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BCECF tetra-acetoximetil2 ‘,7 ‘-bis-(carboxietil) 5,6, carboxifluoresceina
BSA seroalbúminabovina
CRí receptordel componenteC3 del sistemade complemento
CR3 receptordel componenteC3bi del sistemade complemento
DFMO difluormetilomitina
DMSO dimetilsulfóxido
EDTA ácidoetilendiaminotetraacético
EGTA ácidoetilen-glicol-bis(P-aminoetiléter)N,N,N‘,N ‘-tetraacético
Fc regiónconstantede las inmunoglobulinas
FCCP carbonil cianidap-trifluorometoxifenil-hidrazona
GIPL glicoinositolfosfolípido
GM-CSF factorestimulantede formaciónde coloniade granulocitos-macrófagos
GPI glicosilfosfatidilinositol
HBSS soluciónsalinaHankssin glucosa
HEPES ácidoN-(2-hidroxietil)piperazina-N‘-2-etanosulfónico
HIV virus de inmunodeficienciahumana(humanimmunodeficiencyvirus)
HPLC cromatografialíquidade alta presión
hsp proteínadechoquetérmico(heatshockprotein)
IFN y interferóngamma
IL interleucina
iNOS oxido nítrico sintetasainducible
IR infrarrojo
LD50 dosisletal media
LFA antígenode linfocitos asociadosaftnción
LPG lípidofosfoglicano
LPS lipopolisacárido
M-CSF factorestimulantede formaciónde coloniade macrófagos
MDR gen de multirresistenciaa fármacos(multidrug resistance)
MOPS ácido4-morfolinosulfónico
MTT bromurode 3 ~(4,5..dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraZolio
NK célulaasesina(naturalkiller)
NO óxido nítrico
O. M. 5. OrganizaciónMundial de la Salud
PBS tampónfosfatosalino
PU fosfoglicano
PKC proteínakinasaC
ppm partespormillón
PPO 2,5-difeniloxazol
RMN resonanciamagnéticanuclear
SDS dodecilsulfatosódico
SFBI suerofetal bovino inactivadoporcalor
T tesla
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TCA ácido tricloracético
TEA ácido trifluoracético
TGF ~3 factorde crecimientotumoralbeta
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TV subconjunto 2 de linfocitos T cooperadores
TNF a factorde necrosistumoralalfa
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1. INTRODUCCIÓN





Introducción

1.1. BIOLOGÍA DE LEISHMANIA

Le¡shmaniaesun protozooparásitode vertebrados,incluido el hombre,pertenecientéa la familia

Trypanosoniatidaey causantedel conjuntogenéricode patologíasdenominadoleishmaniasís,

cuyos cuadros clínicos son muy diversosy dependentanto de la especiede Leishmania

responsablede la infeccióncomo delestadoinmunológicodel hospedador(Alvar, 1994;Alvar et

al., 1997). Su distribución comprendezonastropicales y subtropicales,alcanzandozonas

templadas.

La incidenciamundial de la enfermedadse cifra en 14 millones de casoscon 400.000

nuevoscadaaño(Ashford et al., 1992)sin tendenciaa disminuir, debidoadiversosfactorescomo

la colonizaciónde áreasendémicas,el aumentodecepasresistentesalos distintosfármacosusados

parasu tratamiento(Grogíetal., 1992)y la asociaciónde infecciónde Leishmaniacon estadosde

inmunodepresión,tales como los producidospor tratamientosen transplantesde órganos,

leucemiaso infecciónpor HIV (Alvar, 1994;Alvar etal., 1996;Alvar et al., 1997); la OMS. ha

estimadoqueentreun 1% y un 5% de pacientesconHIV en el áreamediterráneadesarrollarán

leisbmaniasis(Anónimo, 1991).

EnEspañael agentecausanteesLeishmania infantum,pertenecienteal complejodonovani

(Alvar, 1988).El númerode casosanualesdeclaradossesitúaalrededorde 120-130,aunqueel

número de leishmaniasiscutáneasque autocuran y que no son declaradaspuede ser

considerablementemayor.Alrededorde un 80% de los cuadrosvisceralesenadultosseasocian

a infecciónpor HIV (Alvar, 1994; Alvar et al., 1996; Alvar et al., 1997).A excepciónde las

leishmaniasisantroponóticasde Chinae India, dondeel hombreesel reservoriode la enfermedad,

y el nuevociclo descritoen drogadictos(Alvar et al., 1997),la leishmaniasisesunaenfermedad

zoonóticamantenidapor mamíferossalvajeso domésticos,como ocurreen Españacon el perro,

y en menormedidael zorro y la rata(Marín et al., 1982).

Conforme al cuadro clínico de la enfermedad,la OrganizaciónMundial de la Salud

establecetresformasprincipalesde la enfennedad(Anónimo, 1990):
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Introducción

a) Lcishrnaniasisvisceralo kala-azar.-Afectaatodo el sistemaretículoendotelial(hígado,bazo,

médula ósea y ganglios linfáticos), es la forma más grave y está producidapor especies

pertenecientesal complejodonovani.

b)Leishmaniasiscutánea.-Varíadesdemanifestacioneslevescomoel llamadobotónde Oriente,

producidopor distintasespeciesde Leishmaniapertenecientesa los complejostropica y major,

a casoscrénicosmásgravestípicosdel NuevoMundo propiasde los complejosmexicanay de

algunas especiesdel complejo braziliensis (Leishmania braziliensis peruviana). Algunos

zimodemasde Leishmania infantum pueden causar leishmaniasiscutáneas (Gradoni y

Gramiccia,1994).

c) Leishmaniasismucocutánea.-Provoca mutilaciones extensaspor pérdida del tejido

cartilaginosoen la cavidadorofaríngeay tabique nasalen las infeccionespor leishmaniasdel

complejo brazilíensís.

1.1.1. TAXONOMÍA

Dentro del Reino Protista, Leishmania se encuentra en la Clase Zoomastigophorea

correspondientea los protozoosflageladosquecarecende actividadfotosintética.La presenciade

unamitocondriaúnica,quecontieneunaestructuraespecialrica en DNA llamadakinetoplasto,

le sitúaen el OrdenKinetoplastida;al cualtambiénpertenecenlos tripanosomas,tantode África

comode América(Levineetal., 1980),quedannombrea la familia (FamiliaTrypanosomatidae)

y hacereferenciaal aspectoretorcidoobservadoal microscopioóptico.

La sistemáticadel GéneroLeishmaniocomprendíaun elevadonúmerode subespecies.En

1990 el comité de expertosde la O.M.S. recomendéla eliminaciónde las subespeciesdándoles

rangode especiesy la divisién del géneroendossubgénerosLeishmaniay Viannia, dentrode los

cualessehan establecidocomplejosque agrupana las especiesbasándoseen las similitudes

existentesentrelas mismas(Anónimo, 1990).

En el presentetrabajose han utilizado las especiesLeishmaniap¿/¿ino¿del complejo

mexicana,Leishmaniadono-va,iidel complejodonovaníy Le¡shrnaniatropica del complejomajor.
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Introducción

1.1.2. CARACTERISTICASDE LEISHMANL4

Suscaracterísticasdiferenciales,muchasdeellascompartidasconotrasespeciesde la familia, han

sido descritaspor Molyneux y Killick-Kendrick en 1987:

a) Presenciade kinetoplasto.-Estructuramuy rica en DNA incluida dentro,de la única

mitocondria, situadapordetrásdela bolsaflagelar. EL DNA seencuentraestructuradoen círculos

concatenadosque constituyen los maxi- y minicírculos. El número de copias es de

aproximadamente25-50paralos maxicírculosy de 5000-10000paralos minicírculos(Shlomai,

1994). Los maxicírculoscodifican ciertas proteínasmitocondrialesy los RNA ribosomales,

mientrasquelos minicírculoscodificanlos transcritosguíaparala edicióndel mRNA mitocondrial

(Stuart, 1995).

h) Reproducciónasexual.-Las dosformasde Leishmaniasedividen por fisión longitudinal

simple. Durantela división celularno desaparecela membrananuclear,espor tanto unamitosis

cenada.En algunostripanosomassehanobservadofenómenosde diploidía(Kooy et al., 1989),

así como intercambio de material genéticoentre promastigotesen infeccionesmixtas con

Leishmaniamajor en Phlebotomuspapatasí (Pantonet al., 1991), y fusión de núcleos de

amastigotesintracelularesen variasespeciesde Leishmania(Kreutzeret al., 1994).

c) Microtúbulos subpeliculares.-Una característicade la Familia Trypanosomatidaees la

presenciadeun sistemade microtúbulosparalelosentresíy subyacentesa la membranaplasmática

que discurrende forma helicoidal con respectoal eje longitudinal de la célula, destinadosa

proporcionarrigidez a la misma (Angelopoulos,1970),que implica el confinamientode los

procesosde exo- y endocitosisa la bolsaflagelar.

d) Presenciade glucosoma.-Los kinetoplástidasonlos únicoseucariotasconocidosdondela

mayorpartede las enzimasglucolíticasse encuentrancontenidasen un orgánulodenominado

glucosoma,con ciertassimilitudescon los peroxisomas(Michelsy Opperdoes,1991).
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1.1.3. CICLO VITAL DE LEISHAL4NIA

Para completarsu ciclo vital las especiesdel género Leishmania precisanun hospedador

vertebradode sangrecalientey un hospedadorinvertebradoqueesun dípterode la subfamilia

Phlebotominae(FamiliaPsychod¡dae).En el Viejo Mundo las especiesprincipalesimplicadasen

la transmisióndela leishmaniasisse encuentranenglobadasen el GéneroPhlebotoñzus,mientras

queen el NuevoMundopertenecenprincipalmenteal GéneroLutzomyia.Los adultostienenun

tamaño aproximado de 2 mm y están recubiertospor numerosascerdas; son de hábitos

crepuscularesy habitanenpequeñasmadriguerasy oquedades.Pasanpor cuatroestadoslarvarios

x solamentelas hembrasadultassonhematéfagas(Killick-Kendrick, 1978).Cuandoéstaspican

a un mamíferoinfectadoconLeishmaniaadquierencon laingestade sangremacrófagosinfectados

con amastigotesintracelulareso amastigotescirculantesen sangreperiférica.Los macrófagosson

lisados en el interior del tubo digestivo del mosquito,dejandolibres a los amastigotesque

rápidamentesetransformanenpromastigotes.Existe tantoun cambiode pH ensuhábitat,del pH

ácidode lavacuolaparasitófora(Rivasy Chang, 1983)al alcalino-neutrodel tubo digestivo,como

un cambiode temperatura,de los 370C del hospedadorvertebradoa los aproximadamente250C

del flebotomo.

Los promastigotesson liberadosen el tubo digestivo por destrucciónde la membrana

peritrófica,originadaapartirdel epiteliodel tubo digestivodel flebotomo,y encargadade confinar

la ingestade sangreen su interior. El parásitojuegaunaparteactivaensuliberaciónpor secreción

de quitinasas(Schleinet al., 1991). Posteriormentesefijan al epitelio del tracto digestivo del

mosquito,introduciendosus flagelos entrelos microvilli de las célulasepitelialesy formando

estructurasde anclajesemejantesa hemidesmosomas(Killick-Kendrick, 1990). Existe una

migración de los promastigoteshacia la faringeprovocadapor la ingestade azúcaresen la

alimentaciónde la hembra,sin embargopromastigotesde Leishmaniainfantumsoncapacesde

terminarsudesarrolloen el interior de Ph/ebotomusperniciosusalimentadosunicamentecon

sangre (Schlein, 1993). En estanueva localizaciónlos promastigotessufren el procesode

metaciclogénesispor el que adquiereninfectividad (Sacks,1989),pasandoa la probóscidey

permaneciendoen ella hastasuinoculaciónen otro hospedadorvertebradoen unanuevaingesta

de sangre.En la figura 1 se muestraun esquemadel ciclo biológico de Leishman¡a.
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La infectividadde los promastigotescs incrementadapor la salivadel flebotomo(Lerner

y Sboernaker.1992) que poseepropiedadesvasodilatadorasy de permeabilizaciónvascular,

debidasa componentescomo el maxadilano.aisladode Lutzomyialongipalpis (Ribeiroet al.,

1989),un péptidovasodilatadormáspotenteinclusoqueel CGRP(calcitoningenerelatedpeptide)

que era el vasodilatadormás potenteconocido(Lerner et al., 1991); o como las apirasasque

impidenla agregaciónplaquetariamediadapor hidrólisisde ADP y ATP (Ribeiroet al., 1989).
A-

Dentrodel hospedadorvertebradolos promastigotesmetacíclicossonfagocitadospor los

macrófagosdel sistemaretículoendotelial,incluidosen unavacuolafagocíticaquesefusionacon

lisosomasformandola vacuolafagolisosomal.dentrode la cualel promastigotesetransformaen

amastigotedondeposterionnentese multiplica hastalisar la célula hospedadora;los amastigotes

liberadosinfectannuevosmacrófagos(Changet al., 1985).

1.1.4.CAMBIOS INTERESTADIO

Ensu ciclo vital Leishmaniapasapordosambientesmuy diferentes,el tubo digestivodel vector

y la sangredel hospedadorvertebrado,querequierenadaptacionesprofundasy específicasen la

biologíade cadaestadodel parásito,reflejadasen la tabla 1.

1.2. MEMBRANA PLASMÁTICA DE LEISHMANIA

La membranaplasmáticade Leishmaniaesla estructuraquerelacionaal parásitocon el medio

exterior. De ella dependeel transponede metabolitos,el mantenimientode gradientesiónicosa

travésde ella y los componentesestructuralesque preservana la célula de lasfuerzasfisicasdel

exterior.
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FIGURA 1.- Ciclo biológico de Le¡shman¡a.

1) inoculación de promastigotes, por picadura del flebotomo, en el mamífero hospedador; 2> entrada del
promastigote en las células macrofágicas; 3-4) diferenciación de promastigote a amastigote en el
fagolisosoma de la célula infectada; 5-6) multiplicación de los amastigotes; 7) rotura del macrófago
altamente parasitado y liberación de amastigotes; 8) fagocitosis de los amastigotes liberados por parte de
nuevos macrófagos, diseminación de la infección: 9) ingestión de macrófagos parasitados durante la
alimentación hematófaga del flebotomo; 10-11) lisis de los macrófagos y liberación de los amastigotes: 12;
transformación en promastigotes; 13-14) unión de los promastigotes a las células del epitelio digestivo del
flebotomo: 15-16> migración hacia la probóscide y transformación en promastigotes infectivos.
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TABLA 1.- CARACTERíSTICAS PRINCIPALES DE LOS DISTINTOS ESTADOS DE

LEISHMANIA

PROMASTIGOTES

PROCÍCLICOS

PROMASTIGOTES

META C 1CL ICO5

AMASTIGOTES

MORFOLOGÍA 15x3-6 gm, bolsillo

flagelarpequeño,

abundanteretículo

endoplasmático.

Flagelo máslargo,

bolsillo flagelar

distendido.

Ovoides3-6 ltm.

Flagelo muycorto sin

varilla paraxial.

Megasomaen

complejomexicana.

METABOLISMO Dependientede

glucolisis y oxidación

de aminoácidos-

Metabolismo

intermedioentre

promastigotesy

amastigotes.

Dependientede la

oxidacióndeácidos

grasos.

HÁBITAT Interiordel tubo

digestivodel

flebotomo,pH> 7,

Temperatura

ambiente.

En la probóscidedel

vector.Temperatura

ambiente.

En el fagolisosomade

las célulasdel

hospedador

vertebrado,pH ácido.

Temperatura370C

ENZIMAS

PROTEOLITICAS

Metaloproteinasa

gpó3 abundante.

Cistein-proteasaen el

complejomexicana.

IvIEN-IiBRANA

PLASMÁTICA

gp63 (superficie):

gp46: 4+;

LPG promediode

unidadesde

repetición 16 (L.

donovaniyL. majo¡~:

GIPLs: +*.

gp63(superficie):

gp46:++

LPG unidadesde

repetición32;

GIPLs: +4.

gp63 (lisosomal):±;

gp46: -;

LPGmenos

abundantey cambia

los azúcares;

GIPLs: ++++.
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La presenteexposiciónse centraen aquellasestructurasque puedenintervenir en la

interacciónLeishrnania-péptido,sin hacerreferenciaa otros componentesmayoritarioscomo

gp46; unaglicoproteinamayoritariade los promastigotesde Leishmania,a excepciónde lasdel

complejobraziliensis(McMahon-Prattetal., 1992),ancladaa la membranapor unaestructurade

glicosilfosfatidilinositol,quees extremadamenteresistentea la degradaciónproteolítica(Rivaset

al., 1991) y ha sido empleada,en diferentesensayos,como antígenoprotector(Champsi y

McMahon-Pratt,1988; McMahon-Prattet al., 1993).

1.2.1. COMPONENTESDE LA MEMBRANA PLASMÁTICA

121.1. COMPOSICIÓNLIPIDICA

De los lípidos totales de la membranade los tripanosomátidos,el 30% aproximadamenteson

esteroles,que ayudana mantenerla fluidez de la membrana(Wassefet al., 1985).El principal

esteroles el 5,7-dien-esterol,identificadocomoergosterol(Hunt y Ellar, 1974).Los fosfolípidos

mayoritarios en promastigotesde Leishmania donovaní son fosfatidilcolina (47% de los

fosfolípidostotales),fosfatidiletanolamina(37%) y fosfatidilinositol (14%). Esteúltimo, además

de serun elementoestructuralde la membrana.sirve parael anclajede glicoproteinasy otros

antígenosde la membranadeLeishmaniapor estructurasde glicosilfosfatidilinositol.Comparando

con otrascélulaseucarióticasen los tripanosomátidoslarelaciónergosterol/fosfolípidoesmuy alta

(1.54pg/mgde pesoseco)(Voorheiset al., 1979).La composiciónde lípidos varíaen distintos

tipos de membrana;en el flagelohay principalmentefosfatidiletanolaminay esfingolípidos,en la

membranaplasmáticahay mayor variedadde fosfolípidos,mientrasque en la membranadel

kinetoplastolos componentesmayoritariosson fosfatidilcolinay difosfatidildiglicerol (Beachet

al., 1979).

1.2.1.2.GP63

Gp63 es la proteínamayoritaria de la membranade los promastigotesde Leishmania.Es una

glicoproteinacon actividadmetaloproteinasa(Etgeset al., 1986a)y con un pesomolecularde 63
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kDa. Seencuentraunidaa lamembranapor unaestructurade glicosilfosfatidilinositol (Bordier

et al., 1986; Etgeset al., 1986b).En cadapromastigotehayaproximadamenteunas500.000copias

(Bordier, 1987)distribuidashomogéneamenteportodala superficiedel promastigoteincluyendo

el bolsillo flagelar(Russelly Wilhelm, 1986).

Es unaproteín~’muy conservadaen todaslas especiesde Leishmania;identificándoseen

todaslas leishmaniaspatógenasparael hombre(Bouvieretal., 1987)y enotros tnpanosomátidos

comoHerpetomonasy CritI-z ¡día (Etges,1992).

1.2.1.2.1.Estructurade ~p63

La similitud en la secuenciade aminoácidosde gp63 entrelas distintasespeciesde Leishmania

essuperioral 80% (Webbet al., 1991).Las secuenciasmásconservadassecorrespondencon el

sitio de union de Zn2 del centroactivo (Bouvieret al., 1989).

En la secuenciade gp63 sedistinguencuatroregiones:1) el péptidoseñal,2) la regiónde

proenzima,3) la secuenciade la proteínamaduray 4) la regióndel carboxiloterminal,como señal

paralaadicióndel GPI. El tamañode lasdiferentesregionesesmuy semejanteentrelas distintas

especiesdeLeishmania,aexcepcióndela proenzima.La estructurasecundaria,muy diferentede

otrasmetaloproteinasas,estaformadapor un 50%de hoja 13 antiparalelay un 20% de a-hélice

(Jáhningy Etges,1988;Bouvieret al., 1989).

1.2.1.2.2.Actividad enzimática

La actividad enzimáticase inhibe por inhibidores típicos de metaloproteinasascomo 1,10

fenantrolinay otros quelantes(Etgeset al., 1 986a),siendorecuperadapor incubacióncon

(Chaudhuriy Chang, 1988).

Gp63actúacomounaendopeptidasade amplio espectrode especificidad;puedehidrolizar

sustratostalescomoazocaseina,seroalbúmina,hemoglobina,inmunoglobulinasdel tipo IgG, el

factorC3 del complementoy péptidosde bajopesomolecular(Chaudhuriet al., 1989;Ip et al.,

1990; Bouvier et al., 1990). La secuenciade cortevienedeterminadapor la existenciade un

residuohidrofóbicoen laposiciónP
1 y aminoácidosbásicosen los sitios P y P; esfrecuenteque

en el sitio P1 se encuentrenresiduosde tirosina(Bouvieretal., 1990).Un pH alcalino-neutroes
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el óptimo parala hidrólisisde azocaseina(Tzinia y Soteriadou,1991),mientrasquecon BSA el

pH óptimo se sitúaalrededorde 4 (Chaudhuriy Chang, 1988).

1.2.1.2.3.Regulacióneénica

Gp63 estácodificadapor variosgenesdispuestosen tándemen un único locus. En Leishmania

majar estelocustieneun tamañode 3.1 kb y se encuentraen un único cromosoma.Estetipo de

estructuragénicaseconservaentrelas diferentesespeciesde Leishmania,aunqueel númerode

copiasvaríade unaespecieaotra(Buttonet al., 1989).

La expresiónde gp63aumentade 6 a 11 vecesen promastigotesmetacíclicosrespectoa

los procíclicos(Ramamoorthyet al., 1992),porlo cualha sido consideradaun factorde virulencia

(Chang y Chaudhuri. 1990). Gpó3 estáimplicada en la supervivenciade Leishmaniaen el

fago1 isosoma,va que los macrófagosson incapacesde degradarproteínasencapsuladasen

liposomascuandoestosestánrecubiertoscon gp63(Chaudhurietal., 1989).

1.2.1.2.4.Gp63 en amastigotes

Enamastigotesde Leishmaniamexicanaseha demostradola existenciadegp63 tantoporestudios

deRNA comoa nivel deproteína.En amastigotesdeLeíshmaniamajar la expresióny la actividad

proteolíticade gp63sereducepordebajodel 0.3%respectoa los promastigotes(Ilg etal., 1993).

Gp63 seexpresarápidamenteentrelas 4-12 primerashorasde la transformaciónde amastigotea

promastigote,alcanzandoun nivel máximo antesde adquirir la típicamorfologíade promastigote

(Sclmeideretal.. 1992).

En promastigotesde Leishmaniamexicanala heterogeneidadde gp63 se debea la

transcripcióndetres familiasdistintasde genes.En cambioen amastigotesla expresiónde gp63

esel resultadode la transcripciónde los genesde unasolafamilia, diferenciadadel restopor la

secuenciadel extremocarboxi-terminalque determinala carenciade asociaciónde gp63 a la

membrana(Medina-Acostaet al., 1993). Estudioscon amastigotesde Leishman¡amexicana,

sugierenquela proteínaen amastigotesno presentaanclajea la membranapor unaestructurade

glicodilfosfatidilinositol y seencuentralocalizadaen el lisosoma(Ilg etal., 1993).
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2.1.3. LIPIDOFOSFOGLICANO(LPG)

Los promastigotesde todas las especiesde Le¡shmaniasintetizanLPG, que es el principal

glicocoajugadode lamembranaplasmática;seencuentrauniformementedistribuido incluyendo

el flagelo (McConvilley Bacic, 1989).Cadacélulacontieneaproximadamente1.2sxlo6moléculas

de LPG, de las cualesel 80% se encuentranen la membrana(Orlandi y Turcé, 1987). En

promastigotesmetacíclicosel LPG aumentasu longitud formandoun glucocálixalrededordel

parásito(Pimentaet al., 1989).

1.2.1.3.1.Estructuradel LPG

En la estructurade la moléculadel LPG sepuedendiferenciarcuatrodominios:

Anclaje lipídico.- El LPG se une a la membranaplasmáticapor medio de una estructurade

glicosilfosfatidilinositoldel tipo l-O-alquil-2-liso-fosfatidil(mio)inositol(Orlandiy Turco, 1987).

Núcleooligosacaridico.-Constade un residuode glucosaminano acetilada,dosde D-manosa,

uno de galactosa-6-fosfato,unagalactopiranosay unagalactofuranosa,muy infrecuenteentrelos

glicoconjugadoseucarióticos(Turco etal., 1989).

Estructurade fosfoglicano.-Formadoporla repeticiónde unidadesde disacáridofosforiladas

(P0
4-6GaIP31,4]Man[laD.El residuo de manosaestásustituidoen posición 4-O, enlaceno

descritoen ningúnotro glicoconjugadoeucariótico.Estaestructurapuedetenercadenaslaterales,

enel grupohidroxilo del carbono3 de la D-galactosa,formadaspor residuosde D-galactosa,D-

glucosay L-a.rabinosa.En el casode Leishman¡adonovanino hay cadenaslateralesy el número

de repeticionesen promastigotesprocíclicosesde 16 (Turco et al., 1987).

Estructurasterminales.- En la partefinal del LPG seencuentranvarios oligosacáridosque

puedencontenertanto galactosacomo manosa.En Le¡shman¡adonovanídichaestructuraestá

formadapor un trisacáridoramificadoGaIQ3I.4)[Man(a1,2)]Man(«l)(Thomaset al., 1992).
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FIGURA 2.- Estructura mayoritaria del LPG de Leishmania donovaní

ESTRUCTURA
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El análisisestructuraldel LPG de diversasespeciesde Leishmaniaindicanquela región

responsablede la unióna la membranaesidénticoen todas.El núcleooligosacarídicotambiénse

encuentramuy conservado,mientrasque la mayorvariabilidadentreespeciesseencuentraen la

estructurade fosfoglicanoy en lasestructurasterminales(Ilg etal.. 1992;McConville et al., 1990).

El LPG migraen gelesde poliacrilamidaen presenciade SDS con un pesomolecular

aparentecomprendidoentrelos 20 y los 67 kDa (Handmanet al.. 1984).Estaheterogeneidadse

debetantoal diferentenúmerode unidadesfosforiladasen diferentesmoléculasdeLPG (Turco

y Descoteaux,1992),comoa lamigraciónanómalaque sufrenlos polisacáridosen presenciade

SDS. En filtración en gel eluyeen un rangode masamolecularcomprendidoentrelos 20-30kDa.

Enel procesode purificaciónel LPG copurificacon diversasproteínas,lo queexplicael marcaje

metabólicocon355042 y los cambiosen la movilidad electroforéticatrastratamientocon pronasa

(Handmanet al.. 1984).

La estructurade glicosilfosfatidilinosirúl de unión a la membranadotaa la moléculade

característicasanfipáticas,responsablesde la formaciónde agregadosmicelaresde alto peso

molecularde LPG (Handmanet al., 1984).

