABCI3 being to some extent
localized in the parasite’s PM. Thus, the difference in Sb™ accumulation between wt and
ABCI3*" parasites correlates with the resistant phenotype observed in ABCI3"" parasites.
Sb™ accumulation was partially restored in ABCI3”::3xFABCI3 add-back line, in
agreement with the reversion of the resistance phenotype observed in these parasites
(Fig. 4C).

Our Sb™ accumulation results suggest that ABCI3 might be directly involved in Sb™
transport inside mitochondria, with the protein located in the outer membrane with its
NDBs located on the cytosolic side of the membrane. The observation that ABCI3 is also

localized on the parasite’s PM might imply that is indirectly involved in Sb™ uptake.

Analysis of mitochondrial function: ATP levels, ROS and Aym.

To determine if ABCI3 is essential for normal mitochondrial function in Leishmania,
we decided to study if ABCI3"" parasites showed any evidence of altered
mitochondrial function. Mitochondrial dysfunction is generally associated with an
excessive release of ROS, a decrease in Aym and ATP loss (36). We analyzed total
ATP levels in ABCI3"" parasites, using CellTiter-Glo luminescent assay. Under
normal growth conditions (28 ©°C in modified RPMI with 10% hiFBS), ATP
intracellular basal levels in wt and ABCI3* parasites were almost identical (data
not shown). However, when parasites were exposed to 100 uM Sb™, wt ATP levels
dropped to 20% within the first hour, while ATP levels in ABCI3*" parasites
remained above 50% of the initial levels after 4 h of Sb™ incubation (Fig. 5A). To
confirm for possible mitochondrial functional alterations, log-phase promastigotes
were treated with two different fluorescent probes which exhibit membrane
potential-dependent accumulation in mitochondria: JC-1 and Rho. No differences in
Aym were observed between wt, ABCI3* and ABCI3""::3xFABCI3 parasites when
using the JC-1 probe (Fig 5B). A strong Aym decrease was observed in all three
parasite lines following control treatment with FCCP, a mitochondrial membrane

potential uncoupler. On the other hand, a decrease in Aym was observed in
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ABCI3* parasites when Rho was used (Fig 5C). Although these results might
seem contradictory, they can have one possible explanation. It is well established
that Rho is a substrate for ABCB1 or P-glycoprotein, and it has been widely used to
study this transporter (37, 38). If Rho is also a substrate of ABCI3, then the lower
fluorescence observed in ABCI3" parasites could be explained because less Rho is
being accumulated inside the mitochondria of ABCI3* parasites. The electron
transport chain of mitochondria is known to be a site of ROS generation resulting
from the occasional escape of transported electrons (39). To evaluate the
mitochondrial levels of superoxide radical in wt and ABCI3"" parasites, we used
MitoSOX Red fluorogenic dye which is selectively oxidized by superoxide radical.
Intracellular ROS-dependent MitoSOX oxidation was monitored by measurement of
fluorescence emission using flow cytometry analysis. The superoxide dependent
fluorescence intensity was lower in ABCI3"" parasites compared to wt cells,
indicating that partial knock-out parasites generate less mitochondrial superoxide
under normal culture conditions (Fig. 5D). ABCI3"::3xFABCI3 parasites showed
similar superoxide levels to wt parasites (Fig. 5D). All Ant A treated parasites
showed an increase in MitoSOX fluorescence indicating an increase in superoxide