La estructurasecundariadel LPG esunahélice con un pasode 6 unidadespor vueltaen

el caso de Leishmania donovani (Homans et al., 1992) en equilibrio dinámico con otras

conformacionesde pasosde hélice muy superiores,cuyo intercambiono estárestringidopor
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barrerasenergéticaselevadasdebidoa la facilidad de giro del enlaceManal-P04-6Galde las

unidadesrepetitivasdel fosfoglicano, que origina cambios en la longitud de la molécula

comprendidosentre90 Á a 160 Á, admitiendounamediade 16 unidadesrepetitivas(Homanset

al., 1992).Los residuosde D-galactosasesitúanhaciael exteriorde la hélicey los de D-manosa

y los gruposfosfatose orientanhaciael interior. Estosúltimos soncapacesde quelarCa
2~sin que

la conformacióndel LPG seveaafectada.El núcleooligosacaridicoseorientaparaleloal plano

de lamembranaplasmática.El porcentajede la superficiedel parásitocubiertaporél LPG puede

alcanzarel 60%(Homanset al., 1992).

La inmunogenicidaddel LPG abarcatanto al núcleooligosacarídico,donde aparecen

epitoposcomunesa las diferentesespeciesde Leishmania,comoa las unidadesrepetitivas,con

anticuerposmonoclonalesespecíficosde especie(Tolsonetal., 1989).

1.2.1.3.2.Modificacionesdel LPG durantelametaciclogénesis

Como ya fue mencionado anteriormente,los promastigotesmetacíclicosde las especies

pertenecientesa los complejos donovan¡y major expresanun LPG con una longitud que

aproximadamentedoblala de los promastigotesen faselogarítmicade crecimiento(Sackset al.,

1990; Turco y Descoteaux,1992), debidoal incrementoen el númerode unidadessacarídicas

fosforiladasdel fosfoglicano.En Leishmaniamajor el último residuode la región terminaldel

LPG de los promastigoteslogarítmicoses 13-galactosa,mientrasque en los metacíclicoses a-

arabinosay en menorproporción ¡3-glucosa.Tal diferenciapermite aglutinar con lectinade

cacahuetelos promastigotesprocíclicos(Sacksetal., 1985; DaSilva y Sacks,1987).

1 2 1 3 3 LPG de amastigotes

Mediante la utilización de anticuerposmonoclonalescontrael LPG de promastigotessehan

detectadoepitoposen la superficiede macrófagosinfectados(Handmany Hocking, 1982; De

Ibarra et al., 1982; Handman,1990); estosmismosanticuerposreconocencomponentesde

amastigotes(Handmanetal., 1987).

En 1991 Turco y Sackspurificaronun lipoglicoconjugadode amastigotesde Leishmania

majorquepresentabauna seriedesimilitudescon el LPG depromastigotes(Turcoy Sacks,1991):
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a) El glicoconjugadodeamastigotesfue extraídopor el mismométodoy solventesdescritospara

el LPG de promastigotes(Orlandiy Turco. 1987).

b) La obtenciónde la porciónhidrofílica del LPG de amastigotesy liberacióndel mismo de la

membranapuedeser logradapor tratamientocon ácido nitroso, indicandola presenciade un

residuode hexosaminasemejanteal de promastigotes(Moody et al., 1993)o porhidrólisispor

fosfolipasaC específicade fosfatidilinositol, quedemuestrala existenciade estructurasde anclaje

a la membranapor glicosilfosfatidilinositol; el fragmentohidrofílico obtenidopor esteúltimo

procedimientopresentaun tamañointermedioentreel obtenidode promastigoteslogarítmicosy

el de los metacíclicos.

c) El fosfoglicanode amastigoteses,al igual queel de promastigotes,susceptiblea la hidrólisis

ácida,demostrandolaexistenciade unionesfosfodiéster.

Por otro lado también existen peculiaridadespropias del LPG de amastigotes;en

Leishmaniamajor la estructuraterminal es principalmenteel disacáridoGaLÚ31-4)Man(a1),

mientrasquedichaestructuraesmuyminoritariaen los promastigotes,dondela estructuraterminal

predominanteesMan(a1-2)Man(al),no detectadaen amastigotes(Moodyet al., 1993).Dichas

diferenciashan permitidoobtenercinéticasde expresiónde las mismasen transformaciones

interestadio;durantela diferenciaciónde amastigoteapromastigotela formade LPG específica

de amastigotedesaparecedespuésde 48 horas de cultivo; en la transformacióninversa,

promastigotea amastigote,el LPG de amastigotesse detecta12 horasdespuésde la infección

(Glaseret al.. 1991).

El númerode copiasde LPGen amastigotesesdependientede especie;en amastigotesde

Leishmaniamexicanay de Leishmaniadonovaníel númerode moléculasde LPG por célulaes

muybajo,(<10~ moléculas/célula),mientrasqueenLeishmaniamajorel númerode moléculases

algo superior,alcanzando2x103 moléculas/célula(Bahet al., 1993).

La relativa carenciade LPG en amastigoteses suplida por glicoinositolfosfolípidos

(GIPLs). cuyo númerode copiasesmuy semejantea la encontradaenpromastigotes,y cubrenuna

considerablefracción de la superficie del amastigote(McConville y Blackwell, 1991). La
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estructurade muchosde los GIPLs essimilar asecuenciastruncadasdel núcleooligosacarídico

del LPG(McConville y Bacic, 1989).

1.2.1.3.4.Fáétorde excreción

Enel medio de cultivo de Leishmaniasehanaisladocomponentessemejantesal LPG, agrupados

bajo el nombregenéricode Factorde Excreción(El-On et al., 1979), diferenciados~ntresgrupos

principales:

1.- LPGde membranacelularasociadoalaalbúminadel medio. Suposibleorigenesla liberación

de la superficiedelpromastigotey suposterioruniónhidrofóbicaalaalbúmina(King et al., 1987).

2.- Polímerosdefosfatasaácidasecretadaporel parásito,cuyoscarbohidratospresentanepitopos

comunescon la unidadrepetitivadel LPG(hgetal., 1990;Jaffe etal., 1990).

3.- Un derivadosolubledel LPG formadoúnicamenteporunidadesrepetitivascuyo númeroes

menorqueenel LPG(Oreisetal., 1992),procedentede la degradacióndelLPG porun proceso

no suficientementeestablecido.

1.2.1.3.5.Funcionesdel LPG

La funcióndel LPG espleiotrópica,actuandoendiversopuntosdelciclo biológicodeLeishman¡a;

en algunos casosha sido posible la asignaciónde funciones a las diferentespanesque lo

constituyen.

Funcionesen el vector

Durantela metaciclogénesisde los promastigotesenel interior del mosquitoexisteun cambio

estructuraldelLPG, relacionadoenLeishmaniadonovaniy enLeishinaníamajorcon procesos

de unión del parásitoa las célulasdel epitelio del tractodigestivodel vector,y de sumigración

posteriorhaciala probóscide(Turco, 1990).La unión del parásitoal epitelio se debeen granparte

al LPG de los promastigotesprocíclicos(Pimentaet al., 1994a)a travésde los residuosde ~Gal
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de las cadenaslaterales(McConvilleet al., 1992).Los nivelesde LPG metacíclicoobtenidoen el

interior del sistemadigestivo del fiebotomoaumentancon el tiempo, a la vez que libera a los

promastigotesde la pareddel tubo digestivo(Sackset al., 1995).

El LPGprotegeal parásitode las enzimashidrolíticas deltubo digestivo del mosquito; la

supervivenciaen Phlebotomuspapataside unacepadeLeishmaniamajordeficienteen LPG, se

incrementacuandola ingestade sangresesuplementacon LPG (Schleinet al., 1990).

Funcionesen el hospedadorvertebrado

En la picadurala inoculaciónde los parásitosconla salivadel mosquitoprovocaunainflamación

local; los monocitosy los neutráfilosqueseacumulanen el foco tienenun tactismolocomotriz

disminuido por acción del LPG y del PG, que contribuyeal establecimientode la infección

(Frankenburgetal., 1990).

Entrela inoculaciónde los parásitosy la infecciónde los macrófagostranscurreuntiempo

en el cual los promastigotesestánexpuestosa los efectoslíticos del suerodel hospedador.En los

promastigotesmetacíclicosel LPG evita la inserción del complejo de ataqueCSb-9 del

complemento,queha sido activadopor la vía alterna(Puenteset al., 1990).Laactivacióndela vía

altemafija sobrela superficiedel parásitoel componenteC3bqueposteriormenteseráreconocido

por los receptoresCR3 y CRí del macrófago.El LPGpuedeinteraccionardirectamentecon las

integrinaslinfocitariasde la familia LFA-l (Puentesetal., 1989;Puentesetal., 1988).La unión

del LPG al receptorCR3 se realizaen la cadenaa de CR3, en el mismo lugar de unión del

lipopolisacárido(LPS) de la paredbacteriana(Talamás-Rohanaet al., 1990).

En macrófagosinfectadostanto la expresiónde moléculasde claseII del complejo de

histocompatibilidadcomola producciónde interleucina1 (IL- 1) sondefectivas(Reiner, 1 987ay

1987b).Monocitosincubadoscon LPG purificadotieneninhibidala secreciónde IL-1 inducida

por LPS(Frankenburget al., 1990).Asimismo,el LPG reducela capacidadde los macrófagosde

unir TNFct (Descoteauxetal., 1991)apesarde la estimulaciónde la secreciónde estacitoquina

por infecciónconLeishman¡a(Oreenetal., 1990).

El LPG tambiéncolaboraen la supervivenciadelparásitodentrode la célulahospedadora;

la infecciónde macrófagoscon promastigotesdeficientesen la producciónde LPG terminacon

la muertedel parásito,y la transferenciapasivadeLPG aestosmismospromastigotesaumentasu

supervivencia(McNeelyy Turco, 1990).
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La proteccióndel parásitofrenteal macrófagomediadapor LPG serealizaa diversos

niveles:

a) Inhibición deenzimaslisosomales.-Lacubiertaamanerade glucocálix formadaporel LPG

dificulta la acciónde lashidrolasaslisosomalessobrela membranadelparásito.Al serel LPG una

moléculacon muy alto contenidoen gruposfosfato puedeunir el Ca2~ que estépresenteenel

lisosoma,afectandoal conectofimcionamientode lasdiferentesenzimas(Eilamethl.. 1985).La

actividadde B-galactosidasadisminuyetras treshoraspost-infecciónde los macrófagos,seha

postuladoque el disacáridoGal(B1-4) Man(1a),muy abundanteen el LPG, puedeactuarcomo

inhibidorcompetitivo(El-On et al., 1980).

b) Inhibición de la respuestaoxidativa.-Se ha demostradoque el LPS de otrosorganismos

patógenoscomoMycobacteriumlepraepuedenneutralizarlos productosde larespuestaoxidativa

de los macrófagosporoxidacióna cetonade los hidroxilos presentesen los azúcaresdel LPS

(Chanet al., 1989).Estemismo papelneutralizadorpareceserrealizadopor LPG. Monocitos

incubadoscon LPGmuestranunadisminuciónde la respuestaoxidativacuandoéstaesactivada

por fagocitosis(Frankenburget al., 1990).Asimismo,la fagocitosisde partículasrecubiertasde

LPGtambiéndisminuyenla respuestaoxidativade macrófagoshumanos(McNeelyy Turco, 1990

y Liew et al., 1990b).Recientementese hademostradoqueel LPG de promastigotesno escapaz

de inducirla expresiónde iNOSaunquepresentasinergiacon el IFN y, y la incubaciónpreviade

los macrófagoscon LPG inhibe la producciónde NO aún estimulándoloscon la citoquina

(Proudfootet al., 1996).

c) Inhibición de la proteínakinasaC.- En los fagocitosuno de los acontecimientosmediados

por proteínakinasaC (PKC) es la iniciación de la respuestaoxidativa y la inducciónde NO

sintetasa.El LPG esun potenteinhibidor in vitro de PKC purificadade cerebrode rata(McNeely

y Turco, 1987).El LPG no seuneal dominio catalíticode PKC, sino que interaccionaconel

dominio reguladordondehaysitios de uniónparadiacilglicerol, Ca2~y fosfolípidos.La estructura

de anclajea la membranadel LPG, 1-O-alquilglicerol,poseeunapotenteactividadinhibitoria de

PKC. mientrasquela porciónde fosfoglicanosólo inhibe ligeramente(McNeelyet al., 1989).
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d) Inhibición en la transducciónde señal.-La activaciónde PKC tambiénproducelaexpresión

de determinadosprotooncogenescomoel genc-fos.En macrófagosestegenseinduceporPKC

y por cAMP. MacrófagosinfectadosconLeis/imaniadonovan¡tienendisminuidala capacidadde

expresarel genc-Jos en respuestaa LPS o a diacilglicerol, lo que sugiereunainterferenciadel

parásitoen la vía de activaciónde PKC (Descoteauxy Matlashewski,1989),ya que el LPG no

disminuyela capacidadde los macrófagosde expresarc-fos activadoporcAMP (Descoteauxet

al., 1991).Estainhibición de la transducciónde señalesdentrodel macrófagopo&ía atenuarel

impactode señalesactivadorasexternasy por lo tanto beneficiarla supervivenciadel parásito

dentrode lacélulahospedadora.

1.2.2.TRANSPORTEDENUTRIENTESE IONES A TRAVÉS DE LA MEMBRANA

El éxito de supervivenciade Leishman¡adependede sucapacidadde adaptacióna los ambientes

hostilestantodentrodel vectorcomodel hospedadorvertebradoy porlo tantodesu habilidadpara

mantenerla homeostasisintracelularcontrolandoel transportede nutrientesy de iones.

12.2.1.TRANSPORTEDE PROTONES

Duranteel ciclo biológicode Leishmaniael pH del medio quela rodeavaríadesdeel ligeramente

alcalinodel sistemadigestivodel mosquitovector,al pH ácidode la vacuolaparasitóforadel

macrófagodel hospedadorvertebrado(Rivas y Chang, 1983), dondepor otro lado hay un

Incrementoconsiderablede la temperatura;en ambascondicionesdebeelparásitomantenerun

pH constantey unahomeostasisintracelular.

En promastigotesdeLeishníaniadonovan¡seha identificadounaH~-ATPasa.Por técnicas

de inmunofluorescenciaindirectay porcriofracturasehavisto que seencuentradistribuidapor

toda la membranaplasmáticaincluido el bolsillo flagelar(Liveanuet al., 1991),esdependiente
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de Mg> y supH óptimo es6.5. La utilización de vesículasobtenidasapartir de la membrana

plasmáticade promastigotesha demostradoqueestaATPasaactúacomo unabombade protones,

responsablede la existenciade un gradienteelectroquímicoa travésde lamembranadel parásito

(Zilbersteinet al., 1987;Zilbersteiny Dwyer, 1988).Los promastigotesde Le¡shmaniadonovarn

son capacesde mantenersupH intracelularentre6.4 y 6.7 aunqueel pH del medioextracelular

varíeentre5 y 7.5 (Zilbersteinetal., 1989),valoresrepresentativosde los ambientesdondevive
A-

el parásito,y queinviertenla diferenciaentreel pH intracelulary el del medio.

122.2.TRANSPORTEDE Ct

El Ca> tiene un importantepapelen el metabolismocelular y es uno de los mecanismosde

transducciónde señalactivandoproteínastalescomocalmodulina,fosfolipasaC y PKC. Dentro

de las célulaseucarióticassuperioresexistenestructurasqueayudanamantenerlos nivelesde Ca>

citosólico alrededorde 100 nM (Carafoli, 1987). La concentracióncitosólica de Ca2~ en

promastigotesde Leishmaniadonovan¡semantieneentre73 y 95 nM cuandoel calcioextracelular

es0.1 mM (Philosophy Zilberstein,1989).En promastigotesde Leishmaniabraziliensisel Ca>

citosólicoesde 50 nM cuandolos parásitossonmantenidosen un medio libre de calcio (Benaim

et al., 1990).

Los sistemasde transportede Ca2+ existentesen promastigotesson los siguientes:uno

localizadoen la mitocondriay asociadoala respiración,dependedel potencialde membranay es

sensiblea KCN (Vercesi y Docampo, 1992). En vesículasmitocondrialesde Leisinnania

braziliensisapareceun sistemade bajaafinidadperocon altacapacidad,porlo quela mitocondria

de los promastigoteses capazde almacenargrandescantidadesde 2* como ocurrecon otros

eucariotas(Benaimet al., 1990).

Un segundosistemade transportede Ca> esel quepresentacaracterísticassemejantesal

descritoen el retículoendoplasmáticode célulasde mamífero,ya que esdependientede ATP,

tieneun pH óptimo de 7.1 y alta afinidad(Vercesiy Docampo,1992).

El tercer sistema se ha localizadoen la membranaplasmática.En promastigotesde

LeisbmaniadonovaniexisteunaATPasadependientede Ca> conunamasamolecularde215 kDa,

formadapordossubunidadesde 55 y 57 kDae inhibidaporortovanadato(Mazumderet al., 1992;
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Benaim y Romero, 1990). En consecuenciala homeostasisde calcio citosólico se basaen

mecanismossemejantesa los quese encuentranen célulaseucarióticassuperiores.

Aunquela transducciónde señalesen tripanosomátidosesun campoincipiente,existen

evidenciasde la participacióndel Ca> en la activaciónde la fosfolipasaC implicadaen el ciclo

del inositol fosfato en Trypanosomacruzi (Docampoy Pignataro,.1.991) y en promastigotesde

Leishmaniadonovani;en éstosúltimos la adiciónde inositol-trifosfato,previapermeabilización

pordigitonina,producela liberaciónde Ca> procedentedel retículoendoplasmático(Zilberstein,

1993).Porotro lado,enLeishmaniadonovanisehancaracterizadoproteínasquepor su estructura

y función recuerdana las proteínasU de células de mamífero (Cassel et al., 1991). En

Trypanosomacruzíel Ca>tambiénactivala conversiónde la L-argininaa citrulina mediadapor

la óxido nítrico sintetasa(Pavetoet al., 1995).

122.3. TRANSPORTEDE GLUCOSA

El catabolismode la glucosaen Leishmania tiene lugar dentro de unos orgánulosllamados

glucosomas(Opperdoes,1987). Estosorgánuloscontienenla mayoría de las enzimasde la

glucolisis,por lo quelas moléculasde glucosadebenatravesardosmembranasantesde poderser

metabolizadas.Los estudiosdel transportede glucosaen los tripanosomátidosse han centrado

principalmenteen el transporteatravésde la membranaplasmática.Estetransporteesun simporte

azúcar/lit(Mukkada, 1985).Le¡shmaniapuedepreservarconstanteel gradienteelectroquímico

de protones,lo que significa que el parásitoes capazde mantenerla energíaquimiosmótica

necesariaparael transportede glucosatantoa pH alcalinocomo a pH ácido(Zilbersteinet al.,

1986;Ter Kuile y Opperdoes.1993).

Enpromastigotesde Leishman¡adono-van!hansido descritasproteínasquemuestranuna

similitud del 42% con proteínastransportadorasde glucosapresentesen eritrocitos humanos

(Cairnsetal., 1989;Langfordetal., 1992). Sin embargoen otroskinetoplástidos,comoCrithidia

luciliae, el transportede glucosaocurrevía difusión facilitada, lo que sugierequeestesistema

seríael mecanismoprimariode obtenciónde glucosadel medioparaestegrupo(Knodleret al.,

1992).
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1.2.2.4.TRANSPORTEDE PROLINA

La prolina es uno de los principalesaminoácidosque seencuentranen la hemolinfade los

insectos;en la hemolinfade lamoscatse-tsesehaestimadounaconcentraciónde prolinade 60

mM (Konji etal., 1988).

Los promastigotesdeLeishmaníaestánadaptadosaun ambienterico enprol-jnay utilizan

esteaminoácidocomoprincipal fuentede energía;promastigotesde Leishman¡adonovanípueden

crecerenun mediocon prolinacomoúnicafuentedecarbono(TerKuile y Opperdoes,1992).Más

del 50%delaprolinaacumuladaporel promastigoteescatabolizadaaCO2,otrapartede laprolina

esconvertidaenalaninavía piruvato.Ambos procesosson inhibidosenpresenciade glucosa

(Krassnery Flory, 1977).

La prolina es acumuladaen contra de gradientede concentraciónpor un sistemade

simportecon translocaciónde protonestanto en promastigotescomoen amastigotes(Glasery

Muldcada,1992),aunqueenestosúltimos los nivelesdeacumulaciónde prolinasoninferioresy

el pH óptimo de transporteesde 5.5, mientrasqueen los promastigoteses7-7.5 (Zilbersteinet al.,

1989). Promastigotescultivados a pH ácido disminuyenel transportede prolina a niveles

semejantesa los descritosen amastigotes,recuperandolos nivelestípicos del promastigotes

cuandosecultivanenun medioconpH 6.8-7; consecuentemente,y al contrariodel transportede

glucosa,el de prolinaesdependientedel PH (Zilbersteiny Gepstein,1993).

Laadaptaciónde promastigotesacreceren mediosácidos,inducecambiosen laexpresión

de sus genes(Zilbersteiny Shapira,1994); se ha postuladoque el transportadorde prolinaen

promastigotesseríadistinto al del amastigotes,y su expresiónestaríareguladaporlos cambiosde

pH del medio.Otra alternativaesla existenciade cambiosconformacionalesmediadosporpH de

un mismotransportadorqueafectesucapacidadde transporte(Zilberstein,1993).
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1.3. SUPERVIVENCIA EN EL INTERIOR DEL HOSPEDADOR

1.3.1. MECANISMOS DE ENTRADA EN LA CÉLULA HOSPEDADORA

Dentrodel hospedadorvertebradoLeishmaniaesun parásitointracelularobligadodelos fagocitos

mononucleares,en consecuenciaLeishmaniadebepoderentraren el macrófagoy sobrevivira sus

mecanismosmícrobicidas.

La opsonizacióndel parásitoinfluye tantoen el mecanismode invasióncelularcomoen

la supervivenciade la Leishmania.La deposiciónde componentesespecíficosdel sistemade

complemento,reconocidospor los receptorescorrespondientesde la superficiedel macrófago,

facilitan la entradadel parásito.Los promastigotessoninternalizadosen el macrófagomediante

varios sistemasde receptores,tales como el receptor CR3 para el componenteC3bi del

complemento(Talamás-Rohanaet al., 1990), el receptorpara la región constantede las

inmunoglobulinas.el receptorparaproductosavanzadosde la glicosilación(Mosseret al., 1987),

el receptordela fibronectina(Wyleretal., 1985)y el receptorde manosa-fucosa(Talamás-Rohana

et al., 1990).

Los receptoresutilizadosporel amastigoteno estánbiendefinidos,aunquepareceserque

sonprincipalmenteel receptorCR3 y el receptorparaFc (Guyy Belosevic,1993).Los amastigotes

son capacesde unirsecon alta afinidada los proteoglicanosde heparan-sulfatode la superficie

celulardel macrófago(Love et al., 1993).

1.3.2. MECANISMOS DE EVASION DE LA RESPUESTAINMUNE

Los protozoosparásitosutilizan diversastécnicaspara evadirsede la respuestainmune del

hospedador:

a) Reclusiónanatómica.-Le¡shman¡a,comoparásitointracelular,estáprotegidode la respuesta
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humoraldel hospedadordebido a su localizaciónen el interior de la célula; sin embargoes

susceptiblea la inmunidadcelular

b) Evasiónde los componentescitotóxicosdel suero.-Los parásitosintracelularessoncapaces

de evitar su destrucciónpor los componentesdel complemento.Estaresistenciaestáreguladapor

sudiferenciacióncelular;los promastigotesenfaselogarítmicade crecimientosonlisadosporlos
1~

componentesdelcomplemento,mientrasquelos de fasesestacionariasonresistentesapesarde

que activancomplementoy unen C3; el procesoy el tipo de unióndependedela especiede

Leishmania(Puenteset al., 1988).

La supervivenciade Le¡shnzaniatras la activación de la vía altemadel complemento

requiereelbloqueode lasreaccionesencascada;en promastigotesdeLeishmaniadonovaniocurre

unainhibición rápidade C3baC3bi,queesliberadoporroturaproteolíticaposiblementemediada

por gp63 (Etgesetal., 1986a).Otro mecanismode defensaesla formacióndelcomplejoC5b-9

no lítico; en promastigotesinfectivos la unión de C9 es muy efimera, ya que es liberado

rápidamentecomo C5b-9, mientrasque en los no infectivos unenmayor cantidadde C9 que

producela muertedel parásitotras la insercióndelcomplejode ataqueen la membrana(Puentes

et al., 1988).Aproximadamentela mitad del componenteC3 unido esliberadode la superficie

celulardel promastigoteporroturaproteolítica,posiblementerealizadapor la glicoproteinagp 63

(Russell,1987a).

e) Inhibiciónde lapresentacióndeantígeno.-Los macrófagosinfectadosconLeishman¡atienen

reducidasucapacidadde presentarantígenosa las célulasT (Prinaetal., 1993).Moléculasdel

sistemade histocompatibilidadde claseII hansido detectadasen lavacuolaparasitófora(Russell

et al., 1992)sin embargo,no sehademostradolapresenciade moléculasde clase1 en la vacuola

comosucedeen infeccionescon virus (Lópezet al., 1993).

d) Evasión de los sistemasmicrobicidas.- El vector juegaun papel importante en el

establecimientode la infecciónprimaria ya que la respuestaoxidativa y la presentaciónde

antígeno, inducidas por fagocitosisde parásitos,son inhibidas en presenciade extractos

procedentesde glándulassalivares(Theodoset al., 1991).

La invasiónde los microorganismosen los fagocitosoriginala producciónde productos
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tóxicosde oxígeno.Unaestrategiaparaevadirestemecanismodefensivoes utilizar receptores

silentesno asociadosa la activaciónde la explosiónrespiratoriaoxidativa, talescomo CR3 para

la entradadel parásito(Mossery Edelson,1987).

Otro mecanismoesel bloqueode laexplosiónrespiratoriapor inhibición de la proteína

quinasaC por LPG, ya tratadoen el punto 1.2.1.3.5. (McNeely y Turco, 1990),así como una

fosfatasaácidaqueinhibe la explosiónrespiratoria(Remaleyet al., 1985).Leishinaniatambién

poseeunasuperóxidodismutasaquedisminuyelos nivelesde ion superoxido(Murray, 1981 y

1982). Los GILPs presentesen los amastigotesde Le¡shmaniamajor tambiéndisminuyenla

respuestaoxidativadel macrófago(Frankenburgetal., 1990)de igual maneraqueel LPG, aunque

las estructurasresponsablesde dicho efecto seandiferentes,ya que los GILPs carecende

fosfoglicanoy el anclajelipídico a la membranadel LPGresponsablein vi/ro de la inhibición de

la PKC esdistinto en los amastigotes(Frankenburgetal., 1990).Porotro lado,existeunaproteína

asociadaal LPG, llamadaproteína-11 de la membranade los kinetoplástidosquepresentaen la

posición 45 una moléculade N0-monometilarginina,análogoestructuralde la L-arginina e

inhibidor de la iNOS (Jardimet al., 1995).

La leishmaniapuedeinfectarcélulasdeficientesen mecanismostóxicos,como las células

de Langerhans,dondeal no haberexpresióndela iNOS permiteunadiseminaciónmasfácil de la

infección(Blank et al., 1996).

1.3.2.1.ACTIVACIÓN DE LOS MACRÓFAGOS

La fagocitosisinduceenelmacrófagola producciónde factoresactivadores(TNF-cz, IL-12 e IL-l).

factoresestimulantesde faseaguda(IL-6), factoresmoduladores(IL- 10) y factoresestimulantes

de la hematopoyesis(M-CSF y GM-CSF)(Shery Coffman,1992).

De formaresumida,el desarrollode la enfermedaden ratonesseencuentraasociadocon

la activacióndelmacrófagoy sucapacidadde produccióndeNO por la isoformainduciblede la

óxido nítrico sintetasa;inhibidoresde estaenzima(Li et al., 1992 ; Cunhaet al., 1993a;1993b;

Assreuyetal., 1994)ola eliminaciónde su genprovocanquela infecciónno puedasercontrolada

(Wei et al., 1995).La inducciónde iNOS en el macrófagose logramediantesinergismode IFN-y

con TNF-ao LPS (o’Donnell y Liew, 1994).macrófagoscon la expresióndel interferón-y o de
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sureceptorinhibidano generanNO aunqueseestimulecon LPSo con INF-y (Kamijo et al., 1994;

Wanget al., 1994).

La expresiónde iNOS vienecontroladaa nivel transcripcionaly de unamaneracompleja

por diversascitoquinas,cuyafrenteprincipal sonlos linfocitos CD4t, sin embargootrascélulas,

comolinfocitos CD8 (IFN-y), célulasNK (WN-y) o el mismomacrófagotambiénparticipan. Los

subconjuntosde CD4 sonantagónicosen relacióna la inducciónde iNOS; si el ratóndesarrolla

preferentementelinfocitos Thl, que secretanIL-2 e IFN-y, seproduceactivacióndél macrófago

y la infecciónse aborta.En cambio,si el subconjuntodominanteesTh2, la infecciónprogresaya

que secretanIL-4 e IL-lO, capacesde provocar,respectivamente,inhibición del crecimientode

Thl y anergiadel macrófagofrentea citoquinasactivadoras(Locksleyet al., 1991).La citoquina

IL-12 actúaactivandolas célulasNK con la consiguientesecreciónde IFN-y (Trinchieri, 1995)

y favoreciendoel desarrollotempranode Thí; en las cepasde ratónsusceptibles(Balb/c) no se

detectala presenciade IL-12 a las pocashorasde la infección,comoocurrecon otrosorganismos

patógenoscomo Toxoplasmagondily Listeriamonocytogenes(Reineretal., 1994). IL-12 y TNF-

a aparecena los 7-10díaspost-infección;esteretrasoen la producciónde linfocinaspuedeser

importanteparapermitir la transformacióndepromastigoteaamastigotey la supervivenciade este

último, ya que la inducción de un subconjuntou otro esestablecidaen los primerosdíasde la

infección(Reedy Scott, 1993). Sólo despuésde 48 horasde infección,tantocon promastigotes

comocon amastigotes,se detectaen linfocitos de bazo,la presenciade IL-1. La producciónde

TGF-13estáaumentadaen las lesionesde ratonesde cepassusceptiblesy secorrelacionacon una

bajaexpresiónde iNOS (Stengeretal., 1994).La administraciónde TNF-ct recombinantearatones

susceptiblesinfectadosconLeishman¡amajor impide el desarrollode la infección(Titus et al.,

1989),y anticuerposanti-TNF-aexacerbanla enfermedaden lacepade ratonesresistentes(De

Kossodoet al., 1994).
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1.4. CONTROL DE LA LEISHMANIASIS

De acuerdocon el ciclo complejode la leishmaniasislas medidasparala profilaxis de la

mismapuedenestablecersea tresniveles: reservorio,vectory paciente

1.4.1. CONTROL DEL RESERVORIO

La mayoríade las especiesde Leishmaniadebido a su distribucióngeográficatienencomo

reservoriosa animalessalvajes.Los reservoriosselváticosno son susceptiblesde control, a

excepciónde la destrucciónde sus madrigueras.Se ha comprobadoque en leishmaniasis

zoonóticas.como en el caso de Leishman¡a major, actúan como reservorioslos gerbiles

(Rhotnbomyssp y Mermessp),y en Américadel Sur los perezosos(Bradypussp y Choleopussp)

y tamandúas(Tamanduasp).Entrelos animalesdomésticosel perro esel reservorioprincipal de

Leishinaniadonovaniy Leishmanioinfanwm.En las zonasendémicaslos perrosvagabundose

incontroladosdeberíanser eliminados, y los perros domésticosdeberíanser examinadosy

sacrificadoslos casospositivos,medidaqueno sueleseraceptadasocialmente.El tratamientode

los perrospermitela curaciónclínica,perono la curaciónparasitariaporlo quelos perrosrecaen

al cabode los mesesde haberfinalizadoel tratamiento(Alvar, 1988).En la cuencaMediterránea,

ademásdel perro,tambiénactúancomoreservoriosaccidentalesel zorro ( Vulpesvulpes)y el lobo

(Canislupus) (Anónimo, 1984).

1.4.2. CONTROL DEL VECTOR

Se hanestablecidotresmodosprincipalesde actuacióncontrael vector(Vioukov. 1987):
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1.4.2.1.CONTROLQUÍMICO

Se basa en la utilización de insecticidasresiduales(piretroides),pero en zonastropicalesy

subtropicalesestesistemano esaplicable,ya quesetratade grandesextensionesy los flebotomos

habitanenmadriguerasy oquedadesquesondificilmente accesiblesa los insecticidas.El uso de

telasmosquiterasesútil parael periodonocturnodeactividad.El usode insecticidasconlíevados

graves problemas: aparición de estirpes resistentesa los insecticidasy dañosecológicos

incontrolados.

1,4.2.2.CONTROL BIOLÓGICO

El control biológico de los flebotomosse ha realizadomediantela utilizaciónde parásitosy el

empleodeácarosdepredadoresde las larvasdel flebotomo.Los principalesproblemasenestetipo

de controlesson: 1) Bajaprevalenciade parasitismoen los flebotomos,queno llega al 2%. 2)

Obtenciónde un cultivo masivode parásitoso depredadores,asícomo el desarrollode métodos

paralograr la infecciónmasivao la introducciónde depredadoresen las zonasde alimentacióny

cría del flebotomo.3) Selecciónde poblacionesresistentesporel empleode parásitos.4) Efectos

negativossobreotros individuos queno seande la poblaciónacontrolar.

1.4.2.3.CONTROL GENÉTICO

Se utilizan machosdel vectorquehansido alteradosgenéticamenteen el laboratorio.El resultado

esla obtenciónde individuos estérileso cuyaprogenieseainviable. Un nuevométodoen estudio

esla introducciónde flebotomosincapacesde serparasitadospor Leishmania(Wu y Tesh,1990).
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1.4.3. CONTROL A NIVEL DE PACIENTE

Las dosformasde prevenciónen el hombresebasanen el tratamientoquimioterapeúticoo en el

desarrollode unavacuna.

A-.

1431. VACUNACIÓN

En la antiguedad,la utilizaciónde parásitosvivos parala vacunaciónfue empleadaen el Oriente

Próximo; variantesde estemétodocomo el empleo de parásitosirradiados,de bajasdosisde

parásitosvirulentos(en Irak eIrán) o deformasavirulentashansido utilizadashastanuestrosdías.

Este tipo de vacunaciónsólo produce efectossignificativos en los casosproducidospor

Leishman¡atropica, la másbenignade lasleishrnaniasis,con elevadaproporciónde autocuración

(Gunders,1987).

La utilizaciónde antígenospurificadosparavacunaciónseha restringidoa componentes

mayoritariosdel promastigote,talescomo el lipidofosfoglicano(LPG)y las glicoproteinasgp63

y gp46,aunqueotrosantígenosdel amastigoteestánsiendoensayadosactualmente(Mougneauet

al., 1995; Campos-Netoet al., 1995). En la vacunacióncontra la leishmaniasises preciso

considerarotros parámetrosademásdel antígeno,como el adyuvantey la vía de inoculación

empleada,ya quesepuedenproducirefectosadversos.En determinadoscasosy empleandogp63,

la vía subcutáneacursacon exacerbaciónde la enfermedad,mientrasque la vía intravenosao

intraperitonealproducenefectosprotectores(Russell, 1987b).Lasnuevasgeneracionesdevacunas

sebasanen la producciónsintéticade determinadosfragmentosde la secuenciade gp63 (Jardim

et al., 1990; Yang et al., 1991), y en la expresióndel gen del antígenoprotectoren patógenos

atenuados.Estatécnicahasido aplicadacongp63 enBalmonellathyphimuríum(Yanget al., 1990;

Xu et al., 1995)y gp46en el virus Vacciniaatenuado(McMahon-Prattet al., 1993).Tambiénha

sido posiblela obtencióndeprotecciónparcialenratonesfrenteaLeishmaniamajor, mediantela

inyecciónintramuscularde plásmidosquecontienenel gende gp63 (Xu y Liew, 1995).
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1.4.3.2.TRATAMIENTO

1.4.3.2.1.Antimoniales

Los medicamentosmásempleadosactualmenteen el tratamientocontra la leishmaniasisson

complejosorgánicosdeantimonialespentavalentes.Lasdosformasprincipalesde los mismosson

el (ilucantime®(antimoniatode meglumina)y Pentostam®(estibogluconatode sodio).El blanco

terapéuticode los mismosno esaúnconocidoaunqueenexperimentosrealizadosin vitro con

Leishmaniamexicana,seproduceunainhibiciónde la glucolisisy de la oxidaciónde ácidosgrasos

(Berman et al., 1989), y por microscopiaelectrónicaen promastigotestratadosse observa

alteraciónde la membranamitocondrial(Langrethet al., 1983).

Sonespecialmenteefectivosenla leishmaniasisvisceral(Olliaro y Bryceson,1993).No

presentanuna seguridadde curacióntotal, conun porcentajesignificativo de recidivas(Sáenzet

al., 1991).

Los antimonialespentavalentespresentanuna serie de efectos secundariosque,

dependiendodel estadogeneraldel pacientey de las dosisdel fármaco,puedenllegar a ser

realmentegraves. Se han descritodaño renalpor acumulaciónde metabolitosantimoniales,

anorexia(Herwaldt y Berman,1992), doloresde cabezay de articulaciones,dañohepáticopor

alteraciónde la funcionalidadde las enzimashepáticas(Sáenzetal., 199.1);arritmias(Chulayet

al., 1985)y otrasgraveslesionescardiacasque en algunoscasoshanocasionadola muertedel

paciente(Thakur, 1986).

Ademásde los efectossecundariosdeestosfármacosen los pacienteshayotromotivo para

la búsquedacontinuade nuevasdrogasy esla apariciónde cepasresistentes.Datosexperimentales

sugierenquelos parásitosresistentesa los compuestosantimonialessurgencomoresultadode una

exposicióndiscontinuaa la drogao por unadosificacióninadecuada.Estassituacionessuceden

enpaísespobresy con bajainfraestructurasanitaria,comoIndiay Sudán,dondela transmisiónes

muyrápidafavoreciendola dispersiónde las cepasresistentes(Grogíetal., 1989).En los últimos

añosla resistenciaal fármaco se estáacentuandoen los casosde leishmaniasisvisceral y

mucocutánea(Thakuret al., 1991).
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1.4.3.2.2.Pentamidina

Se ha usadocomo tratamientoalternativo en aquelloscasosresistentesa los antimoniales

pentavalentes;ademásde no sersinérgico con éstos (Bryceson, 1987),provocamásefectos

secundariosy de mayorgravedadcomohipotensión,hipoglucemia,diabetes,nefrotoxicidadetc.

(Olliaroy Bryceson,1993).El modode acciónno seconoceaunqueal microscopioelectrónico
A-

se observaun hinchamientode la mitocondriay fragmentacióndel DNA del kinetoplasto

(Langrethetal., 1983).

1.4.3.2.3.Ketoconazol

El ergosterolconstituyeel esterolmásimportantedelos tripanosomátidos.Uno de los inhibidores

de la síntesisdel ergosterolmásconocidoesel ketoconazol,un derivadodel imidazol que es

utilizado como una droga antifúngica.El ketoconazolactúa sobreLeishmania inhibiendo al

citocromo P-450 dependientede la desmetilacióndel lanosterol(Bermanet al., 1984). La

citotoxicidadseatribuyeaalteracionesde las propiedadesdela membranacomoconsecuenciade

los cambiosen la composiciónde esterolesy de la acumulaciónde intermediariostóxicos

(Vanden-Bossche,1985).

El tratamientoin vitro de macrófagosinfectadosmuestraunacondensacióndel citoplasma

del parásito,asícomo un aumentoen númeroy tamañode vacuolaslisosomalesdel macrófago

(Langrethet al., 1983).

1.4.3.2.4.Anfotericina

Es un antibióticopoliénicoutilizado como antifungico,queactúasobrela membranaplasmática

formandoporospor los queseproducepérdidade ionesy metabolitos.Presentamayorafinidad

por el ergosterol,presenteen la membranade Leishmaniay de hongos,que porel colesterol,

principal componentede la membranade las células de mamífero (Ramos et al., 1994).

Promastigotestransformadosporchoquetérmico en formassemejantesa amastigotesson más

sensiblesal efectode la anfotericina,aunquela relaciónergosterol/fosfolípidosdisminuyecuatro

vecesdespuésdel calentamiento(Ramoset al., 1990).
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Paraevitar los posiblesefectossecundariosy disminuir la cantidadadministradaen cada

dosisseestaempleandola anfotericinaencapsuladaen liposomas(Davidsonetal., 1991).

1.4.3.2.5. Alopurinol

Las célulasde mamífero,levadurasy bacteriaspresentanunaruta“de novo’ parala síntesisde

nucleótidosde purina.Sin embargo,endoparásitoscomoLeishmaniacarecende la’capacidadde

síntesisdebasespúricas(Hammonody Gutteridge,1984),por lo quehandesarrolladounaserie

de enzimasespecíficasimplicadasen las rutasde recuperaciónde las basespúricasquedifieren

considerablementede los correspondientessistemasenhumanos,principalmenteenespecificidad

de sustratoy susceptibilidadfrentea determinadosinhibidores.

El alopurinolesun fármacoselectivo,análogode lahipoxantinaqueactúacomoinhibidor

de la xantinaoxidasa,con unaalta capacidadleishmanieida(Martínezy Marr, 1992).

1 .4.3.2.6.DFMO (difluormetilornitina

)

Diaminascomo putrescinay espermidinasesintetizanen mayornivel en promastigotesde fase

exponencial,y los nivelesde estaspoliaminasseencuentranincrementadosen el hígadoy.bazo

de hámsterinfectadoscon Leishmaniadonovan¡.El tratamientode estoshámstercon DFMO

disminuyela cargaparasitariay los nivelesde poliaminas.DEMO actúainhibiendo la ornitina

descarboxilasa,enzimaimplicadaen las primerasfasesde la rutabiosintéticade las poliaminas,

lo que produce alteracionesen las concentracionesintracelularesde estasdiaminas,con el

consiguienteefectocitotóxico e inhibitorio del crecimientocelular(Mukhopadhyayy Madhubala,

1993).Porotro lado,los Trypanosomatídaetienenunacoenzima,la tripanotiona,formadapor la

condensaciónde glutatióny espermidina,queactúacomocofactoren el mecanismode acciónde

determinadasenzimascomo la glutatiónreductasa,que intervieneen el mecanismoredox del

parásito(Walshet al., 1991).

1.4.3.2.7.Inhibidores de la formacióny funciónde los microtúbulos

Los microtúbulosestánformadospor subunidadesa y ¡3 de tubulina, laproteínamásabundante
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de Leishmania,siendola unidada muy variablede unosorganismosa otros. Ademásde la

tubulinaexistenunaseriede proteínasasociadasa los microtúbulosque lo estabilizany los unen

a la membranaplasmática.formandola disposicióntípicade los microtúbulossubpeliculares

(Seebecket al., 1990).

Se hanexaminadounaseriedefármacosantimicrotubularesde eucariotassuperioresque

no handadoresultadossatisfactoriosenLeishmania,comola colchicina,maitansina,vinblastina

o vincristina (Quinlanet al., 1981), ya por serinactivos, como colchicina,o porque las dosis

requeridasno puedenseraplicadasen tratamientosclínicos porsucitotoxicidad.

Por comparaciónde secuencias,el gen de la tubulina de Leishmania presentauna

homología mayor con plantasque con los animales,y en efecto, herbicidasque inhiben

selectivamentemicrotúbulosdeplantastambiénsonactivosfrenteaLeishmaniasin afectara las

célulasde mamífero(Chany Fong, 1994).

1.4.3.2.8.Inmunoterapia

La inmunoterapia se está utilizando conjuntamente con la quimioterapiaen un intento de obtener

mejores índices de curación. La combinación de IFN-y con compuestosantimoniales,en

leishmaniasis visceral, ha permitido tratamientosmás levesy de menorduración(Sundaret al.,

1995). En pacientes tratados con estemétodoseobservóun incrementoen el númerode CD4+ y

CDS+. así como de los nivelesde TNF-a (Reiner et al., 1990). Para paliar los posibles efectos

secundariosdebidosa las altasdosisde IFN-y requeridas,se haensayadosuadministraciónen

liposomas(Hockertzetal., 1991).Porotraparte,la reversióndeThl aTh2,porIL-12 selograsólo

tras la reducciónde lacargaparasitariapor tratamientocon antimoniales(Naborset al., 1995).

1.4.3.2.9. Otrosposiblesagentesterapéuticos

Las drogasmencionadasanteriormentepresentanproblemasa la hora de su utilización por

diferentesrazones;en primerlugar la carenciaen muchoscasosde un diagnósticoprecoz,con el

consiguienteaumentode la cargaparasitariay extensiónde la enfermedaddificultan la curación

dela misma. Segundo,la toleranciaa los fármacospor el estadofisico del paciente,talescomo la

desnutrición,disminuyenla eficaciadel tratamiento.Tercero,los efectossecundariosinherentes
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a muchos de los anterioresfármacos,especialmentede los antimonialespentavalentesy,

finalmente,la apariciónde poblacionesde Leishmaniaresistentesa los medicamentos.

La falta de un fármacorealmenteefectivocontrala leisbmaniasisha hechoquehayaun

replanteamientosobrelos pasosaseguirparala búsquedade nuevoscompuestos.Dentrode esta

nuevaestrategiala O.M.S recomiendael desarrollode nuevosmedicamentosen los siguientes

sistemas:la biosíntesisde esteroles,la timidilato sintetasa/dihidrofolatoreductasa,los inhibidores

de las DNA polimerasasy los microtúbulos(Anónimo,1990). Otralíneadeinvesti~ációnseguida

últimamenteesel estudiode la medicinatradicionalusadaen zonasendémicasde leishmaníasís.

Estamedicinaestábasadaenel empleode plantas;actualmentesehanaisladoy caracterizadouna

seriede principiosactivosleishmanicidasapartir de estasplantas(Iwu et al., 1994).

1.43.3.RESISTENCIAA FARMACOS

Uno de los gravesproblemasa los quese enfrentael tratamientode las enfermedadesparasitarias

esla aparicióndepatógenosresistentesal tratamientopor unaselecciónnatural de individuosque

handesarrolladoresistenciafrentea los mismos(Borst y Ouellette,1995).

Los parásitospuedenpresentaruno o varios de los siguientessistemasde resistencia:

a) Amplificación génica.-Se produceunaamplificaciónde los genesimplicadosen la síntesisde

proteínasblancodeaccióndelfármaco.El simple incrementoenla producciónde unaenzima,que

es la diana de una droga antiparasitaria,es suficiente para conferir resistenciaal fármaco

(Beverley,1991).

b) Cambiosestructuralesyio funcionalesen proteínas.-En cepasde Leishmaniadonovani y

Leishman¡amexicanaamazonensisresistentesacompuestosantimoniales,queactúansobrelas

enzimasglucolíticas,sehanobservadocambiosestructuralesde la fosfofructoquinasaqueimpiden

la unión delfármacoy portantosuacción(Bermanet al., 1989).

c) Alteración del transpoflede fármacos.-Clones de Le¡shmania major resistentesa

metotrexatopresentandiferenciasen el transportedel fármacoy menoracúmulodel mismo en el
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citoplasmaque las cepassensibles,posiblementepor alteraciónde la proteínaimplicadaen el

transporteo por el númerode transportadores(Kauretal., 1988).

d) Multirresistenciaafármacos.-Es un mecanismode resistenciasimilaral descritoen células

tumoralesmultirresistentes,dondeexisteun gende multirresistenciaafármacos(o gen MDR)

(Van derBliek y Borst, 1989).EnLeishmaniaseproduceuna amplificaciónde un genhomólogo
A-

al MDR. Estegencodificaunaglicoproteinade membranadealto pesomolecular(150-180kDa)

denominadaglicoproteinaP (Endicotty Ling, 1989), implicadaen el eflujo de fármacosen un

procesodependientede energíaporhidrólisis deATP (Sánchezetal., 1994).Estaproteínatambién

confiereresistenciacruzadaafármacosestructuraly funcionalmentediferentesal fármacofrente

al cualseha obtenidola resistencia.
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1.5. PÉPTIDOS ANTIBACTERIANOS

A-

Los insectoshan tenido un gran éxito evolutivo; aproximadamenteel 85% de las especies

conocidasdel Reinoanimalpertenecena la Clasede los insectos,entreotrasrazoneslos insectos

han sido capacesde desarrollarun sistemadefensivoefectivo contra un amplio espectrode

patógenosy lo suficientementeflexible paraadaptarsea cambiosen el nicho ecológico(Ratcliffe

et al., 1985; Dunn, 1986; Bomany Hultmark, 1987).

El sistemainmune de los insectosconstade respuestacelulary respuestahumoral.La

respuestacelularestárepresentadapor los hemocitosque poseencapacidadfagocítica(Gupta,

1979;Ratcliffe, 1985).Enla respuestainmune,ademásde los sistemasde profenoloxidasay de

coagulaciónde la hemolinfa,se producenuna serie de moléculascon efectosbactericidasy

bacteriostáticoscon bajaespecificidadde reconocimientode patógenos,y que comprendenla

lisozimay los péptidosantibacterianos.Aunquesu funcionalidades desconocidarecientemente

seha aisladode la hemolinfade los insectosuna proteína,la hemolina,con homologíaa la

superfamiliade las inmunoglobulinas,perocarentedelrepertorioquelas caracterizaen animales

superiores(Sunet al., 1990).

En 1981 se caracterizó,a partir de la hemolinfa de la pupa de una polilla gigante

(Hyalophoracecropia),un péptidoqueproducíalisis de bacteriasen cultivo (Steineretal., 1981).

Al principio seconsideróa los péptidosantibacterianoscomo exclusivosde insectos,pero se

encuentran ampliamentedistribuidos en el reino animal. Dos años despuésen 1983, se

identificaronlas defensinasen macrófagosalveolaresdeconejo(Selstedetal., 1983).En 1985 se

aisló el peptido PGLa de la secreciónmucosade la piel de Xenopusaunquesu actividad

bactericidano fue totalmenteprobada(Andreuet al., 1985b).Zasloff(1987)encontróun grupo

de péptidosantibacterianos,las magaininas,en lassecrecionescutáneasde lasranas.Pocotiempo

despuésseencontróla bactenecinaen neutrófilosbovinos(Romeoet al., 1988).Péptidosconuna

cierta similitud a las defensinasde mamíferoseencontraronen dos génerosde insectos,en

Sarcophagay en Phormia (Matsuyamay Natori, 1988;Lambedet al., 1989);y lacecropinaPl
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Nombre kD Dianay modode acción Estructura Refs.

Cecropinas
—.— — — — — —,— —.—

Cecropinas de 4 Gram- » Gram±.Forman ExtremoC-terminalamidado Boman, 1994

insecto y de canalesvoltaje-dependientes 2 «-hélicesseparadaspor una

mamífero(PI) selectivosparaanionesen secuenciabisagrao forman E

membranasartificiales unahélicecontinua

46

Introducción

aisladadel intestinodel cerdosemejantea la cecropinade insectos(Leeet al., 1989).Al mismo

tiemposehalló, en las abejas,los primerospéptidosantibacterianosricos en prolina(Casteelset

al., 1989; 1990),péptidosde estetipo sehanaisladoposteriormenteenneutrófilosbovinos(Frank

et al., 1990) y en el intestino delgado del cerdo (Agerberth et al., 1991). Los péptidos

antibacterianosestándistribuidospor toda la escalaevolutiva,habiéndoseaisladotambiénen

moluscos(Hubertet al., 1996),crustáceos(Shiff, 1994)y peces(Lazaroviciet al., 1986).Todas
A-

lasmoléculasantibacterianascaracterizadashanresultadoserpéptidoso polipéptid¿s,exceptola

escualamina,aisladadetiburón,quetieneunaestructuraesteroidea(Mooreet al., 1993).

Los péptidosantibacterianosse hanclasificadoatendiendoa susimilitud de secuenciade

aminoácidosy de estructura(tabla2).

TABLA 2.- CARACTER[STICAS PRINCIPALES DE PÉPTIDOS ANTIRACTERIANOS

De feosinas

Defensinas 4 5 Gram+.Formancanales 3 puentesdisulfuro l-loflThann y

de insecto dependientesdevoltaje en intramolecularesPresenta Hetru, 1992

membranaplasmáticade una a-héliceen la zona

Microccocus¡ufeus centraly el extremoC

terminalformauna hoja ¡3
.-----~

Defensinasde E 4 E Gram+,Gram- y virus Láminas13 estabilizadaspor Lehreretal.,

mamífero : : Citotóxico,antifángico.Forma 3 puentesdisulfuro 1993

- . canalesenbicapaslipidícas intramoleculares

_______________________ planas __________________________________________
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Péptidos ricos en prolina

Apidaecinas 9 Gram-. Bacteriostáticos Castecís et al.,

1989

Abaecinas 4 Gram+, Gram-.Bactericidas Casteels et al.,

1990

Drosocinas 25 Gram-. Bactericidas O-glicosilado Bulel et al.,

[993

Romeoet al.,

1988

Bactenecinas 15 Gram+, Gram-.Bactericidas, 1 puentedisulfáro, estructura

activosen membranas extendidaformandoun giro

citoplamáticas y

BacS y Bac7 5 7 Gram- y virus. Permeabilizan Estructuraextendida Franket al.,

tanto la membranainternacomo 1990

la externae inhiben la cadena

respiratoria
-,-

PR 39 . 47 Gram+ y Gram- Ricosen argininay prolina Agerberthet

al., 1991

Péptidos ricos en glicina —

Atacinas 20 Gram-. Bacteriostático. Hultmark et

activo en membranaexterna al., 1983

Sarcotoxinas II 24 Gram-.Bactericida Extremo C-terminalamidado Andoet al.,

1987

Coleoptericinas 8 Gram-.Bactericida Buletet al.,

1992

Diptericinas 9 Gram-. Bactericida C-terminalamidadoy O- Dimarcqet

glicosilado al., 1988
1~~~~~— -.-

Himenoptericina 10 Gram+, Gram-.Bactericida Castecís et al.,
1993

Péptidos de anfibios
— — ——

Magainina1 y 2 2 Hongos,protozoos y células a-hélice anfipática Zasloff 1994

tumorales. Gram+ y Gram-
----4-

POLa 2 Hongos y protozoos. Extremo carboxilo amidado. Maíoy y Kan,

Gram+ y Gram- a-hélice anfipática 1995
-.-----~- -4-

XPF 25 Gram+ y Gram- . Maloy y Kan,

1995
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Bombinina y 2 3 Hemolítico. Gram+ y Gram Poseen D-aloisoleucina Barra y

bombinina H Símmaco,

1995

Dermaseptina 35 Hongos,levaduras y protozoos Catiónico.a-hélice anfipatíca Mor y

Adenorregulina Gram-4- y Gram- Nicolas, 1994

Bacteriostático y bactericida

Caerina 1 Bactericida y antiviral

Caeridina 25

Brevininas 2 Gram+ y Gram- Puente disuifliro en el

Ranalexina 3 5 extremo carboxilo formando

Gaugerina 2, 4 y . un anillo de 7 aminoácidos

6

Esculentinas

Barra y

Símmaco,

1995

Barra y

Simmaco,

1995.