production as a result of cytochrome c reductase (complex III) inhibition.
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Figure 5. ATP, Aym and ROS levels in Leishmania lines. A, ATP levels were measured after
incubating the parasites with 100 uM Sb™ for 30, 60, 120 and 240 min. Aliquots were mixed with
an equal volume of CellTiter Glo (Promega) in a 96-well white plate, incubated for 10 min in the
dark and luminescence was determined using an Infinite F200 microplate reader. B, L. major
(black), ABCI3*" (grey) and ABCI3""::3xFABCI3 add-back line (white) were incubated with 5 pM
JC-1 for 10 min at 28 °C to determine their Aym. The FL-2/FL-1 ratio was determined by flow
cytometry analysis. Depolarization controls were pretreated with 10 yM FCCP. C, Parasites were
incubated with 1 yM Rhodamine 123 for 10 min at 28 °C, washed with PBS and fluorescence was
determined by flow cytometry. Depolarization controls were pretreated with 10 uM FCCP. The data
represents the mean + SD of three independent experiments. Statistical significance versus the
control was determined by Student's £ test (*p<0.001). D, Parasites were incubated with 5 uM
MitoSOX red in RPMI with 10% hiFBS at 28 °C for 30 min. Antimycin A (Ant A) was used as a
positive control for ROS generation. The data represents the mean £+ SD of three independent
experiments. Statistical significance versus the control was determined by Student's ¢ test
(*p<0.001).
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Infectivity and intracellular survival of Leishmania lines in mouse

peritoneal macrophages.

To compare the ability of wt and ABCI3*" parasites to infect, survive and replicate
inside host macrophages, mouse peritoneal macrophages were infected with
stationary phase promastigotes from the different Leishmania lines. The
percentage of infected macrophages and the number of intracellular amastigotes
were quantified at 24 and 72 h post-infection. To assess the infectivity of wt,
ABCI3" and add-back ABCI3""::3xFABCI3 parasites during the early stages of
infection, parasites were fixed and counted 24 h post-infection. In this case, we
observed that ABCI3"" parasites showed a slightly higher infection capacity
(~13%) than wt and add-back ABCI3""::3xFABCI3 parasites (Fig. 6A); however,
the number of intracellular parasites per macrophage was similar for all Leishmania
lines (Fig. 6B). To determine if the differences observed in infectivity at 24 h post-
infection could be related to alterations in the metacyclogenesis of ABCI3"
parasites, a PNA based assay was used, but no significant differences in the
number of metacyclics were observed between Leishmania lines (data not shown).
After 72 h, the percentage of macrophages infected with the different Leishmania
lines were similar to the results obtained at 24 h post-infection (Fig. 6A). However,
the number of ABC3* intracellular parasites per macrophage increased
significantly (1.5-fold), while the number of wt parasites remained unchanged,
indicating that intracellular ABCI3"'" parasites are more capable of withstanding the
hostile environment inside macrophages and replicate inside these cells. At 72 h
post-infection, add-back parasites carrying the episomal copy of ABCI3 showed an
intermediate phenotype (Fig. 6B), in agreement with the results obtained for Sb™

resistance and accumulation in promastigotes.
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Figure 6. Infectivity and survival of Leishmania lines in mouse peritoneal macrophages.
Infections of mouse peritoneal macrophages were carried out as described in Materials and
Methods. A 5:1 parasite to macrophage ratio was used and parasites were fixed at 24 or 72 h post-
infection and stained with DAPI. A, Percentage of infected macrophages using wt (black), ABCI3""
(grey) and ABCI3"::3xFABCI3 (white) parasites after 24 or 72 h post-infection. Statistical
significance versus the control was determined by Student's ¢ test (*p<0.001, **p<0.003 and
**%¥p=0,044). B, Mean number of wt (black), ABCI3* (grey) and ABCI3”::3xFABCI3 (white)
amastigotes per infected macrophage were determined after 24 and 72 h post-infection. Statistical
significance versus the control was determined by Student's ¢ test (*p<0.01, **p<0.05 and
***p=0.03). The data represents the means = SD of triplicate determinations and are
representative of three independent experiments.