Cíark et al.,

1994

1.5.1.CECROPINAS

En 1981 Bomany colaboradores(Steineretal., 1981)aislabany caracterizabanel primerpéptido

antibacterianode lahemolinfade la larvadel lepidópteroHyalophoracecropia.Estepéptido se

inducíapor inyecciónde bacteriaso por la producciónde una lesión en el tegumento;y se

caracterizapor:

a) Los nivelesbasalesde péptidoeranprácticamenteinexistentesen la larvaantesde la inducción.

b) La actividadantibacterianaaparecealas pocashorasde la infeccióno de la producciónde la

herida, alcanzandosu valor máximo a las 24 horas y se mantienedurante48 horaspara

posteriormenteir decreciendo.

Se han encontradopéptidossemejantesa la cecropinaen seis génerosdistintosde los

órdenesLepidopteray Diptera. En Drosophilala cecropinaA sesintetizaen el cuerpograsode
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la larvay del adultoy en menorproporciónen hemocitosy célulastegumentarias,mientrasque

durantela metamorfosisde la pupaseexpresaprincipalmentececropina13 y C en los hemocitos

y en el tractodigestivoanterior(Samakovliset al., 1990;Tryseliusetal., 1992).

1.511.ESTRUCTURADE LAS CECROPINAS

Todaslas cecropinaspresentanunaalta similitud en su secuenciade aminoácidosy secaracterizan

porserpéptidoscatiónicos(pL 8.2-9.6)de 35-39residuosy porquesuextremocarboxiloterminal

se encuentraamidado.

Lascecropinasen soluciónacuosano aparecenestructuradas(Steiner,1982).Estudiosde

resonanciamagnéticanuclearen hexafluoroisopropanolal 15%muestranqueel péptidoadopta

una estructurade hélice-bisagra-hélice,semejantea la descritaen melitina (Terwilliger el al.,

1982), las dos hélicesforman un ángulo de 70o~l00o.La primerahéliceestáformadapor los

residuosdel 5 al 21 y esunacc-héliceanfipáticacon unacarganetapositiva (+6en lacecropina

A), mientrasquela segundahéliceestaformadapor los residuosdel 24 al 37, eshidrofóbicay está

menoscargada(±1en la cecropinaA y D, y neutraenla cecropinaB) (Holak et al., 1988;Durelí

et al., 1992).

Las cecropinassonsintetizadascomoprepropéptidosde 62-64residuosde los cualeslos

24-26aminoácidosdel extremoN-terminalno seencuentranen el péptido maduro.El péptido

señalestaformadopor los 22 primerosaminoácidosdel prepropéptido.Una vezeliminado el

péptido señal queda un dipéptido de prolina-alanina que es eliminado por una

dipeptidilaminopeptidasa;estaaminopeptidasaha sido aisladaen la hemolinfade H cecropia

(Bomanel al., 1989a).En el último pasoparala obtencióndelpéptidomaduroseproduceapartir

de la formacióndel grupoamidaen el extremoC-terminalpordescarboxilaciónoxidativade un

residuode glicina contiguo(Bomanetal., 1991).

Basándoseenlos estudiosde laestructurasecundariadelacecropinasehansintetizadouna

seriede análogosde cecropinaen los que sehan introducidomodificacionesparaestablecerqué

residuossonimportantesparala actividad.La deleciónde 1-3 aminoácidosdel extremoamino

produceuna disminuciónde la actividad.Asimismo, la presenciade un aminoácidoaromático
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comoel triptófano, en posición2 esimportante(Andreuetal., 1985a).La anfipaticidadde la a-

hélicedel extremoaminoesesencialparala acción lítica (Steineret al., 1988).

1.5.1,2. REGULACIÓN GÉNICA DE LAS CECROPINAS

El máximo nivel de síntesisde las cecropinasse produceen las 24 horas posterioresde la

producciónde unaheridao de la inyecciónde bacterias(vivas o muertasporcalor)en la larvade

Hyalophorao dePhormia(Lambertet al., 1989).La administraciónde inhibidoresde la síntesis

de RNA y de proteínashandemostradoque la regulacióngénicade estospéptidosseproducea

nivel transcripcional.

El gende la cecropina13 fue el primeroen sersecuenciado(Xanthopouloset al., 1988).

Estegentieneun tamañode 514pb conteniendodosexonesy un intrón. Por delante del extremo

5’ hay dos cajasde lecturaCAAT y TATA así como un motivo para“capping” específicode

insectos.El extremo3’ contienedos señalesde poliadenilación.

1.5.1.2.1.Motivos KB en el promotorde 2enesdececropina

Actualmentese han donadolos genesque codifican las distintascecropinasde Hyalophora,

Sarcophagay Drosophila(Xanthopouloset al., 1988;Kanai y Natori, 1989;Kylstenet al., 1990;

Gudmundssonet al., 1991; Tryselius et al., 1992).En los promotoresde estosgenessehan

encontradounoselementosreguladoresde 10-11 pb cuyasecuenciapresentaunaalta similitudcon

la secuenciadel sitio de unión del factor de transcripción de mamíferos(NF-KB) (Sun et al.,

1991a). El motivo KB de las regionespromotorasde los genes de las cecropinasy de las

diptericinases partede unagran región de transcripciónno constitutivae inducible por LPS y

ésteresde forbol, situaciónsemejantea los genesde attacinay de lisozimaen H cecropia(Sun

et al., 199]b). Un fragmentode 200 pb del promotordel gende la lisozimaquecontienenel sitio

de unión xB, uneun factornuclearaisladode pupasde H cecropiainmunizadas,ausenteen las

pupascontroles.Suny Fayeen 1992purificaronunaproteína(Cli”) cuyaexpresiónes inducible

por infeccionesbacterianas,por LPSy por ésteresde forbol y que seunea DNA por la secuencia

GGGAN TYYYC, específicade H cecropia.y esmuy similar a la secuenciadel sitio de unión
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KB. TantoNF-KB comoCIF compitenpor los mismosmotivos y presentanreaccióncruzadacon

anticuerpos.En Drosophilay en Sarcophagala inducciónde proteínasinmunesestácontrolada

por factoresde transcripciónsemejantesa los encontradosen Hyalophoray quesonespecíficos

de motivosKB (Kappleret al., 1993).

1.5.2. MODELOS DE PERMEABILIDAD POR PÉPTIDOS ANTIBACTERIANOS EN

MEMBRANAS

Las cecropinasson agentesqueprovocanpermeabilizacióntanto de membranasmodelo como

biológicas;las cecropinassoncapacesde permeabilizarliposomas(Steineret al., 1988)y formar

canalestransitoriosselectivosparaanionesenbicapaslipídicas(Christensenetal., 1988).Estudios

basados en la relación estructura-actividady en efectividad antibiótica-capacidadde

permeabilizaciónmuestranquela mayoríade los péptidosantibacterianosactúande formasimilar

(Steineret al., 1988; Wadeetal., 1990;Mor etal., 1991; Cociancichet al., 1993;Matsuzakiet al.,

1995a; 1995b);si bienexistenotrospéptidos,como la atacina,PR39y apiadecinasqueno actúan

enalterandola permeabilidadde la membrana,sino queinterfierenen la transcripcióndelos genes

quecodifican lasproteínasde la membranaexternade E. cok (Carlssonet al., 1991), la síntesis

de proteínas(Bomanet al., 1993)y un mecanismono determinado(Casteelsy Tempst, 1994).

Laprimerainteracciónentreel péptidoy la membranaesde naturalezaelectrostáticaentre

las cargaspositivasdel péptidoy los componentesácidosde lamembrana(Saberwaly Nagaraj,

1994). Tantolas cecropinascomo derivadosde cecropina-melitinapresentanunaestructurano

organizadacuandoseencuentranen una soluciónacuosa,pero en contactocon la membrana

adoptanuna estructuraen a-hélice(Siposet al., 1992; Holak et al., 1988).El péptido en la

membranapuede adoptardistintas orientacionesen relación al plano de la membranaque

favorezcanuna energíalibre mínima, así la partepolar se situaráen una ambientelo más

hidrofílico posible,ya sea interaccionandocon las cabezaspolares de los fosfolípidos de la

membrana,con el solventequele rodeeo conotrasmoléculasdepéptido formandounaestructura

macromolecular.La partehidrofóbicapuede,a suvez,interaccionarcon la de otramoléculade
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péptidoo penetraren lamatrizhidrofóbicade la bicapa(Durelí etal., 1992; Wimley et al., 1994),

lo que dependeráde la fluidez de la membranay por tantode la temperatura(Nakajimaa al.,

1987; Matsuzakiet al., 1991),de la longitud y del gradode insaturaciónde las cadenasalquilo

(Subbaraoy MacDonald,1994),y del potencialde membrana(Christensenet al., 1988).

La cecropinadebepenetraratravésdela membranaexternade lasbacteriasGram -, donde

la difusión de compuestosestámuy restringidaal carecerde glicerolfosfolípidosimpidiendoel

pasode moléculashidrofóbicas,y las hidrofilicas únicamentepuedenrealizarlopor las porinas

existentes(Nikaido y Vaara,1985).La capade lamembranaexternaqueestáen contactocon el

exterior estáconstituidaprácticamentepor lipopolisacárido;la accióndel péptidorequeriríala

desagregaciónde la membranaexternapor unión al LPS catiónico en el denominado“paso

autopromovido”,alcanzandola membranainterna,dondeactuaríacomoun detergentecatiónico

(Vaaray ‘Vaara, 1994).

El enantiómeroD de lacecropina,quepresentael mismocomportamientoy estructuraque

la L-cecropina,hapermitidoestablecerquela acciónde lacecropinaactúasin la mediaciónde

ningúntipo de receptorquiral o enzimático(Wadeet al., 1990)asemejanzade las magaininas

(Besalleet al., 1990).

Una vez unido el péptido a la membranase han propuestosvarios mecanismospara

explicarel aumentode permeabilidad,la mayoría de estosestudios se han realizadosobre

membranasmodelo,sin quepuedaestablecerseunabuenacorrelacióncon los mecanismosque

ocurrenenunacélula(Higashijimaet al., 1988, 1990; Díaz-Achiricaet al., 1994; Tisch et al.,

1995).

1.5.2.1.MODELO DE POROTIPO DUELAS DE BARRIL

Estemodelosehapropuestoparaexplicarla permeabilidadproducidaenmembranasplanas,por

la cecropina(Christesenet al., 1988)y péptidostipo magainina(Duchlohieret al., 1989).Las

moléculasde péptidosedispondríanperpendicularmenteal píanode la membrana,insertándose

en ella y formando un poro que abarcaríatoda la anchurade la membrana.Una longitud

aproximadade 20 residuosesnecesariaparaformaruna cc-hélicecapazde atravesarla bicapay
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por lo tanto fornmrel poro(Learet al., 1988).Cuandoel péptidono tieneunalongitud suficiente,

comoocurreconciertosanálogosdececropina-melitina,activoscon tansólo 15 residuos(Andreu

et al., 1992),sepuedeproducirla unión de variasmoléculasentreel extremocarboxilode unay

el extremoamino de otraparaalcanzarla longitud necesaria(Steineret al., 1988; Anzai etal.,

1991).Otra soluciónseríalaadopciónde unaestructuraenhélicealargadao hélice~ (Andreu

etal., 1992).

Seacomofuerequese disponganlas moléculasdepéptidoen la luz delpóro~uedarianlos

residuoscargadospositivamente,lo quepermiteel pasode iones.Existeunavariaciónsobreeste

modelo en la cual los monómerosde péptido se agregaríanformandoun complejoprevio asu

unióna lamembrana(Urrutiaet al., 1989).La relaciónde conductividadCF:Na~en los canales

esde 2 a 1 (Christensenet al., 1988).

Enpéptidoscomo la cecropinaque tienenuna secuenciabisagraUly-Pro senecesitaun

potencialde membranaparaayudara la translocaciónde la regiónpolarde péptido en lazona

hidrofóbicade la bicapa(Christensenet al., 1988).Los cambiosconformacionalesnecesariospara

la formacióndel poro vienenfavorecidospor la rotaciónde las dos hélices alfa anfipáticas

alrededordela zonabisagra,peroestáninfluenciadospor la cargade la bicapalipídica asícomo

porsu fluidez (Gazitetal., 1994).En cambioen la cecropinaPl o hibridoscecropina-melitinaque

carecende secuenciabisagra(Wadeet al., 1990)la formaciónde canaleses independientede la

existenciao no de un potencialde membrana(Gazitet al, 1994).

La acciónlítica de la cecropinasobrelas bacteriasserealizaen la membranaplasmática,

con pérdidade K~ y disminucióndrásticade los nivelesde ATP intracelular(Okaday Natori,

1984).

1.5.2.2. MODELO DE ALFOMBRA

Estemodelo seha propuestoparaexplicar una seriede datosexperimentalesque no podían

respondera la formaciónde porosdiscretos.Estoshechoseran:

a) La alta estequiometríade unión de péptido necesariapara que seproduzcapermeabilidad

(Steineret al., 1988; Gazit etal., 1995).
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h) Con numerosospéptidosno es necesarioque exista potencial de membranaparaque se

produzcapermeabilidad(Steineret al.. 1988;Díaz-Achiricaet al., 1994;Mancheñoet al., 1996).

c) En determinadoscasosseproducepermeabilidada solutosde alto pesomolecular(Mancheño

et al.. 1996),y moléculasno cargadas(Díaz-Achiricaet al., 1994).

d) Comofue mencionadoen el modeloanteriorhay péptidoscuyalongitud no permiteformaruna

cc-héliceparaatravesarlabicapa(Andreuet al.. 1992;Mor etal., 1994).

e) Datosftsico-químicossobreorientaciónde péptido (Shai, 1995).

Enestemodelolos péptidosadoptaríanunadisposiciónhorizontalrespectoa lamembrana,

cubriendola máximasuperficie.La interaccióncon los fosfolípidosoriginaríala desorganización

de los mismospermitiendola salidade solutosinternosa travésde la membrana.

1.5.2.3.FORMACIÓN DE POROSA ALTA CONCENTRACtÓNDEL PÉPTIDO

Estemecanismoseríaunasoluciónintermediaentrelos dosmodelospropuestosanteriormente.

Despuésde la saturacióntodala superficiede la membranala moléculasdepéptidosedispondrían

enun plano perpendiculara la membrana,de estamanerase disminuyela tensiónprovocadapor

los péptidosunidos y se formarían poros discretosresponsablesde la permeabilidadde la

membranay de los cambiosen la intensidadde corriente observados.Es muy posiblequeambos

mecanismos,la formaciónde porosy la alteraciónde membranapor la disposiciónnormaldel

péptido en la caraexternacoexistantanto en modelosde membranaso liposomascomo en

modelos con distintos tipos de células. Estudios con melitina han mostradoque a baja

concentraciónse formanporos dependientesde potencial;segúnse aumentala concentración

aparecendiscontinuidadesen la membranahastallegar a la destruccióntotal de la misma

(Dempsey,1991).
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1.5.3. MELITINA

Melitina esel componentemayoritariodelvenenode la abejamelíferaeuropea(Apis melftfera).

Es un péptido de 26 aminoácidos,cuyacarganetaesde +6, con unaalta actividadcitotóxica

inespecíficaque no requierereceptor(DeGradoet al., 1982). Comparandola estructurade la

melitina con la molécula de la cecropinase observaque la polaridad de la lecuenciade

aminoácidosesopuestaa la de la cecropina,con unaregiónN-terminalhidrofóbicay un extremo

carboxiterminalbásico,donderesidela actividadcitolítica (Habermann,1972; Blondelleet al.,

1993).

La melitinaen soluciónacuosay abajaconcentraciónseencuentraen formade monómero

conpocaestructuración.A altaconcentraciónde péptidoy alta fuerzaiónica lamelitina agrega

formandotetrámeros,dondela moléculade melitina adoptala estructurade hélice-bisagra-hélice.

La bisagracomprendelos aminoácidos11-15 (conunaprolinaen posición14)y los ejesdeambas

hélicesformanun ángulode 1200 (Dempsey,1990).La héliceesanfipáticay en el tetrámerolas

hélicesestánsituadasde maneraantiparalelacon los residuoshidrofóbicosen contacto(Bazzoet

al., 1988).

La melitinaseune rápidamentea la membranade los eritrocitos;unaconcentraciónde

1 ~ig/mlessuficienteparaproducirla lisis del glóbulo rojo. La unión a lamembranaserealizaen

forma de monómeros(Hermettery Lakowicz, 1986)y la formaciónde tetrámerosen solución

acuosa,por ejemplo inducida por fosfato 0.5 M, inhibe la hemólisis (Dempsey, 1990). La

interacciónde la melitina con la membranadependede la composicióndelípidosde la bicapa,de

la concentracióndepéptido,del pH de la solución,de la presenciadepotencialde membranay del

gradode hidrataciónde la membrana(Dempsey,1990).

En modelosde membranasplanasla melitina inducecambiosen la conductanciade la

bicapacon un aumentode la permeabilidada aniones,superiorapermeabilidada cationes(Nat

y K). posiblementedebidoa la atracciónelectrostáticadel segmentocatiónicodel extremoC

terminalsobrelos mismos(Tostesony Tosteson,1981).

En interacciónde la melitinacon la membranael mecanismode acciónpropuestosería

dependientedela concentración;enunprimerpasoseformaríancanalesdependientesde voltaje,

acontinuaciónseproduciríala liberaciónde moléculasde alto pesomolecular,paraterminarcon
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unasolubilizaciónde la membranaconla formaciónde micelasmixtasmelitina-membranasimilar

a un detergente(Dempsey,1990).

Ademásdesu acción hemolíticala melitinatieneotrosefectosbiológicossobreotros tipos

celulares:esmitogénicaen hipocotiledonesdecalabacín(Cucurbitapepo)(Seherer,1992),induce

la liberaciónde insulina de célulaspancreáticas(Morgany Montague,1984), inhibe laATPasa

dependientede Ca2t del retículo sarcoplásmico(Bakeret al., 1995) e inhibe a la calmodulina

uniéndosea ella en presenciade calcio (Kataokaetal., 1989).

1.5.4.ACCIÓN DE PÉPTIDOSANTIBACTERIANOS EN PROTOZOOS Y HELMINTOS

La hipótesisinicial, sobreuna actividadcasi exclusivasobrebacterias,seha ampliadoa otros

organismos.

Magaininas.-Fue uno de los primerospéptidosantibacterianosestudiadosen protozoosde vida

libre comoParameciumcaudatum,Euglenagrac¡lis y Amoebaproteus.Lamagainina2 produce

en estosorganismosuna dilataciónde las vacuolascontráctiles,y aconcentracionessuperiores

del péptido, lisis de la célula(Zasloff, 1987).La magainina2 tambiénimpide el desarrollode los

ooquistesde Plasmodiumcynomolgydentrodel vectorAnophelesgambiae(Gwadzet al., 1989).

SobreAcantharnoebapolyphaga induce una morfología irregular con una inhibición del

crecimiento,formaciónde pseudópodosy de nuevasvacuolas(Schustery Jacobs,1992).

Análogossintéticosdelasmagaininassehanensayadoen Blastocystishominis,Entamoeba

hystolytica,dondese observapérdidadela movilidado ausenciade pseudópodos;y en éstosy en

Trypanosomacruzi hay un incrementode la vesiculacióndel citoplasma,destrucciónde la

membranaplasmáticay porúltimo muertecelular(Huangetal., 1990).

Dermaseptina.-Péptidoantibacterianocatiónico de 34 aminoácidosaisladode la piel de la

Phyllomedusasauvagiiinhibeel crecimientoin vitro de promastigotesde Leis-hmaniamexicana

con pérdidade la motilidad y la apariciónde formasredondeadas.A unaconcentraciónde 3 ktM

inhibe el 50%del crecimientoy el 100%seobtienea concentracionesde 10 ¡M. Al microscopio
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electrónico se observala aparición de unos orgánuloscitoplasmáticostransparentesa los

electronesy evaginacionesen la membranaplasmática.Los microtúbulossubpelicularesno se

alteran(Hernándezet al., 1992).

Defensinasdemamífero.-Tantocriptidinas(aisladasdel intestinodelgado)comoNP-2 aislado

de neutrófilo murino han sido ensayadosen Giardia lambía, dondea unaconcentraciónde 20

~tg/mlinducenin vitro la agregaciónde los trofozoitosy sumuerteposterior.Re4ucentambién

la viabilidadde los quistes;la defensinahumanaHNP-1,precisaconcentracionessuperioresen

tresunidadeslogarítmicasparatenerefecto(Aley et al., 1994).

Defensinasde insectos.-ImpidenlacolonizacióndeAedesaegypt¡por Brugia malayi cuandoel

mosquitoesinfectadopreviamentepor bacterias(Lowenbergeret al., 1996).

CecropinaA.- Inhibe la reinvasiónde los glóbulos rojos por merozoitosde Plasmodium

falciparunz(Wadeet al., 1990)y mataaLeishmaniaaethiopicaa concentracionessuperioresa

I0OktM (Kimbell, 1991).

CecropinaB.- Al igual que ocurrecon la magainina2 inhibe el desarrollode los oocistesde

Plasmod¡umcynomolgi(Gwadzetal., 1989),y disminuyela movilidadde microfilariasdeBrugia

pahangíy su infectividad en Aedesaegypti (Chalket al., 1995).Análogosestructuralespresentan

actividadlítica frentea amastigotesintracelularesde Trypanosomacruzí “in vitro” y en ratones

infectados(Barr etal., 1995).

Híbridos cecropinaA-melitina.- Péptidossintéticoscon un tamañoque varíadesde26 a 16

aminoácidossoncapacesde inhibir tantoel crecimientode los trofozoitoscomola capacidadde

reinvasiónde glóbulosrojos de Plasmodiumfalciparum (Bomanet al., 1 989b; Andreuet al.,

1992).

Hecate-1,Shiva-1,Shiva3 y 511-37.-Soncuatropéptidossintéticos.ExceptoHecate-1los demás

sonanálogosde la cecropina13. SB-37sediferenciade la cecropina13 porunasecuenciaadicional

Met-Proen el extremoamino y el cambio de la metioninaen posición11 porunavalina. Shiva-1
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presentaun 60%de homologíaconla cecropinay Shiva-3 sediferenciade Shiva-1 por el cambio

del Trp-4 porTyr-4.

Tanto Shiva-l como l-lecate-l reducen la viabilidad de los esporozoitos de

Cryptosporidiumparvum (Arrowood et al., 1991). Shiva-1 tiene efecto tripanocidacontra

Trypanosomacruzí y reducela parasitemiaen glóbulos rojos producidapor Plasmodiuni

falciparum;el mismoefectoesproducidopor SB-37peroa unaconcentracióndiezvecessuperior

(Jayneset al., 1988).

Shiva-3 inhibe totalmenteel desarrollodel ooquinetoy la formacióndel los gametocitos

de Plasmodiumberghei (Rodríguezet al., 1995). La ingestión de Shiva-3 por Anopheles

albimanusinhibe el desarrollode la infecciónpor Plasmodium(Rodríguezet al., 1995).

1.5.5.PÉPTIDOS HÍBRIDOS SINTÉTICOS CECROPINA A-MELITINA

El númeroreducidode residuos,y carenciade puentesdisulfuro de la cecropina,facilita su

síntesisquímicay la obtenciónde análogossintéticosque permitendefinir la naturalezade

aminoácidosqueocupanposíctonesclaveparasufunción,con mejorade la actividadantibiótica.

reduciendola concentraciónletal mínimay ampliandosuespectrode acción. Se han realizado

estudiosdeestructura-funcióndececropinaA mediantedelecionesy sustituciones(Andreuetal.,

1985a),combinandodistintasregionesde diferentescecropinas(Fink et al., 1989)y sintetizando

péptidoshíbridosde cecropinaA-melitina (Bomanet al., 1989; Wadeet al., 1990; Andreuet al.,

1922; Ubach,1996).En estoshíbridosel extremoN-terminalestáformadopor la regióncatiónica

amino terminal de la cecropinaA. seguidade la secuenciaamino terminal de la melitina.

conservandoel motivo de cc-hélicesanfipáticaspresentesenlos péptidosparentales.Estospéptidos

híbridoscecropinaA-melitina hanmostradounamayor actividadmicrobicidaasícomo un más

amplio espectrode acciónquela cecropinaA y al mismo tiempocarecendeactividadhemolítica

(Bomanet al., 1989b).

En el presentetrabajoseha empleadoprincipalmenteel péptido (L)-CA(1-8)M(1-18)

formadopor los primerosochoaminoácidosde lacecropinaA seguidosde los primerosdieciocho

residuosde la moléculade la melitina,y se ha comparadocon otros análogosmáscortos que
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tambiénposeenactividadmicrobicida(Andreuetal., 1992),cuyassecuenciassemuestranen la

tabla 3.

A-.

TABLA 3.- Comparaciónde las caracteristicas físicas y antibióticas de los péptidos usados en el presente

trabajo.

PÉPTIDO SECUENCIA

CA( 1 .8)M(I -18) KWKLFKKíGIGAVLKvLTTGLP~~IS-NHZ

Ac-CA( 1 -8)M( 1-18) Ac~KWKLFKK1GIGAVLKVLTTGLPALISNH~

D-CA( 1 .8)M( 1-18) kwklflzkigigavlkvíttglpalis-NH2

CA( 1 -7)M(2-9) KWKLFKKIGAvLKvL-NI-S

CA(l-7)M(4-l II KWKLFKKAvLKvLrr-NH2

EO E. ccli Laureus a.hélice SI>

(1) (2) (2) (3) (4)

>600 0.3 1 35 0.197

n,d.

>400 1

>300 8

n.d. n.d.

0.3 43

2 91

n.d

n.d

0.46 1

>600 0.6 8 75 0.482

CA(l-7)M(5-12)

CA(l-8)

CecropinaA

Melitina

KWKLFKKVLKVL’ffG-NH, >500 0.5 8 78 0.603

KWKLFKKI-NH, n.d n.a. n.d. n.d. n.d

KWKLFKKIEKVGQNIRDGIIKAGPAVAvVGQATQJAIQNH2 >200 0.3< >300 25 0.316

GIGAVLKvLTFGLPALISWIKRKRQQ-NH2 4 0.8 0.2 75 0.342

(1).- EO.- Eritrocito de oveja,tomadode Bomanet al., 1989b; Andreuet al., 1992. (2).- Concentraciónletal (pM),

tomado de Boman et al.. 198%; Andreu et al., 1992. (3).- Porcentajedea-héliceen hexafluorOisOprOPanOlal 12%,
tomado de Wade et al., 1989. Andreu et al., 1992. (4).- Momento hidrofóbico, tomado de Ubach, (1996). n.a.- No
activo. n.d.- No determinado.
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Obietivos

Los péptidosantibióticos catiónicos,ademásde su efecto antibacteriano,han mostradosu

actividadlítica en otrospatógenoseucariotas.La síntesisquímicade estospéptidosasí comola

de diferentesanálogosconmayorespectrode accióny eficacia,posibilitael desarrollode nuevos

péptidoscon finesterapéuticos,conun menorcostee inmunogenicidadevitandola apariciónde

fenómenosde resistencia.

El objetivodelpresentetrabajoesel estudiode interacciónde péptidossintéticoshíbridos

de cecropinaA-melitina, y másconcretamentedel péptido CA(1-8)M(1-18),con el protozoo

parásitoLeishmania,analizandoel mecanismode muertedel parásitoy los factoresque actúan

sobreel mismo comounaprimeraetapahaciala aplicaciónterapéuticade estepéptido como

agenteleishmanicida.

Los objetivosconcretosson:

1.- Establecerun métodode estimaciónde la viabilidaddeLeishmaniaquesearepetitivo,

rápidoy de fácil cuantificacion.

2.-Determinarquéparámetrosintervienenen la interaccióndel péptidocon el parásito.

3.- Análisisde los efectosproducidospor CA( 1 -8)M(1-18)enla fisiologíadeLeishmania

y los posiblesmecanismosde defensadel párasitofrenteala accióndel péptido.

4.- Estudiodel efectode CA(1-8)M(l-18) enlos diferentesestadosdelciclo biológico

del parásito.

5.- Proposiciónde un modelode accióndel péptido.

6.- Aplicaciónde CA( 1 -8)M(1-18)como agenteterapéuticoen leishmaniasísmunna.
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Materialesy Métodos

3.1. CULTIVO DE CÉLULAS

3.1.1.CULTIVO DE PARASITOS

3.1.1.1. PROMASTIGOTESDE LEISHMANIADONOVANI

La cepasalvaje 152D (Ryan et al., 1993) se cultivó en medio RPM! 1640 (Gibco BRL)

suplementadocon 10%de suerofetal bovino descomplementarizadoporcalor,glutamina2 mM,

gentamicina(30 pg/ml) y unicilina (100 unidades/mí).La cepamutanteR2D2, deficiente en

lípidofosfoglicano,semantuvoen el mismomedio enpresenciade 5 ~ig/mldeaglutiinade ricino

120 (Ricinuscommun¡s)(Sigma)(King y Turco, 1988).La temperaturade cultivo fue de 250C.

Ambascepasfueronproporcionadasporel ProfesorSalvatoreTurco (Universidadde Kentucky).

Los parásitostransfectadoscon luciferasafueronobtenidosporel Dr. OctavioRivero

medianteel vectorpX63NeoLuc;el gende la luciferasafue cortadocon BamHI, obteniéndoseun

fragmentode 1892pb; el vectorpX63Neofue desarrolladoporel Dr. SteveBervely (Harvard

University) y amablementecedidopor el Dr. Luis Miguel Ruiz Pérez(Centrode Parasitologíay

Biomedicina, C.S.I.C., Granada).Tras ligación, replicación y purificación fue introducido

medianteelectroporaciónen promastigotesdeLeishmaniadonovani,los parásitostransfectados

fueronseleccionadosenpresenciadeunaconcentraciónde 30 ng/ml de geneticinay mantenidos

en cultivo en medioRPM! con 10%de SFBI en presenciadel antibiótico.

3.1.1.2.PROMASTIGOTESDE LEISHMANIATROPICA LRC-L39(CI)

Tantolacepasalvajecomola cepaRl 50 fueroncedidosporel Dr. FranciscoGamarrodelInstituto

de Parasitologíay Biomedicina(C.S.I.C.,Granada).La cepasalvajefue crecidaen medioRPMI

modificado(Jackson,et al., 1984)suplementadocon 20% de suero.La cepaRISO resistentea
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daunomicina(Gamarroetal., 1994)secrecióenpresenciade la mismaaunaconcentraciónde 150

kiM (Sigma,U.S.A.). En amboscasosla temperaturade cultivo fue de 250C.

3.1.1.3.PROMASTIGOTESDELE/Sl-IMÁN/APIFANOI

PromastigotesLeishmaniapWanoiseobtuvieronportransformacióndeamastigotes9recidosa 250

C y cultivadosen medioRPM! suplementadocon 10% de SFBI.

3.1.1.4. AMASTIGOTESDELEISHMANL4PIFANOI

Los amastigotessecrecieron,a320C,en cultivo axénico(Pan,1984)enmedio M199 (GibcoBRL)

a pH 7.2, suplementadocon 20% de suerofetal bovino, 5% de tripticasa(BBL, Bectonand

Dickinson)y 50 gg/ml de hemina(Sigma).

3.1.2.CULTIVO DE MACRÓFAGOS

La líneamacrofágicaJ774A.l de ratónBalb/c secultivó enmedio RPM! 1640con 10%de suero

fetalbovino y en presenciade antibióticos,a 370C y 5%de CO
2.

3.2 PEPTIDOS EMPLEADOS

Ademásde péptidoshíbridossintéticosseemplearondospéptidoscomerciales;la cecropinaA

(LaboratoriosEuropa)y la melitina(Sigma),éstaúltimadesprovistade actividadfosfolipasaA,.
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3.2.1. SINTESIS DE PÉPTIDOS HÍBRIDOS CECROP!NA A-MELITINA

Los péptidosfueronsintetizadosporel Dr. David Andreuenel Departamentde QuímicaOrgánica

de la Universitatde Barcelona,mientrasquela cabezapolarCA(1-8) fue sintetizadapor nuestro

grupo; en amboscasoslos péptidosfueronsintetizadosporel métodode fasesólidasobreuna

resmadep-metilbenzilhidrilamina(Novabiochem)enun sintetizadorautomáticoA~1MED AMS

222. La desprotecciónfue hechacon 20%de piperidinaen dimetilformamiday la liberación de

la resmaserealizóusandoácidotrifluoroacéticoal 95%.Los péptidosfueronprecipitadosconéter

frío y su purezafue testadamediantecromatografiade fasereversaen HPLC utilizando una

columna C18 eluida con gradientesde acetonitriloen0.1% de TFA. Los péptidosresultantes

presentanlos extremoscarboxílicosamidados.

3.3. MÉTODOS DE EVALUACIÓN DE LA VIABILIDAD DE LEISHMANIA

EN PRESENCIA DE PÉPTIDOS ANTIBIÓTICOS

Los parásitosson recolectadosdel medio de cultivo a una densidadaproximadade 1 o~

leishmanias/ml,lavadosdos vecescon PBS y resuspendidosa la densidadcorrespondiente

especificadaen los siguientespuntos.En el ensayoestándarlos parásitos,tanto promastigotes

comoamastigotes,sonresuspendidosaunadensidadde 2x10
7 parásitos/mlen soluciónsalinade

Hankssin rojo fenol. Los promastigotessonincubadosatemperaturaambientey los amastigotes

a 320C por 15 minutos.La actividaddel péptidosedetienemedianteseparaciónde los parásitos

del mediode reacciónporcentrifugaciónen microfuga(Sigma201 m) a 13000xg trasadiciónde

10 volúmenesde reaccióndemediodeHanksa40C. El procesodelavadoparaeliminarel péptido

no unido esrepetidodosveces.
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3.3.1. INCORPORACIÓN DE 3H-METIL-TIMIDINA

Trasel tratamientocon el péptidocorrespondiente.los promastigotessonresuspendidosen medio

RPMI completoal cualseañade1 pCi de 3H-metil-timidina(75 Ci/mmol) (Amersham)porpunto.

Los parásitossonincubadosa temperaturaambientedurante24 horasy colectadossobrefiltros

denitrocelulosaen un sistemaMultiScreen(Millipore). Paraeliminarla radiactividádno libre el

filtro fue lavadotres vecescon 200 pl de PBS. La timidinatritiada incorporadasevaloróen un

contadorRack-Beta(Beckman,U.S.A.) en presenciade 1 ml de líquido de centelleoReady-

Protein(Becknnn,U.S.A.).

3.3.2. INCORPORACIÓNDE 355-AMINOACIDOS

Previamentea la adición del péptido los parásitosson deplecionadosde metioninay cisteina

internaspor incubaciónen medio DMEM carentede ambosaminoácidospor espaciode 1 hora,

traslacualseadicionóel péptidosegúnel ensayoestándar.Trasel tratamientocon el péptidolos

promastigotes,a una densidadde 2x107/ml, se resuspendieronen 1 ml de medio DMEM

suplementadocon 20 pCi/ml dePro-mix[355-Met][355-Cys](40-500mCi/mmol) (Amersham),

e incubadospordoshorasa temperaturaambiente.Traslavarlos parásitostres vecescon 1 ml de

PBSfueronprecipitadosporTCA al 5%,por centrifugaciónse separóel precipitadovalorándose

enel la radiactividadincorporadaaproteínasen presenciade 1 ml de líquido de centelleoReady-

Protein(Becknnn)en un contadorRack-Beta(Beckman).

3.3.3. REDUCCIÓN DE MTT

Tras el tratamientocon el péptidolos parásitosse resuspendieronen 100 pl de soluciónsalina

Hankssin rojo fenol con 0.5 mg/ml de MTT (Sigma).Las muestranfueronpasadasa unaplaca

de 96 pocillos dondefueronincubadasa temperaturaambientedurantedoshoras.El formazan

procedentede la reduccióndel MTT fue solubilizadopor adición de un volumenidénticoal de
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lamuestrade SDSal 10%e incubacióndurantedoshorasa 370C (Kinderleny Kaye, 1990).El

formazansolubilizadofue valoradopor absorcióna 600 nm en un lector de placasde ELISA

(modelo450. BioRad).

3.4. CONDICIONES DE INTERACCIÓN LEISHMANIA-CA{1-8)M(1-18)

En el estudiode los diferentesparámetrosde interacciónlos ensayosfueronrealizadosconforme

a las condicionesdescritasen el puntoanterior,con variacióndelcorrespondienteparámetrode

estudio,utilizandocomométodode valoraciónla reducciónde MTT.

3.4.1. EFECTO DE LA TEMPERATURA

El efectode la temperaturafue evaluadoen promastigotesde la cepasilvestrede Leishman¡a

donovanienun rangodetemperaturasde 40C a 250C en presenciade unaconcentraciónconstante

del péptidoCA(1-8)M(1-18) de 2.5 pM.

3.4.2. EFECTO DE SEROALBÚMINA BOVINA

La interacciónde BSA conCA(l-8)M(l-18) y suefectosobrela viabilidad de Leishmaniafue

establecidopor tresmétodosmediantela variaciónen la adiciónde los diferentescomponentes:

en el primerose incubaronconjuntamenteel péptido CA(1-8)M(1-18) a2.5 pM con diferentes

concentracionesdeBSA, durante15 minutospreviaa la adiciónde lamezclaa los promastigotes

de Leishmaniadonovaní.En un segundoexperimentose incubaronpromastigotescon las

diferentesconcentracionesdeBSA duranteel mismolapsodetiempoy posteriormenteseadicionó

el péptido;y en un tercerexperimentoseefectuóunaadiciónsimultáneade BSA y el péptidoa

los promastigotes.
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3.4.3. EFECTO DE CATIONES DIVALENTES

El efecto de cationesdivalentessobrela interacciónde CA( 1 -8)M( 1-18)-promastigotede L.

donovaní fue establecidomediante curvas dosis respuestaen presencia de diferentes

concentracionesde Ca?to secuestroporEDTA 2 mM.

3.4.4. EFECTO DEL pH

Los promastigotesfueron resuspendidosen solución salina Hanks llevada a diferentepHs

mediantela adiciónde HCI o de NaOH,e incubadoscon distintasconcentracionesdel péptido

CA(1-8)M(1-18) segúnlas condicionesdel ensayoestándar.Tras la incubación,los parásitos

fueronlavadosdosvecescon 1.5 ml de mediode Hank’sajustadoaun pH de 7.5 y la reducción

deMIT fue realizadaconformeal métododescritoanteriormente(punto 3.3.3.). El efectodel pH

sobrela viabilidadde los parásitosfue corregidomediantecontrolesde parásitosincubadosen

ausenciade péptido a los diferentespHs.

3.4.5. EFECTO DE LA FUERZA JÓNICA

Los promastigotesseincubaroncon distintasconcentracionesde NaCí en soluciónsalinaHanks

y en presenciade CA(l-8)M(1-18) a una concentraciónde 2 pM. El balanceosmótico del

experimentosemantuvoconstantepor correcióncondiferentesconcentracionesde sorbitol.Tras

la incubacióncon el péptido seprosiguiósegúnlo descritoen el punto 3.3.3.Como controlse

incubaronparásitosen las mismasrelacionesNaCí/sorbitolperoenausenciade péptido.
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3.5. EFECTO DE CA(1-8)M(1-18) SOBRE PARAMETROS

RELACIONADOS CON LA PERMEABILIDAD DE LA MEMBRANA

PLASMATICA DE LEISHMANIA

3.5.1. INCORPORACIÓNDE PROLINA

Promastigotesde Leishmaniadonovani(2x107/ml) fueronresuspendidosenmedioHankscon

prolinaaunaconcentraciónde0.1 mM más 10 pCi (100pCi/pmol) de3H-prolina(60 Ci/mmol)

(Amersham),adicionandoinmediatamenteel péptidoaunaconcentraciónfinal cercanaa la LD
50

(2.5 pM); la incorporaciónde prolina fue medidamedianteretirada,a distintostiempos,de

alícuotasde 200 pl quesonfiltradasa travésde nitrocelulosa(sistemaMultiScreen,Millipore) y

la radiactividadincorporadoen los parásitosmedidaconformeal punto 3.3.1. Como control

negativoseconsideróla incorporaciónde prolinaen presenciade 2 gM de valinomicina(Sigma).

3.5.2.MEDICIÓN DE NIVELES DE Ca
2~INTRACELULAR

La valoracióndel Ca2~ intracelularserealizó conformeal métododescritoporMorenoet al.,

(1992).Los promastigotesdeLeishmaníadonovan¡selavarondosvecescon tampónA: NaCí 116

mM. KCl 5.4 mM, MgSO
4 0.8 mM, D-glucosa5.5 mM y HEPES50 mM, apH 7.4. Las células

seresuspendieronaunadensidadde io~ parásitos/mlen tampónde carga,compuestoportampón

A más 1.5% de sacarosay 6 pM de FURA 2/AM (Molecular Probes).Los parásitosfueron

incubadosen estetampóndurante30 minutosa temperaturaambiente;posteriormenteselavaron

contampónA a25
0C,y los promastigotessemantuvieron40C en estemismotampón.La densidad

final de promastigotesutilizadosen el ensayofue de 5x107 /ml. Como control seutilizó el

ionóforo A21387 (Sigma) a una concentraciónde 5 pM. Las medidasde fluorescenciase

realizaronen cubetasde 1 cm de pasoóptico, a una temperaturade 250C, en un fluorímetro
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Perkin-ElmerLS-5. La longitud deondade excitaciónfuede 350 nm y la de emisiónde 510 nm,

en amboscasosla rendijafue de 2.5 nm.

3.5.3. MEDIDAS DE pH INTRACELULAR

Las medidasde pH sehicieron de acuerdoal métododescritopor Zilbersteinet al., (1989).

Brevemente,promastigotesde Leishmaniadonovanífueroncolectadosen faseexponencialde

crecimiento,lavadosdosvecescon tampón13: NaCí 116 mM. KCI 5.4 mM, MgSO4 0.8 mM, D-

glucosa5.5 mM y MOPS 50 mM a pH 7.40. Las célulasfueronresuspendidasa unadensidadde

1 0~ parásitos/mlen tampónde carga:compuestoportampón13 mássacarosaal 1.5% y 6 pM de

BCECF (MolecularProbes),e incubadasa 25
0C en agitaciónsuavedurante30 minutos,tras lo

cual fueron lavados con tampón 13 a 40C y resuspendidosa una densidad de 2x109

promastigotes/míen tampónC: NaCí 136 mM, KCl 5.4mM, MgSO
4 0.8 mM, D-glucosa5.5 mM

y Tris-succinato10 mM a pH 7.0 Unaalícuotade estasuspensiónfue diluida aunadensidadde

2xlo
7promastigotes/mlentampónC previamenteajustadoal correspondientepH; el rangode pH

utilizado fue de 5.5 a 8.0 con variaciónde 0.5 unidadesde pH. La relaciónfluorescencia-pHfue

determinadacon promastigotespermeabilizadoscon Triton X-1 00.

Las medidasde fluorescenciase realizaronde forma idénticaa la descritaen el punto

anterior,aunalongitudde ondade excitaciónde 500 nm y 525 nm de emisióny con unarendija

de 2.5 nm.

35.4.VALORACIÓN DE ATP

Laextracciónde ATP sehizo segúnel métododescritoporDel Campoy colaboradores(1975).

Promastigotesde Leíshmaniadonovania una densidadde 2x107promastigotes/míseincubaron

en soluciónsalinaHanksen presenciade 0.1 y 5 pM del péptido.A distintostiemposseretiran

alícuotasde 1 mi, los parásitosonsedimentadosen unamicrofuga(Hettich, mikro 12-24) a 14000
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xg durante3 minutos.El ATP fue extraídodel sedimentocelularporadiciónde 100 pl de HCI 0.9

M e incubacióna40Cdurante10 minutos,y recuperadodel sobrenadantetrascentrifugacióna40C

durante10 minutosa27000xg. El sobrenadante(100pl) fue neutralizadocon 40 pl de tampón

AsO
4

3 0.8 M y 24 pl de NaOH 4 N a un pH final de 7.4. El contenidode ATP fue valorado

mediantela reacciónde la luciferina-luciferasamedianteun extracto crudo de luciérnagas

(Photinuspyralis)liofilizadas(Sigma),preparadomedianteresuspensióndel extractoenarsenato
1~

sódico 0.05 M (lmg/ml), centrifugacióna 34000 xg durante10 minutos y recu’peraciónde

luciferina-luciferasaen el sobrenadante.El sobrenadantefue diluido 6 vecescon tampónAsOQ

0.4 M pH 7.3, MgCI
2 50 mM. Paralas medidasde ATP se utilizó 200 pl de la mezclade

luciferina-luciferasaen 750 pl de aguay 50 pl de la muestra.Cadamuestrasehizo portriplicado.

La luz emitidaen la reacciónsecuantificóenun luminómetroLKB (modeloBioOrbit 1250).De

cadamuestrase realizaron10 medidasa intervalosde 10 segundosde las que se obtuvo las

medias.

>5.4.1.VALORACIÓN DE ATP EN LEISHMANIAS TRANSFECTADASCON LUCIFERASA

Los promastigotesseresuspendieronaunadensidadde 1 0~ parásitos/mlen soluciónsalinaHanks.

A 1 ml de la suspensiónde promastigotesse le añadióésterde luciferina(DMNPE-luciferina

disuelta en DMSO) (Molecular Probes)a una concentraciónfinal de 25 pM. El curso de

luminiscenciafue seguidodurante15 minutos,y una vez estabilizadose añadierondistintas

concentracionesde CA(1-8)M(1-18); la luminiscenciafue registradaen un luminómetroLKB

(modeloBioOrbit 1250),tomandomedidascada10 segundos.

3.5.4.2. ESPECTROSDE
3P RMN DE PROMASTIGOTESDE LEISHMANIA

Paralos espectrosde los parásitos“in situ” seemplearon5.5x109promastigotesde Leishmania

donovani,lavadoscon soluciónsalinaHanksy resuspendidosen 2 ml del mismo tampón.El

mismo númerode promastigotesfue empleadoparala extracciónde ATP, paraello seañadió

HCIO
4 a unaconcentraciónfinal del 6%,e incubadasa 4

0C durante10 minutos.La muestrase

centrifugóa 13000xg y el sobrenadanteresultantefue guardado.Se realizóunanuevaextracción
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con 0.6ml de HCIO4, los sobrenadantesfueroncombinados,neutralizadoscon KOH y llevados

a un volumenfinal de 2 ml con soluciónsalinaHanks.

Los espectrosde
31P RMN seadquirierona8.4T(145.2Mhz) utilizandoun espectrómetro

Brtiker AM-360, obtenidospor el Dr. SebastiánCerdán del Instituto de Investigaciones

Biomédicas(C.S.I.C.).Las condicionesdeadquisiciónfueron: pulsosde 450, 60 ppm
7de anchura

espectral,8192 puntosen el dominio del tiempo, 0.933 s de tiempo de adquisición,3.933 s de

tiempototal de ciclo y 1024barridosporespectro.Se aplicó unamultiplicaciónexp¿hencialantes

de la transformaciónde Fourierqueprodujoun ensanchamientoartificial de las resonanciasde

10 Hz.

3.5.5.CONSUMO DE OXIGENO EN LEISHMANL4

Promastigotesde Leishmaniadonovanienfase exponencialde crecimientofueroncentrifugados

y lavadoscon tampónfosfatosalino,y resuspendidosentampónde respiración:sacarosa125 mM,

KCI 65 mM, Tris-HCI pH 7.2 10 mM, MgCl2 1 mM, KH2PO42.5 mM y EGTA 0.33 mM, pH 7.2

(Vercesi et al., 1991) a una densidadde 2.5x10
9promastigotes/mí.La concentraciónfinal de

promastigotesutilizadasen cadamedidafue de 75-100x106/mly normalizadasen relaciónala

misma.

Las medidasde consumode oxígenose realizaronenun electrodode oxígenotipo Clark

(HansaTech),termostatizadoa250C y conectadoa un registradorLKB 2210.

3.5.5.1.MEDIDAS DEL POTENCIAL DE MEMBRANA DE MITOCONDRIA

Promastigotesde Leishmaniaen faseexponencialde crecimientofueron lavadosdosvecesen

soluciónde Hanks,y resuspendidosen soluciónsalinaaunadensidadde 2x106 promastigotes/mí.

Las célulasfueronincubadasdurantecincominutosa370C enpresenciade 0.3 pg/ml derodamina

123 (Molecular Probes),en un volumenfinal de 500 pl. Tras la incubaciónse añadió 1 ml de

HBSS frío y las célulasfueroncentrifugadasdurante2 minutosa 13000xg.

Los promastigotesfueronincubadoscon CA( 1 -8)M( 1-18)en las condicionesdel ensayo
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estándardescritasanteriormentey los parásitosse resuspendieronen 1 ml de HBSS a una

densidadde 106/ml. La fluorescenciade rodaminaasociadaa las célulasfue medidaen un

citómetrode flujo modeloEPICS-XL.La excitaciónfue a 488 nm y la emisiónde fluorescencia

a 525 nm.

3.5.6. INFLUENCIA DEL POTENCIAL DE MEMBRANA PLASMÁTIdA EN LA

INTERACCIÓN PÉPTIDO-LEISHMANIA

Promastigotesa unadensidadde 2x107/ml enmedio Hanks,seincubaronenpresenciade distintas

concentracionesde valinomicinaatemperaturaambientedurante10 minutos.Trastres lavados

con 1 ml de Hanksa 40C los promastigotesfueron incubadosconel péptido segúnel método

estándardescritoanteriormentey valoradospor el métodode la reduccióndel MTT (ver punto

3.3 3.).

3.6. ALTERACIONES MORFOLÓGICAS

3.6.1.PREPARACIÓN DE MUESTRAS PARA MICROSCOPIA ELECTRÓNICA

Los promastigotesde Leishmaniadonovanitratadoscon el péptidoCA(1-8)M(1-18) adiferentes

concentracionesselavaroncon PBSy fijados con glutaldehídoal 5%. A continuaciónse realizó

una post-fijación con tetróxido de osmio al 2.5% duranteuna hora y deshidrataciónpor

incubacionessucesivasde 30 minutosen etanolaconcentracionescrecientesal 30-50-70-90%y

absoluto.El procesode deshidrataciónfinaliza con unaincubaciónduranteunahoraen óxido de

propileno.Las muestrasasí procesadasseincluyeronenresmaEPON812 y semontaronen las

cápsulaspolimerizandola resmaa 600C durante48 horas. Las muestrasse cortaronen un

ultramicrotomoReichrt-Jungy se observaronen un microscopioelectrónicoPhilipsE-200.
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3.7. OTRAS ALTERACIONES PROVOCADAS POR PÉPTIDOS HiBRIDaS

CECROPINA A-MELITINA

3.7.1. INDUCCIÓN DE PROTEÍNAS DE ‘STRESS”

La preincubaciónde promastigotesen mediocarentede metioninafue realizadaconformealas

condicionesdescritasen el apartado3.3.2. Para el control de proteínasde “stress”, los

promastigotesfueron incubadosa 420C durante30 minutos,de tal forma que se indujera la

expresión de los correspondientesmensajeros;los promastigotesfueron cambiadospor

centrifugacióna 1 ml de medio nuevo;a cadapunto seadicionaron10 pCi de Pro-mix [355~

Met][35S-Cys] (40-500mCi/mmol) (Amersham)y la concentracióncorrespondientedel péptido

CA(1-8)M(1-1S), incubándosea temperaturaambientepor 1 hora, a excepcióndel control de

proteínasde stressque lo fue a 420C. La cuantificaciónde la radiactividadserealizó traslavado

con PBS 3 vecesy precipitacióncon ácido tricloroacéticoa una concentraciónfinal del 5%

conformeal métododescritoen el apanado3.3.2.

La electroforesisse realizó en geles de poliacrilamida (15x18x0.15 cm) al 10%

(acrilamida30%, bisacrilamida 0.8%), en condiciones reductoras segúnel métododescritopor

Laemmli (Laemmli, 1970). Las muestrasfueronnormalizadascon respectoa la radiactividad

incorporada,cargándoseencadacalle250,000cpm. El gel fue tratadocon PPOal 22%en DMSO

durante1 hora,secadoy expuestoaunaplacaautorradiográfica(X-Omat 5, Kodak).
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3.8. INTERACCIÓN DEL PÉPTIDO CA(1-8)M<1 -1 8) CON SUSTANCIAS

POLIANIÓNICAS

3.8.1. SUEFECTO EN LA INTERACCIÓN PÉPTIDO-LEISHMÁNIA

,.8.l.1. OBTENCIÓN DE LPG

El LPO fue obtenidoa partir de
10i0 promastigotesde Leishmaniadonovaniporextracciones

sucesivasa 4
0C, con 15 ml de cada solvente de la manera siguiente: dos veces con

cloroformo/metanol/agua(3:2:1), cuatro veces con MgCI
2 4 mM y tres veces con

cloroformo/metanol/agua(1:1:0.3). Seobtuvo unafraccióndeslipidadade la cualseextraeel

LPG mediante cuatro extraccionescon solvente E: agua/etanol/dietiléter/piridina¡NH4OH

(15:l5:5:l:0.017).El LPG esobtenidoporevaporacióndel solventeconcorrientedeN2 (Turco

et al., 1984).

3.8.1.2.HIDRÓLISIS DEPO

La destrucciónde los enlacesfosfodiésterpresentesen la unidadrepetitivadel PO, se realizó

medianteincubaciónenHCl 0.02N durante10minutosa100
0C. Lasmuestrashidrolizadasfueron

liofilizadas y resuspendidasen tampónfosfato 10 mM apH 7.0.

3.8.1.3.INHIBICIÓN DE LA INTERACCIÓN DE CA(I.8)M(l-I8) POR HEPARINA, PG Y LPG.