DISCUSSION

The Leishmania genome is around 32 Mb and displays over 8300 coding genes
(40). The superfamily of ABC transporters is one of the largest families of
ubiquitous proteins; they represent 0.5 % of the Leishmania genome, which is the
protozoan parasite with the largest data set. Among many other biological
functions, ABC transporters have been shown to be an essential part of cellular
defenses against cytotoxic molecules. Genes belonging to ABCB and ABCC families

have been shown to be related to drug resistance. ABCI subfamily of transporters
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is only found in trypanosomatids, a trait that makes them interesting potential drug
targets. This group includes four genes: ABCI1I (LmjF12.1190), ABCI2
(LmjF32.2060), ABCI3 (LmjF33.3040), and ABCI4 (LmjF33.3260), all of which code
for half-transporters. In this work we used partial knock-out parasites to study the
biological relevance of ABCI3, particularly its role in drug resistance mechanisms,

macrophage infectivity and intracellular survival in L. major.

We used several computational prediction methods to obtain a topology model for
ABCI3 which helped us characterize this transporter. Unlike the NBDs, the
membrane-spanning TMDs vary considerably in primary sequence, length,
architecture, and the number of transmembrane helices between different ABC
transporters (41). Thus, the TMDs are not well conserved, probably reflecting their
role in binding to diverse substrates. Although the models that we have obtained
from TopPred and CCTOP differed greatly in some aspects, they also shared some
similarities. The predicted number of transmembrane a-helices was close to the
expected 6 membrane spanning a-helices found typically in half-transporters, and
three of them were the same in both models. The differences observed between
different methods could be a consequence of the low aa identity and conserved
structural motifs shared with other ABC transporters, as most of these methods
rely on evolutionary and homology information, which is lacking for this particular

transporter.

Subcellular localization studies showed that Leishmania GFP-ABCI3 presents a dual
localization in both mitochondria and PM. Digitonin and trypsin assay suggested
that the protein might be located in the mitochondrial outer membrane (with the
NBD facing the cytosol). Similar studies carried out in 7. brucei showed
mitochondrial outer membrane-specific voltage-dependent anion channel (VDAC)
was recovered in the supernatant after treatment with 200 pM digitonin (28).
Moreover, a mitochondrial outer membrane proteome study of 7. bruces revealed
that an ABCI3 orthologue (Tb927.2.5410) is also localized in the mitochondrial

outer membrane of 7. brucei (42). Additionally, biotinylation assays suggested that
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part of the protein is localized in the PM, where the transporter could be
interacting with other PM transporters involved in antimony uptake, such as
aquaglyceroporin (AQP1). Two ABC transporters described by our goup, ABCI4 and
ABCG2, also showed a dual localization and played a role in Sb™ resistance (8, 9).
Several other eukaryotic ABC transporters are found in mitochondria and most of
them belong to the B subfamily of ABC transporters (43). They have often been
linked to oxidative stress and iron metabolism in the cytosol and mitochondria (44-
46). Human ABCB6 was initially identified as an inner mitochondrial membrane
transporter, with its NBD facing the matrix; however, subsequent studies
suggested a dual localization, both in the outer mitochondrial membrane (with the
NBD facing the cytosol) as well as in the PM (47). Some controversial studies
suggested ABCB6 was involved in porphyrin transport (47, 48) for haem
biosynthesis, but these findings could not be reproduced in another study (49);
consequently the function of this transporter is still a matter of debate. Also, the
exact role of mammalian ABCB10 in haem formation and protection of
mitochondria against oxidative stress, including its substrate, remain unclear (50)
(51). Recently, LmABCB3, another mitochondrial ABCB transporter was described
in L. major, and was shown to play an essential role in mitochondrial haem and
cytosolic iron sulfur cluster biogenesis (52). Although ABCI3 does not belong to
this family of mitochondrial ABC transporters, we decided to study if ABCI3 could
be playing a relevant role in porphyrin transport in L. major. Toxicity assays using
Zn-protoporphyrin (Table 1) and accumulation assays with fluorescent Zn-
mesoporphyrin (data not shown) in ABCI3*" parasites showed no differences in

susceptibility or accumulation when compared to wt parasites.