La inhibiciónde la interacciónpéptido-Leishman¡afue determinadamediantetres experimentos,

en cadauno de ellossevarió el ordende adicióndel péptidoy delcompuestopolianiónico.

Promastigotesde Leishmaniadonovani,aunadensidadde 2x106promastigotes/mí,tanto

de la cepa salvaje como de la cepa mutante R2D2, se incubaroncon 300 pg/ml de PU

(amablementecedidoporel Prof. 5. Turco,Universidaddé Kentucky,U.S.A.)duranteunahora

a temperaturaambientetantohidrolizadocomo sin hidrolizar, o con 300 pg/ml de LPG durante
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unahoraa temperaturaambiente,lavadose incubadoscon distintasconcnetracionesde CA(1-

8)M(l-18), valorándosede la viabilidad del parásitopor reduccióncon MTT. En el casode la

heparina(200pg/ml) (LaboratoriosRovi) el tiempode incubaciónfue de 15 minutos.

En otro tipo deexperimentosseincubóel péptidocon heparina,LPGy PU alas mismas

concentracionesanteriormentecitadas,durante15 minutosatemperaturaambiente,estamezcla

fue añadidaa los promastigotes,y la actividadensayadade formaestándar.Porúltimo, se ensayó

el efectodel péptidocon adiciónsimultáneade cadauno de los compuestospoliarijónicos

3.8.2. VARIACIONES DEL ESPECTRO DE FLUORESCENCIA DE CA(1-8)M(I-18) EN

PRESENCIADE COMPUESTOSPOLIANIÓNICOS

La fluorescenciadel residuode triptófanoen posición2 fue medidaen un fluorímetroPerkin-

Elmer LS-5 con una cubetade 1 cm de pasoóptico. Las condicionesdel ensayofueron: 250C,

excitacióna 292 nm, rangode emisiónde 300 a440 nmy tanto la rendija deexcitacióncomola

de emisiónfue de 2.5 nm.

El péptido fue diluido en tampón fosfato 10 mM fue ensayadocon distintas

concentracionesde PU de Leishmaniadonovani,de heparinaporcina(rangode pesomolecular

aparente4000-6000,Fluka), y con diferentesconcentracionesde acrilamida (BioRad) en

experimentosde desactivaciónde fluorescencia.

3.9. ENSAYOS SOBRE LEISHMANIAS MULTIRRESISTENTES

PromastigotesdeLeishmaniatropica tantode lacepasalvajecomode la resistenteadaunomicína

seincubaronenpresenciade distintasconcentracionesde CA(1-8)M(1-18)durante15 minutos

a temperaturaambiente,valorándosea continuaciónla viabilidad segúnel métododescritoen el

punto 3.3.3.
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3.9.1.EFECTO DEL VERAPAMIL

Promastigotesde Leishmaniatropica de ambascepasseincubaronconunaconcentraciónde 60

pM de verapamil(Sigma)duranteunahoraatemperaturaambientey enagitaciónconstante,tras

lo cualseañadierondiferentesconcentracionesde CA(1-8)M(1-18),siguiéndoseel experimento
A-

de igual formaqueen el punto3.3.3.

3.10. ENSAYOS EN EL HOSPEDADOR

3.10,1.ENCAPSULACIÓN DE PÉPTIDOS EN LIPOSOMAS

La encapsulaciónfue realizadapor Lipotec,5. A. (Hospitalet,España).Brevementeel procesofue

el siguiente:el péptido CA(1-8)M(1-18) fue acomplejadocon dimiristoilfosfatidilglicerol, a

continuaciónseañadiódimiristoilfosfatidilcolina.La relaciónmolardedimiristoilfosfatidilcolina

respectoal dimiristoilfosfatidilglicerOl fue de 9:1. Porevaporacióndel solventese obtuvouna

películade lípido que fue hidratadacon una soluciónde sacarosa0.25 M en un tampón de

succinatosódico 10 mM. Los liposomasfueron formadospordosciclos de sonicaciónde 1.5

minutos.Laconcentraciónfinal del péptidoencapsuladofue de 178 pM.

3.10.2.INFECCION DEMACRÓFAGOS IN VI TRO

Parainhibir la división celularlos macrófagosJ774(10~células/mí)fueronsometidosaradiación

con rayosX en un aparatoPhilips MG 102 por 8 minutosa unapotenciade 100kv y a una

distanciade 20 cm de la fuentede emisión(LámparaMCN 101),y sembradosen placasde 96

pocillos a una densidadde 105/pocillo. Los macrófagosfueron infectadoscon amastigotesde

Leishmaniap<fanOi(relaciónamastigotes:macrófago10:1) y mantenidosa320C en medio RPMI
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suplementadocon 10% SF131durante4 horas;los amastigotesno fagocitadosfueroneliminados

por3 lavadoscon 200 pl de soluciónsalinaHank’s.Los macrófagosinfectadosfueronmantenidos

en cultivo durante2 días.El péptidolibre o encapsuladoen liposomasfue añadidoy mantenido

por 48 horas. La evaluaciónde la proliferación de los amastigotesintracelularesse realizó

medianteELISA, pormedidade la incorporaciónde 5-bromo-2 desoxiuridinaen el DNA en

célulaspermeabilizadasporun fragmentoFab dirigido contratal nucleósidoutilizando el kit
A-comercial(Kit III de BoebringerMannheim).

3.10.3.TRATAMIENTO DE RATONES INFECTADOS CON LEISHMANL4 MÁ4JOR

La eficaciadel péptido in vivo fue evaluadomediantela progresiónde la enfermedaden ratones

Balb/c hembrasinfectadascon Leishmaniamajor. En un primer ensayo, los ratonesfueron

infectadossubcutáneamentecon 106 promastigotesdeLeishmaniamajor (LRC-137)yunavezque

la úlcera eraevidente(aproximadamenteentre 4-6 semanas)fueron tratadascon crema con

liposomas,fabricadaporLipotec 5. A. (L’Hospitalet de Llobregat,Barcelona).A tresde ellasse

les suministrócremacon péptidoencapsuladoen los liposomasaunaconcentraciónde 71 pM,

la relaciónpéptido:fosfolípidofue de 0.003 mientrasal control se les administró cremacon

liposomasvacíos. El excipientede la cremase encuentrabajo patente.La evolución de la

enfermedadfue seguidopormediciónsemanaldel diámetrode la úlceracon un calibre.

En un segundoensayoel inóculo fuede io~ promastigotesde la cepaRCO1 deLe¡shmania

major Se hicieron4 gruposde5 ratones,dosde los gruposseconsideradoncomocontrolesdel

desarrollode la enfermedad,mientrasqueauno se le administrócremacon liposomasyacios,el

otro no fue tratado.Los otrosdosgruposderatonesfuerontratadoscon péptido,a uno de ellosse

les aplicó cremaconteniendoliposomascon CA(l-8)M(1-18) y al otro el péptido libre en la

crema,en amboscasosla concentraciónde péptido fue de 71 pM. Al igual que en el ensayo

anteriorel tratamientofue diario y el diámetrode la lesiónmedidosemanalmente.
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3.11. ENSAYOS DE VIABILIDAD DE PROMASTIGOTES EN EL INTERIOR

DEL VECTOR

Estos ensayosse realizaronen el Departamentode Parasitologíadel Centro Nacional de

MicrobiologíaCarlosIII (Majadahonda,Madrid).

Se alimentaron142 hembrasde Phlebotomusperniciosusde 11 díasde edadcon una

suspensiónen PBSde 1x107 promastigotes/mídeLeishmaniainfantum(cepaLEM-75, ZM-l).

La estimacióndel gradode parasitacióna los distintosdias serealizapordisecciónde diversos

individuosenPBS contrazasde un tensioactivoneutro.Díezdíasdespuésserealimentansobre

unasoluciónde CA(1-8)M(1-18) 10 pM en PBS,o sobrePBSparalos mosquitoscontrol. Tras

dos días se sacrifican y se cuantifica el grado de parasitacióny la mortalidad entre los

promastigotesen relaciónal control.
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Resultados

4.1. INHIBICIÓN DE VIABILIDAD DE LEISHMANIA POR PÉPTIDOS

HÍBRIDOS CECROPINA-MELITINA

4.1.1.METODOS DE CUANTIFICACIÓN DE LA VIABILIDAD DE PROMASTIGOTES

DE LEISHMJ4NL4DONOVANI

Delos diferentespéptidoshíbridoscecropinaA-melitinautilizadosen el presentetrabajo,CA(í-

8)M(1-18)esel péptidomásactivo sobrebacteriasyen la inhibición de la invasiónde merozoitos

de Plasmodiumsobreeritrocitos(Andreuet al, 1992); consecuentementefue el empleadopara

evaluarla actividadsobreLe¡shmaniamedidaportresdiferentesmétodosde medida,y su relación

dosis-respuesta.En dos de los métodosla viabilidad del parásitofue evaluadamediantela

incorporaciónde precursoresradiactivosamacromoléculas;3H-metil-Thy,aDNA, medianteciclos

de replicacióncelular, o de aminoácidosmarcadoscon a proteínas;el tercermétodoesun

ensayo colorimétrico basado la capacidadde los parásitospara la reducción de MTT,

fundamentalmenteporreductasasmitocondriales,queyahabíasido empleadoenla estimacióndel

númerode promastigotesde Leishmania(Kinderleny Kaye, 1990).

En la figura 3 semuestranlos datosobtenidoscon los tresmétodos;aconcentracionesde

péptidosuperioresa2 pM, los tresmétodossonaltamentecoincidentes;abajasconcentraciones

es donde se observan las mayoresdiferencias entre los tres sistemasde medida. En la

incorporaciónde3H-metil-Thy aconcentracionesmenoresde 0.5 kM de péptidoexisteunaligera

estimulacióndela proliferaciónde parásitosen relaciónal control,esdecir, el péptido mostraría

un efectomitogénicosobrelos parásitos.A 5 ¡iM la proliferaciónesinhibidaen un 95%respecto

al control. La LD
50 estimadaseencuentraen un intervalode concentraciónde 1-2.5 pM.
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FIGURA 3.- Efecto de distintas concentraciones de CA(1-8)M(1-18) en la viabilidad de promastigotes de

Le¡shniania donovani medido por tres métodos diferentes; U Incorporación de 3H-metil-Timidina, e
Reducción de MTT, A Incorporación de 35S-Metionina.

La incorporaciónde metionina35S-Metcomo marcadorde la biosíntesisde proteínas,es

el método más sensible; en presenciade concentracionespéptido inferiores a 0.1 ¡iM, los

promastigotesincorporansustancialmentemenosmetioninaquelos controles(40%de inhibición).

La inhibición logradaa 5 jtM de péptidosesde un 85-90%del valor control.

La reducciónde MTT por partede los promastigotesdisminuyea concentracionesde

péptido superioresa0.5 M; a2.5 iM la formaciónde formazanse reducealrededorde un 20%

y, a =MM esmenordel 5%, valoressemejantesa los obtenidoscon la incorporaciónde timidina.

Por estemétodola LD
50 estimadaesde 1.5-2 gM.
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El métodocolorimétricofueadoptadocomoel derutinaparalos ensayossucesivos,debido

a unaseriede ventajassobrelos otros dos métodos: la ausenciade manipulaciónde sustancias

radiactivas,el precio,unamayorfacilidady rapidezenla cuantificaciónen un lector de ELISA y

permitir el uso de pequeñosvolúmenescon el consiguienteahorroen péptido.

4.1.2. ACTIVIDAD DE DIFERENTES PÉPTIDOSANTIBACTERIANOS FRENTE A

LEISHMANIA

Un conjunto restringidode los diferentespéptidoshíbridoscecropinaA-melitina desarrollados

anteriormente(Andreuetal., 1992;Bomanet al., 1989b;Fink etal., 1989) fueronensayadossobre

promastigotesde Leishrnaniadonovani.

En la figura4 semuestrala relaciónconcentraciónde péptido-viabilidaddepromastigotes

evaluadapor reducciónde MTT. En la gráficaA seobservaque el péptido(L)-CA(1-8)M(1-18)

inhibe el 50% de la viabilidad de los promastigotesuna concentraciónde 1 MM. Los péptidos

parentalesde estepéptido híbrido, es decir, cecropina-Ay melitina muestranuna eficacia

totalmentediferente;mientrasquela melitinamuestraun efecto leishrnanicidasuperioral péptido

híbrido, la cecropinaA en el mismo intervalode concentraciones,no afecta la viabilidad de

Leishrnania;esprecisounaconcentraciónsuperiora 50 MM paraobtenerunamodalidaddel 50%

(datono mostrado).El análogoenantiomérico(D)-CA(1-8)M(1-18)esmásefectivoqueel péptido

híbrido sintetizadocon aminoácidosL, especialmenteabajasconcentraciones,con un 50% de

inhibición de la viabilidad a unaconcentraciónde 0.5 MM. La acetilacióndel a-NH-, de la Lys 1

reduce la efectividad del péptido; a concentracionesde 1 y 2.5 MM la viabilidad de los

promastigotesaumentaen un 20%respectoal no acetilado.

En la gráfica.B secomparanel péptido (L)-CA(1-8)M(1-18) con análogosde menor

longitud, tres de ellos tienen 16 residuos.El otro. CA(1-8), compuestopor los ocho primeros

residuosde CA(1-8)M(1-18) correspondeal extremoaminode la cecropinaA, dondese localiza

la mayordensidadde cargaspositivas.La secuencíapolarCA(1-8)no afectaa la viabilidadde los

promastigotes.De los análogosde menorlongitud, el péptido CA(1-7)M(2-9) es el produceel
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mayorefecto.con unaLD50 cercanaa 5 1iM, mientrasquela de los otros dosanálogosespróxima

a 20 MM.

4.2. FACTORES DE LA INTERACCIÓN LEISHMANIA-CA(1-8)~fl(1-18)

Una vezdeterminadoque el péptido CA(1-8)M(l-18) esel de mayor actividadleisbmanicida

comparadocon los análogosmáscortos, seprocedióal estudiode diversosparámetrosde su

interaccióncon los promastigotesdeLeishmaniadonovaní.

La accióndel péptidoenLeishman¡aes muyrápida,aunaconcentraciónde 2.5 pM el 90%

del efectofinal se alcanzaen los primeros5 minutos(figura 5); no se haencontradodiferencias

apreciablesincubando5 o 15 minutos,esteúltimo tiempofue escogidocomo incubaciónestándar.

4.2.1. EFECTO DE LA TEMPERATURA

La temperaturaesuno de los principalesfactoresque influyen en la fluidez de membrana,

especialmenteen cortosespaciosde tiempo,cuandola variaciónde la composiciónde membrana

no ha podido ser modificadapor la propia célula; por otro lado la actividad metabólicay

consecuentementeel potencialde membranatambiénsonafectadospor la misma.

El efectode la temperaturaen la accióndel péptidosobreLeishmaniafue estudiadaen el

intervalo de temperaturascomprendidaentre 40 C y 370 C y a unaconcentraciónde 2.5 MM de

péptido. En la figura 6 sepuedeobservarqueel máximode inhibición de la viabilidad celularse

alcanzaapartir de los 20
0C.A 40C la viabilidad celularesde aproximadamenteun 90%respecto

al control,a 150C la viabilidad disminuyea un 70%.
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FIGURA 5.- Cinética del efecto de CA(1-8>M(1-18) 2.5 pM sobre promastigotes de Leishrnan¡a donovaní
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4.2.3. EFECTO DE CATIONES DIVALENTES SOBRE LA ACTIVIDAD

LEISHMANICIDA DE CA(l-S)M(1-18)

Cationes divalentes son capacesde modificar propiedadesestructuralesde membrana,

especialmenteporsuinteraccióncon fosfolípidosácidos.Concentracionesde Ca2 inferioresa las

fisiológicasen el suerohumanosoncapacesde inhibir la actividadmicrobicidade las defensinas;

porotro lado,el lípidofosfoglicano(LPG), uno de los componentesmayoritariosde la membrana

plasmáticadel promastigotede Leishrnan¡a,uneCa2~(Homanset al., 1992)reduciendoel número

de cargasnegativasdisponiblesparasu interaccióncon el péptido.

Se estudiaronlos efectosdediversasconcentracionesde Ca2~,y el secuestrodel mismopor

EDTA, sobre la actividad leishmanicidade CA(l-8)M(l-18). La presenciade EDTA a una

concentraciónde 2 mM durante el tratamiento con el péptido induce una significativa

sensibilizaciónde los promastigotesal péptido, especialmentenotable a concentracionesde

péptidoentre0.5-1 pM, con unareducciónde la viabilidadde los parásitosde un 20%en relación

a aquellosqueno hansido tratadoscon EDTA; lasdiferenciasdisminuyenconsiderablementea

concentracionessuperioresa2.5 MM (figura 8).

La adicióndediferentesconcentracionesde Ca2~no influyeen la accióndel péptidoa bajas

concentraciones;sólo a una concentraciónde 5 MM de péptido la presenciade 2 mM de Ca2~

aumentaun 5% la viabilidad de los promastigotesrespectoal control sin péptido. Esteaumento

essuperiorsi seconsiderael ligero efecto tóxico del Ca2~ sobrepromastigotesde Leishmanía

donovani(figura 9).
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4.2.5. EFECTO DE LA FUERZA IÓNICA

La primera interacciónentreel péptidocatiónico y la membranaesde naturalezaelectrostática

(Christensenet al., 1988).Cuandoen el tampónde incubaciónseminiminiza la fuerzaiónicapor

disminuciónde la concentracióndeNaCí, se produceun incrementode la efectividad,delpéptido;

a una concentraciónde 2 pM de CA(1.8)M(í-18) y en ausenciade NaCí la viabilidad de los

promastigotesesde un 10%,mientrasqueaconcentracionescercanasa laspresentesen el medio

Hanks la viabilidad aumentahastaun 55% (figura 11). La osmolaridadsemantuvomediante

concentracionesde sorbitol.
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FIGURA 11.-Efecto de la fuerza iónica sobre la actividad de CA(1-8)M(1-18> a 2 I.JM sobre promastigotes

de Leishnian¡a donovaní.

0 20 40 60 80 100 120 140

[Nael] (mM)

97



Resultados

4.3. ALTERACIONES DE LA PERMEABILIDAD DE LA MEMBRANA DE

LEISHMANIA.

Uno de los principalesefectosde los péptidoshíbridoscecropinaA-melitinaesel incrementode

la permeabilidadde membranatanto en organismosvivos (Steineret al., 1982), en orgánulos

aisladoscomomitocondrias(Hugossonet al., 1994; Díaz-Achiricaetal., 1994)oen membranas

modelo(Cbristensenetal., 1987; Eink et al., 1988; Mancheí~oet al., 1996).

4.3.1. INCORPORACION DE PROLINA

Los promastigotesacumulanprolina en contrade gradientede concentraciónpor un sistemade

simportecon translocaciónde protones(revisadopor Zilberstein,1993); cualquieralteracióndc

la permeabilidadde membranapuedeafectartanto al gradientede pHa travésde la membrana

como al potencialde membrana(‘Y), los dos componentesimplicadosen el mantenimientode

capacidadenergéticapor translocaciónde protones.

El transportede prolinaseestimómedianteacumulaciónde prolinaen el interior de los

prornastigotede Leishmaniadonovanía lo largodel tiempo.Los promastigotesincorporanel 50%

de la prolina transportadapor los promastigotescontrol en presenciade una concentracióndc

péptido de 2.5 MN4. dichadiferenciaseincrementainclusoa tiemposmáslargos(figural2). Como

control negativoseincubaronpromastigotescon valinomicinaa unaconcentraciónde 2 kM, que

actúacolapsandoel potencialde membranaal permeabilizarlaparaKl Enestecasolos nivelesde

transportede prolinafueronde 3-5 vecesmenosrespectoa los promastigotesno tratadosy de2.5

veces menoscon respectoa los incubadoscon el péptido; consecuentementeel colapso de

potencialde membranaproducidopor el péptidono estotal.
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FIGURA 12.- Cinética de la incorporación de prolina en promastigotes de Leishman¡a donovani. @ Control,

• CA(1-8)M(1-18) 2.5 pM, A valinomicina 2 pM.

4.3.2. VARIACIÓN DE LOS NIVELES DE Ca2~ INTRACELULAR

En membranasmodelo la permeabilidadinducidapor cecropinaA se basaen la formaciónde

canalasdiscretosdependientesde voltaje con una relación de conductividadesCL:Na~ de 2:1

(Christensenet al., 1988); sin embargoen mitocondriaaisladade hígadode ratahemosobservado

permeabilidada Ca2~y a metabolitosde mayorpesomolecular(Díaz-Achiricaet al., 1994);por

otraparte,melitina, uno de los péptidosparentalesescapazde actuarsobrela ATPasadependiente

de Ca21 del retículosarcoplásmico(Bakeretal., 1993);unaA’FPasasemejanteha sido descritaen

Leishmania, posiblementelocalizadaen el retículoendoplásmico(Vercesiy Docampo,1992).

El efecto del péptido sobre la concentraciónde calcio intracelular fue medido en

60
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en el interiorde lospromastigotes.La sondafue introducidadentrode los promastigotesen forma

de ésterpermeablea travésde la membranaplasmáticae hidrolizadopor esterasascitoplásmicas,

generandogruposcarboxilocargadosnegativamentequedificultan su transporteal exteriorde la

célula.La curvade calibraciónde intensidadde fluorescencia-diferentespHs serealizómediante

permeabilizaciónde promastigotescon Triton X-lO0.

La figura 14 representalas variacionesde la intensidadde fluorescenciade promastigotes

a diferentespHs tras la adición de CA(l-8)M(l-18) a una concentraciónfinal de 2.5 M. El

péptidoprovocaun rápidoequilibrio entreel pH intracelulary el extracelular,con el consiguiente

incrementode fluorescenciaparapHs superioresal pH intracelulary disminucióncuandoel pH

extracelularesinferior. El BCECFno quedasecuestradoen ningúnorgánulointerno,ya que la

permeabilizacióntotal de la célulapor adiciónde Triton X-lO0 no aumentala fluorescencia.

4.3.4. MEDIDAS DE ATP INTRACELULAR

Uno de los efectosmástempranosde péptidosqueprovocanincrementode la permeabilidadde

membrana,esel colapsodel potencialde membranay disminuciónde los nivelesde ATP al

intentarrecuperarlos gradientesjónicos disipados.

Los nivelesintracelularesde ATP de promastigotesde Le¡shmaniatratadosconpéptido

a 1 kM y 5 j.iM sufrenunapérdidarápidade los nivelesintracelularesdel mismo,siendomayor

a unaconcentraciónde 5 i.tM (figura 15, gráficaA), enel casode 1 ¡iM la pérdidainicial de ATP

semantieneconstantea lo largo del tiempo.

En las medidasde ATP con los promastigotestransfectadosla pérdidade luminiscencia

debidaal ATP esinmediataa la adicióndel péptido,exceptoa unaconcentraciónde 0.2 ¡iM que

presentaunapérdidagradualsemejantea la disminuciónde luminiscenciadel control,aunquemás

notable.La disminuciónaparentedelos nivelesde ATP observadaen los parásitostransfectantes

con luciferasaes mayorque la obtenidapor extracciónde] ATP total.
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FIGURA 15.- Gráfica A: niveles de ATP de promastigotes de Le¡shnian¡a dono vani en presencia de

distintas concentraciones de CA(1-8)M(1-1 8). El ATP fue evaluado según el método descrito en Materiales

y Métodos (punto3.5.4.>. O Control; O péptido 1 PM; A péptido 5 pM. Gráfica 6~ medidas de ATP ‘in vivo

en parásitos transtectados con uciferasa en presencia de DMNPE-luciferina a 25 pM. O Control; [3péptida

5 PM; A péptido 2.5 PM; Y péptido 1 pM; • péptido 0,5 PM; e péptido 0.2 pM.
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En los espectrosde 31P NMR (figura 16) se observaque los nivelesde ATP libre en el

citoplasmasonmuy bajos, indicandoquepaiteseencuentraasociadoa otro tipo de estructuras

celulares.En el espectroA correspondientea los parásitos“in vivo” no sc observaningúnpico

identificableconAFP, sólo enel casode la extracciónconácido perclóricoseidentificael ~ATP

(indicadocon la flechaen el espectroB de la figura 16). y y ~ATP sólo sonvisibles cuandoal

extractoseles añadeunaconcentraciónde 0.lmM de ATP comercial(espectroC,figura 16)
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FIGURA 16.- Espectros de 31P RMN (145,78 MHz,220C, pH 6.8) de promastigotes de Leishmanía

donovan4 A> parásitos in vivo”; 8> extracto de ácido perclórico neutralizado; O) Igual que 6 con ATP 1 mM.

1<. referencia de ácido metilendifosfónico 2.- Pi: 3<- fosfatos terminales de po¡fosfatos, 4- ‘,‘-ATP, 5- 1~-
ATP: 6- penúltimos fosfatos de polifosfatos; 7.- polifosfatos de larga cadena.
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4.3.5. INHIBICIÓN DE LA VELOCIDAD DEL CONSUMO DE OXIGENO

Los promastigotespresentanun alto gradode respiraciónbasal(49 nmol 0/mm x mg proteína)

consecuentecon un estadode alta fosforilación preciso para el mantenimientodel rápido

movimientoflagelar de estosparásitos.El consumode 02 seencuentraasociadoa la síntesisde

ATP, esdeciracopladoa la cadenarespiratoria.

La respiraciónde Leishrnan¡aesinhibida de maneradosis-dependienteporCA(l-8)M(l-

18). En presenciade concentracionescrecientesdel péptidoCA(l-8)M(l-18) la respiraciónse

enlentece,conunadisminucióndel consumode oxígenodel 45 y del 70%a unasconcentraciones

de péptidode 2.5 gM y de 10 ktM respectivamente.Las diferenciasde concentraciónexistentes

entrela letalidadobtenidaporMTT y estosdatossondebidosa la mayordensidadde parásitos

requeridaparatarespiración(2x106 contra108 promastigotes/mí)y la acciónestequiométrica,y

no catalítica,del péptido.

A 8 e D E E

FIGURA 17.- Consumo de oxigeno de promastigotes de Le¡shmania donovanien presencia de distintas

concentraciones de péptido. A) control; B) 5pM CA(1-S)M(í-18): C) 2.5 pM: 0)1 uM; E) 0.5 pM E) 0.1 pM.

P índ¡ca en momento en et que se adicionó el péptido.

P
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4.3.6. VARIACIÓN DEL POTENCIAL DE MITOCONDRIA

La permeabilidadde la membranaplasmáticapuede inducir cambios en el potencial de

mitocondria,tanto porun accesodirectodel péptidoa la misma,comoporprovocarpermeabilidad

a sustratosy cofactoresquepuedenescaparal medio. Paraestudiarsi el péptidoCA(1-8)M(1-18)

influía en el potencialde lamembranade la mitocondria,éstefue medidopor acumulaciónde

rodamina123, unasondafluorescentecatiónicaquese acumulaen mitocondriabajó la presencia

de potencial,y cuantificadapor citometríade flujo a una longitud de onda de 525 nm. Los

parásitoscargadoscon la sondafluorescentee incubadoscon concentracionesde péptidode2.5

y 5 1.iM muestranunasubpoblaciónconmenorintensidadde fluorescenciasemejantea la inducida

con FCCPpordisminucióndel potencialde membranamitocondrial(figural8). Sin embargoa

concentracionesdepéptido queprovocanpermeabilidada protoneso inhibición del transportede

prolina, la poblacióncon disminucióndel potencialde membranamitocondrial esmuy baja,

consecuentementela fisiología de mitocondriase afectaa concentracionessuperioresa las de

letalidaddel parásito,sugiriendoun efectosecundarioy no causade la muertecelular.

Como control negativo se incubaron promastigotesen presenciade FCCP a una

concentraciónde 7.5 gM.

4.3.7. INFLUENCIA DEL POTENCIAL DE MEMBRANA PLASMÁTICA EN LA

INTERACCIÓN CA(í-8)M(1-18) CON PROMASTIGOTES DE LEISHMANIA

DONOVJ4NJ

Enel mecanismode permeabilizaciónde membranasmodeloplanasporcecropinaA, los canales

discretosobservadosprecisanla existenciade un potencialelectrostáticotransmembrana,que

serviríaparala reorientaciónde la región del extremoamino terminalcargadapositivamente,

adquiriendounadisposiciónverticaly constituyendola pareddel poroformado(Christensenet

al., 1987).Otros péptidos,como las defensinassonincapacesde provocarpermeabilizaciónen

ausenciade potencialde membrana(Wimleyct al.. 1994; Whitc et al., 1995).
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FIGURA 18.- Potencial de mitocondria de promastigotes de Leishmania donovarív en píeseiicia ce

distintas concentraciones de péptido medido por citifluorimetria. A) control negativo, promastigotes con

FCCP 7.5 pM; 8) Control; C> CA(1-8)M(1-18) 0.5 pM: 0)2.5 pM, E) 5 pM.
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El potencialde membranase colapsapor la adiciónde valinomicina, un ionóforo para

potasio;bajoesteestadodedespolarización,seestudióla interaccióndel péptidoCA(l-8)M(l-18)

en promastigotespreviamenteincubadoscon concentracionescrecientesde valinomicina; la

disipación del potencial de membrana por valinomicina incrementa la viabilidad de los

promastigotesfi-ente a CA(1-8)M(1-18) (figura 19). Debidoa la accióntóxica del ionóforo, se

realizó, de forma paralela,un estudiosobrela viabilidad del parásitoa las concentraciones
fi-

utilizadas.
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FIGURA 19.- Influencia del potencial de membrana en la acción del péptido. Los promastigotes Únrnn
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4.4. ALTERACIONES MORFOLÓGICAS

Laúnicaestructurade especializaciónfuncionalde lamembranaplasmáticadel promastigotede

Leisinnaniaes el bolsillo flagelar, dondenace el flagelo, que se encuentradesprovistade

microtúbulossubpelicularesy dondeserealizanlas funcionesde endo-y exocitosis.Los datos

anterioresindicabanun dañofuncionalde la membranaplasmáticadelparásitoy la definiancomo

dianaprincipal del mismo; paracomprobarsi talesefectosreflejabanun dañomorfológico, se

estudióla estructuradelparásitopormicroscopiaelectrónicatrastratamientocon CA(1-8)M(1-

18). Los resultadossepuedenobservaren las micrografiaselectrónicasde la figura20.

En el citoplasmaaparecenuna seriéde espaciostransparentesa los electrones,algunos

rodeadosporunamembranamientrasqueotrosparecensersimplementeacúmulosde máterial

refringente.Perolo másllamativo sonlas evaginacionesqueaparecenen lamembranaa manera

de burbujasformadaspor separaciónde la membrana,sin que los microtúbulossubpeliculares

presentenningún tipo de alteración, el tamaño de estas evaginacionesaumentancon la

concentracióndepéptido.AS 1M el dañocelularesmuy aparente;lamayoría,perono la totalidad

de los parásitosaparecencomo “fantasmas”,con grandespérdidasde material y orgánulos

citoplásmicos,pero conservandoíntegroel sistemamicrotubularsubpeliculary flagelar.El daño

morfológicoesmásaparenteenel casodelacepamutante,R2D2depromastigotesdeLeishmania

donovani,deficitariaen LPG.
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FIGURA 20.- Fotografias de microscopia electrónica de promastigotes de Le¡shmania donovani tratados

con distintas concentraciones del péptido CA(1-8>M(1-18), serie A: cepa salvaje serie 8: capa mutante

R2D2. 1) Control; 2)0.5 pM, 3)2.5 yM, 4>5 pM.
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4.5. INDUCCIÓN DE PROTEiNAS DE “STRESS”

El patrónde proteínasquepresentanlos promastigotesmarcadosmetabólicamentey tratadoscon

el péptido CA( 1 -8)M(1-18) presentasimilitud vaga con el obtenido cuandose sometenlos

promastigotesaun aumentode temperatura,figura 21. En el gel de poliacrilamidase aprecian

bandas con masasmolecularessemejantesa las proteínasde “heat-shock” inducidaspor

incubaciónde los promastigotesa 420 C; estasproteínasaparecenaconcentracionesbajasque

apenasafectana la viabilidad celular medidapor reducciónde MTT, pero sí a la síntesisde

proteínas.Segúnaumentala concentracióndel péptido seintensificanuna seriede bandasen

relaciónal controly másnotoriamenteen el dontrol de temperatura,estasbandaspresentanunas

masasmolecularesaparentesde 150, 90, 70, 62, 40 y 24 kDa. En promastigotesde Leishrnania

sehan descritola síntesisde proteínasde “heat-shock” en condicionesde “stress” como por

ejemplohspó0y hsp7o,si bienestaúltima seexpresaconstitutivamente.Otra diferenciaes que

en los promastigotesincubadosa 420C la síntesisde tubulina(55 kDa) estámuy disminuida,

mientrasqueenlos tratadosconel péptidono seobservandiferenciasrelativasrespectoal control.

4.6. EFECTO DE SUSTANCIAS POLIANIÓNICAS EN LA ACCIÓN DE

CA(1 -8)M(1-18) SOBRE PROMASTIGOTES DE LEISHMANIA DONO VAN!

4.6.1- EFECTODE LA HEPARINA.

Laheparinaesun oligosacáridofuertementesulfatado,con unaalta densidadde carganegativa

en la molécula;heparinay moléculasderivadas,como el heparansulfato inhiben la acciónde

defensinasen membranasbiológicas(Lichtensteinet al., 1988),y el númerode cargasnegativas

del LPSde lamembranaexternade bacteriasOram-influye en la efectividadde la magainina2

(Ranaetal., 1991),de cecropina(Vaaray Vaara,1994)y defensinas(~Lebreretal., 1989).En la

membranaplasmáticade los promastigotesde Leishmaniaseencuentraun polianiónnatural,el

LPG con densidadconsiderablede carganegativa.
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FIGURA 21.- Patrón de proteínas de promastigotes tratados con distintas concentraciones del péptido

CA(1-8)M(1-1 8); A) control; 6) control de temperatura; C> 0.1 pM; 0)0.5 pM; E) 1 pM; F) 2.5 pM; G) 5pM.

A la derecha del panel se indican los pesos moleculares de marcadores comerciales mientras que a la

izquierda se indican las bandas que se intensifican tras el tratamiento con el péptido.
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La presenciade 0.2 mg/ml de heparinaprotegea los promastigotesdel efectode 2.5 uM

del péptido (figura 24, gráfica 1), y dichaprotecciónesmáximacuandoel péptidoy la heparina

han sido incubadospor espaciode 15 minutospreviosa su adición a los promastigotes,con

porcentajesde viabilidad del 80%. La adición separaday simultánea de heparinay péptido

triplica el valor de supervivenciadel parásito(40%)en ausenciade heparina.

El consumode oxígenode promastigotesde la cepasalvajede Leishrnaniadonovaníse

inhibeen presenciadel péptido,comoya se ha mencionadoanteriormente.Cuandoseañaden0.2

mg/ml deheparinapreviamentea la adicióndeunaconcentraciónde 5 1.tM del péptido,seproduce

unaprotecciónfrenteala accióndesacoplantede larespiraciónproducidapor el péptido(figura

22).

FIGURA 22.- Inhibición del consumo de oxígeno en promastigotes de Leishmania donovanien presencia

de heparina por CA(1-8)M(1-1s) A) control; E) CA(1-8)M(1-18) 5pM; C) 2.5 PM; 0)1 pM. H y 2 indican

los momentos en los que se adicionó la heparina a 0.2 mg/ml y el péptido respectivamente.
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4.6.1.1. ACTIVIDAD DE CA(I-8)M(I-I8) SOBRE EL MUTANTE R2D2 DE LEISHMANIA DONOVAN!

DEFICIENTE EN LA BIOSÍNTESIS DE LPG

Conformealos datosde inhibición porpolianionesse planteóla hipótesisde la intervencióndel

LPG, como polianión más abundanteen la membranade los promastigotesde Leishmania

donovaní,en la interaccióndel péptido.El estudiode mutantesdeficientesen biosíntesisde esta

moléculanospermitiríacomprobarlavalidezde tal posibilidad.Seutilizó unacep~mutantede

Leishmaniadonovani(cepaR2D2)quecarecede la estructurarepetitivade unidadesde disacárido

fosforiladas del LPG (King y Turco, 1988) obtenidamediantemutagénesisdel parásitoy

seleccionadapor crecimiento en toxina de ricino y que fue cedida por el Prof. S. Turco

(Universidadde Lexington,Kentucky,U.S.A).

Primeramenteseestudióla sensibilidadde lacepamutantecomparadacon la parenteral

haciael péptidoCA(l-8)M(l-18) - La LD50 dela cepaWT esde 1 jM, mientrasquela LD50 para

la cepamutanteesmenorde 0.5 1M; a estaconcentraciónla cepaparentalpresentacasi un 95%

de supervivencia,mientras que dicho porcentaje en R2D2 requiere la reducción de la

concentracióna 0.1 pM (figura 23).
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FIGURA 23.- Viabilidad de promastigotes de Leishman¡a donovani en presencia de distintas

concentraciones de CA(1-8)M(1-18). O cepa salvaje; e cepa mutante R2D2.
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La heparinatambiénprotege a las leishmaniasdeficientesen LPG, aunquecomo se

muestraen la figura 24 (Gráfica 1) el indice de protecciónes,en general,menorqueel que se

obtieneusandola cepasalvaje.La adiciónsimultáneano induceun incrementode viabilidadtan

considerable,pero sí la preincubaciónde heparinacon el péptido o heparinacon el parásito;

posiblementeporquela carenciade LPG en su superficiedeterminaunamayoraccesibilidaddel

péptido no acomplejado;pero una vez formado el complejoheparina-péptidolos nivelesde

protecciónsonmuy semejantes.

4.&2. EFECTO DEL LPG, PG Y DEL PG HIDROLIZADO SOBRE LA INTERACCION

DE CA(í-S)M(1-íS> CON LEISHMANIADONOVANI

De forma semejanteal experimentode inhibición por heparina,seensayóel posible papel

protectordel LPG, PG y PO hidrolizadocon ácidoclorhídrico sobrelas cepasparentaly R2D2

de Leishnianiadonovaníen presenciadel péptido; asi comola variaciónocasionadaal alterarel

ordende adiciónde los diferentescomponentes.

En el ensayode la cepaparentalcon adiciónconjuntadel LPG y péptido, la viabilidad es

del 60%,porcentajesimilaral obtenidocon la heparmna,la viabilidad se incrementahastael 90%

parala incubacióndel péptidocon LPG. La viabilidad de la cepamutanteLPG R2D2aumenta

hastael 60%cuandoel péptidoha sido preincubadoconel LPG,mientrasqueen la preincubación

de los promastigotesR2D2con el LPG sealcanzaunaviabilidad del 80%(figura 24, Gráfica2).

La viabilidad delos promastigotesdeLeishmaniadonovani,tantode la cepaparentalcomo

mutanteR2D2 seincrementaen presenciade polianionesy en ordendecrecientede actividad

inhibidoraqueseríaheparina>LPG»PGfigura 24 (Gráfica 3). El gradomáximode protección,

con la cepasalvaje,se obtienecon los dos tipos de incubacionessin que se llegue al 60% de

viabilidad. La preincubaciónde péptido y polianión previa su adición a los promastigotes

incrementael gradode protección;dichoefectoesmáspatenteen la heparinaqueen el PO, lo

que sugiereque la unión péptido-polianiónseproducemás lentámenteen el PG que en la

heparina,posiblementedebidoa la mayordensidadde carganegativapresenteenéstaúltima. Otro

datoa consideraresel gradodeprotecciónsuperiorlogradocuandoR2D2seincubacon PO (60%

respectoal control)quecuandoel péptido interaccionapreviamentecon PCy luegoesadicionado

al promastigote.
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FIGURA 24.- Interacción de sustancias polianiónicas con CA(1-8)M(1-18) 2.5 pM y su efecto sobre la

viabilidad de promastigotes de Le¡shmania donovarí. Gráfica 1: heparina 0.2 mg/mI. Gráfica 2: LPG 0.3

mg/ml. Gráfica 3: PS 0.3 mg/ml. Gráfica 4: PS 0.3 mg/ml hidrolizado. fl cepa salvaje U cepa mutante

R2D2. A) Efecto del péptido, E) Adición conjunta del péptido y el polianión, O) Incubación previa del péptido

con el polianión, D) Incubación conjunta de los parásitos con el polianión.
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La protecciónproducidapor PU esdebidafundamentalmentea la unidad repetitiva;

cuandose eliminan los enlacesfosfodiésterpor tratamientoácido suave,el incrementode

viabilidad esde sólo un 15%,comparadocon la moléculaintacta; tras la hidrólisis ácidasólo

permanecela estructuradel núcleooligosacarídico,con sólo unacarganegativadebidaa un único

grupo fosfato figura 24 (Gráfica4). En la cepamutanteR2D2 la hidrólisis de PU destruye

completamenteel efectoprotectordel moléculafrenteal péptido.
‘1

41. CAMBIOS CONFORMACIONALES DE CA(1-8)M(1 -1 8) INDUCIDOS

POR COMPUESTOS POLIANIONICOS

La presenciade sustanciaspolianiónicasen el medio modulanla interacciónde CA(1-8)M(1 -18)

con los promastigotesdeLeishmaniadonovaní;lógicamentesuponeun componenteelectrostático

de unión péptido-polianiónpor neutralizaciónde cargas que puede conducir a cambios

conformacionalesdel péptidoen la estructurasecundariaglobal delmismo,o mássutilesporel

cambiode ambientealrededordel único residuode triptófano, con cambiosen la espectrode

fluorescenciade emisión.

El péptido nativo presentauna curva de desactivacióndinámico provocadapor la

acrilamida,de tal maneraque en el gráfico de Stern-Volmer(figura 25, gráficaA), existeuna

pérdidade la fuorescencia,dependientede la concentraciónde acrilaniida,debidoa unamayor

interacciónentreella y el residuode triptófano, siendola K de la rectade 2.3

El espectrode fluorescenciadel triptófanoen posición2 del péptido sufremodificaciones

en presenciade heparina;a unacqncentraciónde heparinade 0.2 mg/mí, la fluorescenciaen el

máximodel triptófano disminuyey sufreun desplazamientohacialongitudesde ondamenores,

indicativo de un cambio de ambientemáshidrofóbico; la explicación más plausible es una

agregacióndel péptido favorecidapor la neutralizaciónde cargas(figura 25, gráficaB).

En presenciade distintasconcentracionesde PG tambiénseobservael mismofenómeno

120



Resultados

disminuyendola intensidadde fluorescenciadel triptófano, si bien el desplazamientoen la

longitudde ondaesmenosevidente(figura 25, gráficaC).

3—

u.
t 2—
u-

1- _______________________________

0.4 0.8

[acrilamida](M)

u>
(u
9--
<u
9-—~ 100
9-<u
u>
a,

-t. ~80
-o
e
=

-~ 60(ae
ID(a
u>
2 40
o

a>
20-o

(u
~0
(oe
a> o4-e

— 300 450 500

nm

A

0.2 0.6 1.0

350 400

121



Resultados

(o
(U
A-<u
A-

4

-

.0
A—
(u
u,a,-o
(U-o
=

(u
13e
a>
ca
(o
4)
9--o
ID

-o
<u
ci>ea,

4-e

70

60

50

40

30

20

10

o

FIGURA 25.- Espectro de fluorescencia del triptófano 2 de! péptido CA(

de Volmer; Gráfica 6.- en presencia de heparina; 1) controL 2) 2Opg/m!,

C.- en presencia de PG; 1) control, 2>25 pg/ml y 3)125 pg/ml

1-8)M(1-18). Gráfica A.- Diagrama

3> 50 pg/ml y 4> 200 pg/mI; Gráfica

4.8. EFECTO DEL PÉPTIDO CA(1-8)M(1-18) EN LOS DISTINTOS

ESTADOS DE LEISHMANIA

4.8.1. EFECTO DE CA(1-8)M(1-I8) SOBRE DIFERENTES ESTADOS DEL PARÁSITO

La estructuradel LPGesdependientedel estadodel parásito;si secomparael LPGobtenidode

la faseexponencialde crecimientoconel de la faseestacionariacorrespondientelos promastigotes

metacíclicos,existe unaduplicaciónen el númerode unidadesrepetitivasexistentesen el en

Las diferenciasencontradasentrela cepasalvajey la cepamutante,deficientede LPG, de

los promastigotesdeLeishmaniadonovaninoshizoplantearnosquéocurriríaen las distintasfases
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de desarrollodel parásito,ya que el LPG cambia en los distintos estados.Cuando los

promastigotesestánen faseestacionariasedoblala longituddel LPG por duplicacióndel número

de unidadesfosforiladassacarídicas(Sackset al., 1990).En los amastigotessehaaisladoun LPG

queseencuentraunido a la membranapor unaestructurade glucosilfosfatidilinositol,al igual que

en los promastigotes,y quepresentaun tamañointermedioentreel LPG de los promastigotesen

faseexponencialde crecimientoy los metacíclicos(Orlandiy Turco, 1987).

En la figura 26 semuestrala viabilidad de los parásitosen las distintasfa§esdel ciclo

biológico.En la gráficaA secomparanpromastigotesprocíclicosconpromastigotesmetacíclicos,

en la gráfica B secomparanamastigotesaxénicosde Leishnzan¡ap~anoicon promastigotes

procíclicosdeestamismaespecie.Mientrasque la LD50 de péptidoen los promastigotesenfase

exponencialde crecimientoesde 1 1iM, en los promastigotesmetacíclicosaumentahasta2.5 pM,

pero esmayoren los amastigotesdondealcanzael valorde 5 ktM.

4.8.2.EFECTOSOBREPROMASTIGOTESDENTRO DEL VECTOR

Hembrasde flebotomo infectadascon Leishman¡adonovanifueron alimentadascon solución

salina conteniendoel péptido a una concentraciónde 10 kM. Despuésde 48 horas se

diseccionaronlos flebotomos observándoseque en los tratadoscon el péptido había una

mortalidadde promastigotescercanaal 90% con respectoa los controles(tabla 5).

TABLA 5.- Efecto del péptidos sobre hembras de flebotomo infectadas con promastigotes de Leishmania

donovaní.

(L>-CA(1-8)M(1-18)

10 pM control

% total infectadas 3684 37,5

% de infección en
válvula estomodeal

26,31 12,5

% mortalidad 90 0

1 23



Resultados

120

100

80

60

40

20

o

OA 05 1.0 2.5 5.0 10.0

[CA(1-8)M(1-18)](iaM)

FIGURA 26.- V¡abilidad de las distintas formas del ciclo biológico del parásito en presencia de CA(1-8)M(1-
18). Gráfica A: promastigotes de Leishman¡a donovani (U> promastigotes prociclicos, (5) promastigotes

metacíclicos. Gráfica 8: promastigotes prociclicos de Leishmania amazonensis (U), (5) amastigotes de

Leishrnan¡a pifanol.

4.9. EL PÉPTIDO COMO POSIBLE AGENTE TERAPÉUTICO

4.9.1. ACCION SOBRE PROMASTIGOTES MULTIRRESISTENTES A DROGAS

Un estudio preliminarpara comprobarsi estospéptidospuedenser usadoscomo agentes

terapéuticosfue analizarel efecto sobreunacepade Leishinaniatropica resistenteametotrexato

(Gamarroet al., 1994) que tambiénpre~entaresistenciaa otros fármacoscomo daunomicina,

debidoa sobreexpresiónde la proteínaP. En la figura 27 semuestracomoel péptido(L)-CA(l-

8)M(l-18) produceun menorefectosobrela ceparesistenteR-150, con unaviabilidad superior
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a la cepaWT en casi un 20%a unaconcentraciónde 2.5 gM. El tratamientocon el análogoD

tambiénmuestraidénticatendencia;la ceparesistenteposeeunaviabilidad mayoren un 20%que

la salvajeauna concentraciónde 0.25 uM. Tantocon la cepaWT comocon la resistenteR-150

el péptido(D)-CA(l-8)M(l-18) producemayorgradode mortalidadqueel análogoL.

Cuandose inhibela proteínaP porincubaciónde los promastigotescon verapamilauna

concentraciónde 60 ¡iM seconsigueun pequeñoaumentoen la eficaciadel péptidoentre5-10%

quetambiénseobservaen lacepasalvajequeno expresala proteínaP. En amboscasosel efecto

leishmanicidaaumentaentreun 5 y un 10%(figura28).

4.9.2. EFECTO SOBRE MACRÓFAGOS INFECTADOS IN VITRO

En el hospedadorvertebradoLeishmaniaparasitalas célulasmacrofágicasdel sistema

retículoendotelial.La utilización de macrófagosperitonealesde ratón Balb/c o la línea

macrofágicaJ-744obtenidade estosmismosratones,simula infecciones‘in vitro semejantesa

las naturales.El péptido fue administradoen dos formas diferentes,en solución acuosay

encapsuladoen liposomas;conestesegundosistemaseperseguíantresfines: 1)Dirigir el péptido

haciael fagolisosoma,dondeseencuentranlos amastigotes.2)Evitarqueel péptidopudieraactuar

directamentesobrela membranadel macrófago,ya que en la literaturaestadescritoque los

péptidosantibacterianostambiénproducenlisis en lineascelularesy célulastumorales(Zasloff,

1994; Barray Simmaco,1995)y 3) utilizar menorcantidadde péptido.

Como se observa en la figura 29 concentracionesde péptido, 100% líticas en

promastigotesperosólo 40%enamastigotesaxénicos,administradasde forma libre a macrófagos

infectadosreducenla cargaparasitariade éstosa menosdel 60%con respectoal control,aunque

existedañoevidentede la célulahospedadora(datono mostrado).Cuandoel péptidoseadministra

encapsuladoen liposomasla concentraciónde péptidonecesariaparareducirla viabilidad de los

amastigotesa menosde un 20% esde 0.1 uM, sin afectaciónaparentedel macrófago.
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FIGURA 29.- Efecto de CA(1-8)M(1-18) en la viabilidad de amastigotes intracelulares administrado libre

(U> o administrado encapsulado en liposomas (~>

4.9.2. TRATAMIENTO DE RATONES

Unavezdemostradoquela administracióndepéptido in viti-o a macrófagosinfectadosconseguía

reducirla cargaparasitariadelos mismos,serealizóel ensayoin vivo. Paraello serealizarondos

pruebasindependientesconLeishmaniamajor, en ratonesBalb/c infectadossubcutáneamenteen

la basede la cola. Se escogióun modelode leishmaniasiscutáneasobreunavisceralpor ser más

cómodoparala aplicacióndel péptidoy seguimientodeltratamiento,y no requerirel sacrificio

masivode los animales.Enel ensayorealizadocon lacepa(LRC-137) seconsiguióla reducción

del tamañode la úlceraen ratonesinfectadosy tratadoscon péptido a partir del día 25 de

tratamiento.hastael día85 dondela reducciónde la úlceraesmuy significativa, llegandocasia

2.50
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desaparecerporcompleto(figura 30, gráfica A y figura 31). En los controlesla úlcerasufreun

aumentoprogresivollegandoal máximoel día80, apartirdel cual comienzaa disminuir. Desde

el día 120 semantieneconstante,teniendola úlceraal final del tratamientoun tamañocasi 8 veces

superioral de los ratonestratadoscon el péptido encapsuladoen liposomas.Hay queseñalarque

los ratonesescogidoscomocontrolpresentabande partidaun tamañode úlceramenorque los

ratoneselegidosparala administracióndel péptido.

En la figura30 B seobservaqueen el ensayorealizadocon mayorcargap=tasitariasólo

seconsigueunaevoluciónmáslentadela infeccióntantocon la cremacon el péptidoencapsulado

como con el péptido libre, si bienesesteúltimo los tamañosde las úlcerassiemprefueronlos

mayores,incluso desdeel inicio. El tratamientoduranteesteensayofue máscortodebidoa que

la infecciónvisceralizócausandola muerteen la mayoríade los ratones.
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FIGURA 30.- Evolución de las úlceras en ratones Ralb/c tratados con el péptido. Gráfica A: infección con

106 parásitos, e ratones no tratados; O ratones tratados con crema con péptidó encapsulado en
liposomas. Gráfica 6: infección con U? parásitos, e ratones no tratados; O ratones tratados con crema

con liposomas yacios; El ratones tratados con crema con pé~itido libre yM ratones tratados con crema con
péptido encapsulado en liposomas.
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Discusión

1’

Los péptidos antibióticos forman parte del denominadosistema inmune no adaptativo,

caracterizadoporsu respuestainmediatao con periodosde inducciónde horas,un espectrode

acciónsobremicroorganismosamplio y carenciade amplificaciónen sucesivoscontactoscon

el correspondientepatógeno.Estascaracterísticassonopuestasa la inmunidadadaptativa,cuya

inducciónesmáslenta,el incrementode la eficaciaesdependientede la repeticióndel estimulo

y muestraunaalta especificidadde reconocimientode antígenopor anticuerpoo porreceptorde

célula T (Janeway,1994). La importanciade la inmunidad no adaptativaes manifiestaen

aquellas situaciones donde la inmunidad adaptativa se encuentra ausenteo es menos

evolucionada;ejemploclarosonlos invertebradosdondeúnicamenteseha descritounaproteína,

la bemolina, relacionadacon las inmunoglobulinas,aunque carecede los fenómenosde

recombinacióngénica(Janeway,1994)que proporcionana la inmunoglobulinassu alta variedad

y consecuentementeespecificidad;la defensade estosorganismosdependecasi exclusivamente

de la inmunidadno adaptativa.

Los péptidosantibacterianosde origen animal presentanuna amplia distribucióntanto

en organismoscomo en localizacionesanatómicas,aunquelas principalesfUentesde obtención

son la hemolinfade los insectos(Boman, 1995; Hoffmann, 1995; Hoffmann et al., 1996); los

hernocitosde los crustáceos(Iwanagaet al., 1994); las secrecionesmucosasde la piel y del

estómagode los anfibios (Mor et al., 1991; Simmacoet al., 1993; Clark et al., 1994; Zasloff,

1994;Maloy y Kan, 1995); y los leucocitosy secrecionesmucosasde la tráquea(Diamondetal.,

1996),mucosabucal(Schonwetteret al., 1995)e intestinodelgadoen los mamiferos(Leeet al.,

1989; Agerberthet al., 1991;Selstedy Ouellette,1995;White et al., 1995).