Several other ABC transporters in Leishmania have been shown to be related to
Sb™ resistance and have been directly involved in Sb™ transport. PgpA from L.
tarentolae, a member of the ABCC subfamily, was shown to transport metal-thiol
conjugates to intracellular vesicles (15). Two other ABC transporters that play an

important role in Sb™ resistance were described by our group. ABCI4, a potential
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thiol-X-pump which is also involved in drug susceptibility towards antimony and
arsenite (8). Similar results were obtained with L. major parasites overexpressing
LABCG2, , which was previously described to be involved in phosphatidylserine
externalization required for macrophage infection (53). However, ABCI3
overexpressing parasites did not show a resistance phenotype towards Sb™. ABC
transporters are not the only proteins involved in antimony resistance mechanisms
and many specific proteins have also been described. AQP1 transporter, a
bidirectional membrane water channel involved in osmoregulation and glycerol
metabolism, is also responsible for Sb™ entry inside the cells (54). Overexpression
of trypanothione reductase, ornithine decarboxylase and y-glutamylcysteine
synthetase enzymes from Leishmania thiol metabolism pathways, lead to an
increase in the intracellular levels of trypanothione, also inducing resistance to Sb™
(55) (56). Antimony resistance is multifactorial, with many key proteins which are
part of a group of complex interconnected resistance mechanisms (57), which
result in a reduction of the intracellular thiol-buffering capacity and alteration of
the thiol redox potential (58). Our results suggest a possible role for ABCI3 in Sb™
transport inside mitochondria, where it would contribute to enhance the general
effects caused by Sb™. This, together with our observation that ABCI3 is partially
localized on the PM, were it could interact with other membrane transporters,
could explain the lower Sb™ accumulation inside ABCI3*" parasites and their
higher resistance levels towards Sb™. Cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator (CFTR), a member of the MRP subfamily of ABC transporters, functions
as a regulator of other membrane transport proteins, among which are several
aquaporins (59). CFTR partially localizes and interacts with aquaporin 9 and plays
a role in the regulation of this transporter in epithelial cells (60). Further studies
will be required to determine if ABCI3 is interacting with AQP1 or other membrane

transporters and how these interactions might be altering the uptake of Sb™.

Although the wt phenotype could not be completely restored in ABCIZ"

::3XxFABCI3 parasites, these parasites showed a midway phenotype between wt
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and ABCI3"" parasites. There are some previous reports of only partial phenotype
recovery when attempting to re-express a previously deleted gene in Leishmania,
but all studies were done with null mutants. When L. infantum cystein peptidase
gene (L/CPA) was re-introduced into the CPA locus of Alicpa parasites, the loss of
virulence of the null mutant was only partially restored in one of the
complemented clones, and did not show any recovery at all when tested in /n vivo

experiments (61).

Whatever the physiological substrate of ABCI3 transporter may be, the
mitochondrial function of ABCI3"" parasites does not appear to be compromised,
at least in our specific working conditions. Given the lower basal levels of
mitochondrial superoxide found in ABCI3"~ compared to wt parasites, the lack of
one ABCI3 allele could become an advantage to ABCI3"" parasites. During
infection, Leishmania parasites are able to survive inside macrophages. It is
possible that ABCI3" parasites are able to cope better with situations of
increased stress, such as ROS production during macrophage infection. This could
also explain the differences observed in infectivity and why ABC3"" intracellular

parasites are more resistant to Pentostam during macrophage infection.

In conclusion, we have identified and characterized ABCI3, a new mitochondrial
ABC transporter from L. major. The physiological role of ABCI3 remains to be
established. Taken together our results suggest an important role for ABCI3 in
antimony resistance. Inactivation or inhibition of this particular transporter does
not seem to be a good strategy to use against Leishmania, as ABCI3" parasites
were 5-fold more resistant to Sb™. To our knowledge, ABCI3 is the first ABC
transporter which is involved in susceptibility towards antimony, confering Sb™
resistance to parasites when partially deleted. Future activities will be directed
towards the elucidation of the substrates transported by ABCI3 using Sf9 PMs
enriched with ABCI3 (62). We have described a novel and unique trypanosomatid
protein, established its relevance and contributed to the understanding of the role

it plays in the complex resistance mechanisms towards Sb™ found in Leishmania.
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