Aunquehistóricamentelos primerosensayosde actividadantibióticade estospéptidos

se realizaronsobrebacterias,el númerode casosde actividadsobreotros microorganismos

eucarióticos,incluyendociertostipos celularesde eucariotassuperiores,ha incrementadoen los
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últimos años(ver punto 1.5,4. de la introducción).Debido al pequeñonúmerode aminoácidos

y a la carenciade puentesdisulfliro, esposiblerealizarla síntesisquímicade análogosde estos

péptidosantibacterianosque permitanestudiarlas relacionesestructura/fUncióny mejorar su

actividad antibiótica,ampliandosu espectrode acción(Merrifleld et al., 1994; Maloy y Kan,

1995). En el presentetrabajo seha estudiadoprincipalmenteun péptido sintéticohíbrido de

cecropinaA-melitina, formadoporlos primero 8 aminoácidosdel extremoamino de la cecropina

A. seguidosde los 18 del extremoamino de la melitina, conservandola estructurade dos a-

hélicesanfipáticas,unaaltamentepolary la otracon un mayordominio hidrofóbico (Andreuet

al 1992)

5.1. EFECTIVIDAD DE PÉPTIDOS ANTIBACTERIANOS EN LEISHMANIA

5.1.1. MÉTODOS DE VIABILIDAD

Los péptidoshibridoscecropinaA-melitina, formadosporla región catiónicaN-terminal de la

cecropinaA seguidapor la secuenciahidrofóbicadel extremoamino de la melitina, presentan

una actividadlítica mayory contraun rangomásamplio de bacterias(Fink et al., 1988;Boman

et al., 1989b; Wadeet al., 1990; Andreu et aJ., 1992), careciendoademásde la actividad

hemoliticade la melitina localizadaen la regiónC-terminal(Blondelle et al., 1993).

Las medidasdeviabilidad de los promastigotesde Leishínania donovanien presenciade

diferentesconcentracionesdel péptido,serealizaronportres métodosdiferentes.Uno de ellos

era la reduccióndel MTT, debidaa las reductasasmitocondriales,mientrasque los otros dos

procesos,la síntesisde DNA y de proteínas,estánrelacionadosconla viabilidad celular.

A concentracionesde péptidoinferioresa la LD50 la síntesisde proteínasmuestrauna

mayor inhibición, posiblementedebido a una pérdida energéticao a variacionesen la
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homeostasiscelular del parásitoque interfierenen su metabolismo(Kristensen,1994) y que

conducea la síntesispreferentede proteínasde ‘stress’;el péptidoantibacterianoPR-39,aislado

del intestinodelgadodel cerdo, producela muertede E. cok por inhibición de la síntesisde

proteínasy de DNA (Bomanetal., 1993).

Porotro ladolasbajasconcentracionesdepéptidoinducenun aumentoen la proliferación

delos promastigotes;se handescritopéptidosanfipáticoscon capacidadmitogénicá’endiversos

tiposcelulares;el mastoparany Shiva-3producenla proliferaciónde fibroblastos3T3 (Murphy

et al,, 1993)y SB-37 la proliferación Am vitro’ de embrionesde ratón(Reed et al., 1992).Este

aumentoen la proliferaciónse puedeexplicarporquea bajaconcentraciónde péptidoel efecto

sobrela membrana,en lugar de producir lisis, facilitaría la entradaioneso alteracionesen la

membranaqueactuaríancomounaseñalparaquela célulaentraraenmitosis; seha descritoque

el mastoparán,un péptido antibacterianoaisladodel venenode avispa, activa proteínasG

(Higashijima et al., 1988 y 1990; Mousli et al., 1990), estimulala liberación de ácido

araquidónicoy el crecimientode células3T3 (Gil et al., 1991)y en célulasde pepinotambién

incrementala actividadde fosfolipasaA2 y el crecimientocelularde las mismas(Scherer,1992).

El diferenteefectode CA(1-18)M(1-18)en la síntesisde proteínasy de DNA puedeser

explicadoporuna cierta capacidadde las membranaspararepararel daño producidopor el

péptido abajaconcentración,quepermitirlauna recuperaciónde la proliferacióncelular, medida

a las 72 horas,en contraposicióna la síntesisde proteínas,medidaduranteunahoraa partir de

la adicióndel péptido, y mássensibleal efectoinicial provocadoporéste.

La LD50 de CA(l-8)M(l-18) en promastigotesde Leishmaniaseencuentraen el mismo

rango que el descritoparalas distintascepasde bacteriastestadas(Andreuet al., 1992). La

proporcióndefosfolipidos ácidosen la membranaplasmáticade Leishmaniadonovaníesmayor

queen otroseucariotas,peromenorqueen bacterias(Wassefetal., 1985),aunquesedesconoce

su orientaciónen la membrana.Otro factor importantees la ausenciade colesterolen la

membranade Leishmaniaaunquesí poseehastaun 30% de ergosterol(Hunt y Ellar, 1974;

Wasseffetal., 1985).

La cecropinaactúa muy rápidamentesobre la membrana;se han descritostiempos

inferiores a 4 minutos como suficiente paraproducir una muertedel 90% en un cultivo de

bacterias(Boman y Steiner, 1981). Los mismos péptidosutilizados en el presentetrabajo
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presentancinéticasmuy rápidasen experimentosrealizadoscon mitocondriasde hígadoderata

(Díaz-Achiricaet al.; 1994) y con liposomas(Mancheñoet al., 1996); de idénticaforma,la

interaccióndel péptidocon Leishrnaniaesmuyrápida,difiriendo de otrospéptidosantibióticos,

comolas defensinassobrecélulastumorales,querequierenla endocitosisdel péptido, un periodo

de variashorasparaproducirla muertecelulary es un procesoreversibleen las etapasiniciales

(Lichtenstein et al., 1988), mientras que en Leishmania la unión de CA(l-8)M(1-18) es

irreversible; promastigotestratadospreviamentecon el péptido, y lavadospara eliminar el

péptidono adsorbido,no recuperanviabilidad tras incubaciónen mediocarentede péptido.Otros

péptidos, como las magaininas,muestran procesosde recuperaciónen interacción con

mitocondrias, debido a fenómenosde proteolisis (Jureticet al., 1989); por otro lado, la

transposiciónde péptidosde magaininaa la otra caradela bicapa,justificaríanla finalizaciónde

procesosde permeabilidaden membranamodelo (Matsuzakiet al,, 1995a).

5.1.2. ACTIVIDAD LEISHMANICIDA DE ANÁLOGOS DE CECROPINA A-MIELITIINA

La síntesisquímicaha permitido mejorarla actividadde nuevospéptidosantibióticosbasados

tantoenla secuenciasnaturalescomo en algoritmosde secuencia.El objetivo final es conseguir

unamayoreficaciatantoporunamenorconcentraciónletal del péptidocomopor incrementodel

rangode microorganismossusceptibles,y disminucióndel númerode residuos,queconlíevauna

menor inmunogenicidady abaratamientocon vistas a una aplicación farmacológicade los

mismos. En cecropinasse ha realizadoun considerableesfUerzoen tal sentido(Andreu et al.,

1985a, 1992;Fink et al., 1988;Bomanet al., 1989b;Wadeet al., 1990),obteniendounaseriede

análogosmáscortoscon alta conservación,o inclusomejora,de su eficaciabactericida.

La mayor actividad leishmanicidaentre los cuatro análogoscecropina A-melitina

examinadoscorrespondea CA(1-8)M(l-18). La región correspondientea la cecropinaA se

conservaen todos los análogos,a excepciónde Ile 8. El péptido correspondientea la cabeza

polar no muestraactividad leishmanicida, incluso a concentracionesmuy superioresa las

utilizadascon los análogosmenos eficaces;otros péptidosy proteínaspolicatiónicascomo
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histonasy protaminaspresentanefectosbactericidas(revisadoporVaara, 1992); en el casode

polilisinas, la longitud requeridapara tal efecto es de aproximadamente20 aminoácidos;la

actividad bactericidade pentalisinases prácticamentenula, de conformidad con los datos

obtenidosen el presentetrabajo.

La longitud dela secuenciaesimportante,considerandola comparaciónde CA(1-S)M(1-

18) con los análogosmás cortos, sin embargono es el único factor; cecropi~iaA de 36

aminoácidospresentaunaactividadmuy inferior a CA(1-8)M(1-18),conformea la concentración

letal de 100 pM descritaparaLeís/vnaniaaethiopica(Kimbell, 1991). La actividadde los

análogoscortos varía considerablementedependiendodel fragmento correspondientede la

secuenciade melitina. En todosseha conservadoel motivo VLKVL, esencialparala actividad

debidoa la perdidade la mismaanálogosde deleción(Blondelley Houghten,1991; Cornutet

al., 1994).

Aunqueel contenidoen a-héliceseha relacionadocon la mayor o menoractividad

bactericida(Huanget al., 1990), en nuestrosanálogoslos porcentajesen a-hélicesonmuy

semejantes(Andreu et al., 1992). La actividad leishmanicidade los distintos análogosse

correlacionacon su acciónsobremitocondriasde hígadode rata(Díaz-Achiricaet al., 1994,

1996),asícomo con la inducciónde la óxido nitrico-sintetasaenmacrófagos(Velascoet al., en

prensa).

La degradaciónde los péptido~ por el promastigotede Le¡shrnaniapodríarealizarse

mediantela acciónde la gp 63, unaZn2~-metaloproteinasa(Schneideret al., 1992).La utilización

deproteasascomométodode defensafrentea péptidosantibacterianosenXenopusesrealizada

porunametaloproteinasade 110 kDa, capazdereconocerpolipéptidoscon estructurade a-hélice

anfipática de al menos 12 residuos;la especificidadde cortees -X-Lys-, y el resultadoes la

inactivacióndel péptido (Resnicket al., 1991).La interaccióndel péptido con la membranade

Leishmaniaes tan rápidaquepermitiríaúnicamenteunadegradaciónparcialde los mismos,ya

quelos análogosD sonmásefectivosqueel correspondienteanálogoL, tambiénobservadopor

otrosautorescon análogosD de melitina,cecropinay magaininas(Wadeet al., 1990;Bessalle

et al., 1990).La actividaddel análogoD demuestrala no existenciade un receptorquiral (Wade

et al., 1990).

La melitina esmuy activa en Leishmaniaen conformidadcon datos anterioresde su
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elevadaactividadbactericiday hemolítica,aunqueéstaúltima impide su uso terapeútico.La

actividad hemolíticase correlacionacon la presenciade un residuo de Trp en el extremo

carboxilo-terminal(Blondelle te al., 1993)que estáausenteen los análogosestudiadosen el

presentetrabajo.

Por su mayor actividad Jeislimanicida el péptido elegido para el estudio de los

mecanismosde acción y como posible terapiaalternativaa la leishmaniasisha sido el CA(l-

8)M(l-18).

5.2. FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA INTERACCIÓN

LEISHMANIA-PEPTIDO

Una vez demostradoqueel mecanismode acciónprincipal de CA(l-8)M(1-18) eraproducido

a mvel dela membranaplasmáticadel parásito,seprocedióa un estudiode los diferentesfactores

queintervienenen la misma.

La temperaturaesun factorde considerableinfluenciaen la acción lítica del péptido;a

40C másde un 80% de la actividadleishmanicidade CA(l-8)M(l-l8) presentea 25 0C queda

inhibida. Dicha dependenciaha sido también observadatanto en membranasmodelo, para

magaininas(Matsuzakiet al., 1991)y defensinasde insecto(Nakajimaet aL, 1987); comoen

organismosvivos, como las defensinasde conejosobreCandidaalbicans(Lehreret al., 1985;

Selstedet al., 1985),odefensinashumanassobrecélulastumorales(Lichtensteinet al., 1986 y

1988;Lichtenstein,1991); cuyo origenpuededebersea dos causasprincipales;una, variaciones

sobrela conformacióno estadosde agregacióndel péptido, y la otra sobre la fluidez de

membrana.En la primera es precisoconsiderarque el nivel de estructuracióndel péptido a

temperaturaambientey en soluciónacuosaesmuy bajo (Andreuet al., 1992),aunqueseconoce

que el péptido agregaen macrocomplejos,conformea datospreliminaresde centriffigación

analítica,y queexistehistéresisdependientede temperaturaobservadapor IR (A. Muga, datos

preliminares);porotro lado la inhibición por bajastemperaturasseobservaademásen péptidos
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con restriccionesconformacionalestipo defensinas,debidasa la existenciade enlacesdisulíbro,

que hacepensarque el principal parámetroafectadoes la fluidez de membrana,alterandola

penetracióndel péptido en la membrana,y las interaccionespéptido-péptidoy péptido-

fosfolípido; por otra parte CA(1-8)M(1-l8) altera las transicionesde fase existentesen

membranasmodelo(Mancheñoet al., 1996).La curvade actividaddel péptidoen relacióna la

temperaturaestaríaconforme a un cambio de fluidez de la membranaen un rango de

temperaturasacordecon el hábitat del parásito,con una transición de fase a temperatura

ambiente,en contraposicióna la existentea temperaturasmáselevadasparahomeotermos.La

fluidez de membrana en relación a la actividad leishmanicida tiene gran importancia,

considerandoel papeldesempeñadopor los esterolesen la regulaciónde la misma y la

selectividadde ciertasdrogasutilizadascontraLeishrnania(ketoconazol,lovastatina),quetienen

como blancoetapasbiosintéticasde los esteroles.y que podrían sinergizar con la acción

farmacológicadel péptido (Alcouloumreet al., 1993).

La posibleaplicaciónfarmacológicade estepéptido requiereconsiderarsu interacción

con otros componentespresentesen el medio de incubación; el sueroinhibe la actividad

tumoricidade péptidosa-héliceanfifilicos (Peek-MiIleret al., 1993);y componentesdel suero

como a-2 macroglobulina(Panyutichy Ganz, 1991)y Clq del complementointeraccionancon

defensinas(Panyutichet al., 1994)inhibiendo su unión a célulastumoralesy lisis de las mismas

(Lichtensteinet al., 1988).Otro componentedel suero,la seroalbúminainhibe de maneradosis

dependientela acciónde la defensinahumanaHNP-1 sobrecélulastumorales(Lichtensteinet

al., 1988) y de CA(1-8)M(l-18) sobreLeishrnanio. aunqueen esteúltimo casoprecisauna

concentraciónmuy alta y largostiemposde incubación:presumiblementela unión péptido-BSA

se realizaa través de la secuenciahidrofóbica del péptido,considerandola alta capacidadde

unión de compuestoshidrofóbicospor BSA.

Otro componenteimportantedel medio sonlos cationesdivalentes,que puedenactuar

sobrelos componentesaniónicosde la membranay competiren la unión del péptido catiónico;

la viabilidad de los promastigotesdeLeishmaniaaumentacon concentracionescrecientesde Ca2~

y, por contra,disminuyeen presenciade EDTA; de forma idénticaionesCa2* inhiben la acción
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de defensinassobrediferentesdianasbiológicas(Lehreret al., 1988).Existe un efectosinérgico

de EDTA con cecropinaD enbacteriasGram- (Sidény Boman, 1983), debidoa la eliminación

de cationesMg< que intervienenen la estmcturaentrelazadade lasmoléculasde LPS, dotando

a la membranaexternade la impermeabilidadcaracterística(Leive, 1968;Bayery Leive, 1977);

en el casode Leishmaniael LPG une Ca2~, pero aunqueescapazde formar un glucocálix

alrededordel parásito(Pimentaet al., 1991) debidoa sus elevadosnivelesde exp?esiónen la

membrana(1.25x106 moléculas,60%de su superficie)(Orlandíy Turco, 1987; McConville y

Bacic, 1989)no formaestructurastancompactascomoel LPS, y consecuentementeesmenos

afectadoporEDIA y nivelesde Ca2t.

La influenciadel pH en la interaccióndel péptidocon Leishmaníajuegasólo un papel

secundario,la actividadse acentúaligeramenteapH alejadosdel fisiológico; en el intervalo de

pHs dondese desenvuelveel ciclo vital de Leishmania, no existenalteracionesen el estadode

Ionización de los diferentesaminoácidospresentesen el péptido. Las pequeñasvariaciones

observadasen la viabilidad de los promastigotesdebenserconsecuenciadel efecto delpH en la

fisiología del parásitoy del estadode la membranadel mismo; un mismo péptido,la defensina

NP-l de leucocitosde conejo,disminuyesu actividadbactericidaa pH inferioresa 6.0 (Lelirer

et al., 1983),mientrasquesu efectoletal frente a Candidaalbicans esindependientedel PHen

un rangode pH de 5 a 8 (Selstedet al., 1985).

5.3. LA MEMBRANA COMO DIANA DEL PÉPTIDO

5.3.1.TRANSPORTEDE PROLINA

Prolinaesuno de los aminoácidosmásabundantesen la hemolinfade los insectos,y esutilizado

por los promastigotescomo partede sus requerimientosenergéticos,especialmenteen la fase

exponencialde crecimiento,gran partede la prolina permanececomo tal hastasu utilización
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energéticay su incorporacióna proteínasenlos diez primerosminutostrasla adiciónes muybaja

(menosdel 10%).

La prolinaestransportadadeforma activaal interior delparásitoutilizandoel gradiente

de potencialelectroquímicode protonesparael mismo (Zilbersteiny Gepstein,1993).Dicho

potencialpresentadoscomponentes,elpotencialdemembranay el gradientede protones;debido

a queLeishmaniamantieneun pH intracelularconstantede 6,5-6,8enun rangod&pH de 5.8 a

8.0 (Zilbersteinet al., 1989),y a quelos experimentosde transportede prolinasonrealizadosa

un pH muy próximo al intracelular,lo queimplica un bajo gradientede pH y que entoncesel

principal componentees el potencial de membrana,estimado entre -90 y -113 mV para

promastigotesdeLeishmaniadonovani(Glaseret al., 1992); la casitotal inhibición del transporte

por valinomicina, que equilibra las concentracionesde K~ a amboslados de la membrana,lo

avalan;a unaconcentraciónsubletalde 2 kM el transportequedainhibido enunaalta proporción,

demostrandoel colapsodel potencialde membranapor la accióndel péptido.Estemismoefecto

esproducidoen E. cokcuandose trata con sarcotoxina1, aisladade Sarcophagaperegrina,

(Okaday Natori, 1984).

5.3.2. PERMEABIliDAD DE MEMBRANA A Ca>Y A H~

Segúnlos resultadosexpuestosel péptidoinduceunapermeabilidadal calcioquehay en el medio

extracelular.Cuandolos nivelesde Ca> libre en el medio extracelularquedanreducidospor la

presenciade EGIA, la adición del péptido no provocaun incrementoen la concentraciónde

Ca>, medidapor la fluorescenciade FURA-2 atrapadoen el citoplasma,consecuentemente,no

es la accióndel péptido sobredepósitosintracelularesde Ca> la responsabledel incremento

observadoa pesardel aumentode actividaddescritoparala ATPasade reticulo sarcoplásmico

porunión de análogosde melitina (Baker et al, 1995); lo que sugierequela acciónde CA(1-

8)M( 1-18) quedaprácticamenterestringidaa la membranaplasmáticadel parásito,avaladopor

los datos de potencialde membranamitocondrial (ver punto 3.3.6)y por otros autorescon

péptidosanfipáticos,como el mastoparansobrefibroblastos313 de ratón, que no producela

movilizaciónde calcio intracelular(Gil et al,, 1991).
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Por otro lado, promastigotes,previamentecargadoscon la sondafluorescenteBCECF

sensiblea cambiosde pH, muestranun rápidoequilibrio entreel pH internoy el externocuando

sonincubadosconCA(l-8)M(1-18),consecuentementeel péptidoescapazde inducir el pasode

protonesa travésde la membrana.La formaciónde porospor cecropinas(Christensenet al.,

1988;Wadeet al., 1990;Durelí et al., 1992)en membranasmodelo presentaunapermeabilidad

másselectivaparaanionesqueparacationes,enuna relaciónde CLNa de 2:1 (Cliristensenet

al., 1988); sin embargo,la formaciónde canaleses un tema controvertidoespecialmenteen

membranasbiológicas dondela presenciade proteínasy otros componentespuedenalterar

sustancialmentela formaciónde canales;se handescritodosmodelosde canales(revisadosen

el punto 1.5.2. de la introducción), quepuedenformar las cecropinasen unabicapalipídica; en

el primero,la luz del poro quedatapizadapor los residuosde lisinas con sus cargaspositivas,

mientrasqueen el otro modelo la formaríancon los extremoscarboxílicoshidrofóbicos(Durelí

et al., 1992).

CA(l-8)M(1-18) es capazde permeabilizarmitocondriasde hígadode ratapermitiendo

el pasoa travésde la membranade solutoscargadosy de sacarosa(Díaz-Achiricaet al., 1994),

y en liposomassu acciónpermitela liberaciónde dextranosfluoresceinadoscon unamasade 20

kDa, sugiriendoun fenómenotipo detergente(Mancheñoet al., 1996), por alteraciónde la

estructurade los fosfolípidos de membrana.Hay evidenciaexperimentalde la liberaciónde

material que absorbea 280 nm, y pérdidade componentescitoplasmáticos,observadapor

microscopiaelectrónica(ver figura 20).Posiblementeseaun fenómenomulticausal,coexistiendo

la formacióndecanalesdiscretoscon desorganizaciónde fosfolípidosde membrana;en melitina

y dependiendode la concentraciónde péptido existe preponderanciade cadauno de estos

mecanismos(Sansomet al., 1991).
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5.4. ALTERACIONES MORFOLÓGICAS

Bajas concentracionesdel péptido CA(1-8)M(1-18) inducenevaginacionesde la membrana

plasmáticade los parásitoscon su separaciondel axonemaflagelary de la red de microtúbulos

subpelicularesque mantienensu integridad. Alteraciones similares se han descrito en

promastigotesde Leishmaniamexicanaen presenciade dermaseptina(Hernández‘et al., 1992)

y en bacteriascon otros péptidosantibióticoscatiónicos(Schindlery Teuber, 1975; Okaday

Natori, 1984).

En bacterias(iram- se hancitadoaltasestequiometríasde uniónde péptidoscatiónicos

a su membranaexterna(Vaara, 1992)queprovocarianla expansiónde la mismay apariciónde

evaginaciones(Schindlery Teuber,1975). Sin embargode dichasevaginacionesno aparecenen

Gram+ ni en células eucariotas;en Staphylococcusaureustratadoscon defensinaaparecen

estructurasinternasmultilamelarestipo mesosomasin aparentealteraciónde la membrana

plasmática(Shimodaet al., 1995). Si suponemosun fenómenosemejantede incrementode la

superficie en células eucarióticaspodrían asumir dicho incrementomedianteprocesosde

shedding’ y de endocitosis;sin embargoen el casode Le¡shmanialos procesosde endo- y

exocitosisquedanrestringidosa una pequeñaáreadesprovistade microtúbulos, el bolsillo

flagelar;y porotro lado, la acomodaciónde un nuevo incrementode superficieen otraszonas

de la membranaplasmáticapresentaríaproblemaspor la uniónde éstaa la red de microtúbulos

subpeliculares(Bramblettet al., 1987), facilitandola apariciónde talesevaginacionesen puntos

localizadosy provocandoel desprendimientode la membrana.

Estaexplicaciónpierdevalidezparalas grandesestructurasobtenidasa concentraciones

subletalesde péptido;dosmecanismosalternativosseríanla fisión de membranasintracelulares

con la membranaplasmática,provocadapor unavariaciónen la homeostasisintracelularpor

incrementode la permeabilidadde membrana;o unaalteración postmorten’a semejanzade las

“guirnaldas fUnerarias” observadasen bacteriastratadascon péptidoscatiónicos (Okada y

Natori, 1984).
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5.5. INDUCCIÓN DE PROTEÍNAS DE “STRESS’

La incubaciónde los promastigotesconCA(1-8)M(1-l8) induceun patrónde proteínascon cierta

similitud al obtenidotraschoquetérmico.

El conceptode heat-shockhasido ampliadoal de proteínade stress’,pudiendoseréste

deorigen químico,como exposiciónametalespesadosu otroscompuestostalescomoarsenito

(Lawrencey Robert-Gero,1985)o aguaoxigenada(Zarley et al., 1991).

Durante su ciclo biológico Leishmanía vive en diferentes ambientescon distintas

temperaturasy pH; de los 220 C y un pH cercanoa la neutralidadque existeen el tubo digestivo

del flebotomo,a los 370 C y el pH ácidodela vacuolaparasitóforadel macrófagodondehabita

el amastigote.Conformea los datosdel presentetrabajo,existeentradade Ca>y eliminaciónde

gradientede pH a travésde la membranaplasmáticaen presenciadel péptido quejustificarían

una señalde alarmaen la homeostasisintracelular;los fenómenosde heat-shock”disminuyen

en muy alta proporción la síntesisde proteínas,con inducciónde miRNA codificantede las

proteínasde choquetérmico, muchasdelas cualescumplenun papelde chaperona.La inhibición

de la síntesisde proteínasesuno de los parámetrosvitales afectadosa concentracionesdel

péptidomuy pordebajode la LD50, consecuentementeun alto porcentajede la síntesisresidual

de proteínasparecedestinarseaproteínasde stress del parásito.

5.6. ALTERACIONES EN EL METABOLISMO ENERGÉTICO DE

LEISHMANIA POR LA ACCIÓN DE CA(1-8)M(1-18)

Los niveles de ATP sufrenuna rápida disminución en presenciade CA(l-8)M(1-18). Los

promastigotesdeLeishmaniabasansu metabolismoenergéticoen la oxidaciónde aminoácidos,

especialmenteprolinay en la glucolisis (Blum, 1993); cuandolos parásitossoncrecidosen un
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quimostato,una alta proporcióndel metabolismose destinaal mantenimientode lasfUnciones

vitales del parásitocomparadaconotrosmicroorganismo,la producciónde ATP es empleada

parael mantenimientodel potencialde membrana;(Ter Kuile y Opperdoes,1992).

Cuandosecomparalos nivelesinternos de ATP por métodosindirectoscomo en los

transfectantesde luciferasacon la extraccióny valoraciónde ATP se observaunadiscrepancia

considerable,especialmentea concentracionesmediasy bajas,dondela cinéticade pérdidadel

ATP valoradapor el métododirectoes máslentaqueel cambioobtenidosen los transfectantes;

la discrepanciase explicariapordos razones;la localizaciónintracelular de la luciferasaen el

citoplasmaque impide la valoracióndel ATP intramitocondrialteniendoen cuentaademásque

la mitocondria en Leishmania es única y ocupa un volumen de al menos el 20% del

microorganismo(Zilbersteinet al., 1989), y poseeun mecanismode recambiode ADP/ATP por

el translocadorexistenteen la mitocondria,aunqueel estudioen esteparásitoes todavíamuy

escaso;la otra explicaciónsebasaen datosrecientesobtenidosporRIvIN de 32P (Cerdánet al.,

trabajoen progreso)conlirmanque la concentraciónde ATP libre disponibleparala luciferasa

y posiblementeparalas ATPasasencargadasdel mantenimientode gradientesiónicos, es una

proporciónreducidadelATP total, encontrándoseel restoasociadoa estructurasy componentes

intracelulares;consecuentementela pérdidade pequeñaparte del ATP total, medido por

extraccióndel mismo,correspondienteal total del ATP libre, conlíevaunarápidabajadadel ATP

disponibleparala luciferasa.

Los cambiosen ATP se deberíanal colapsodel potencialde membranapordisipación

de gradientesiónicosexistentesa travésde ella, similar a otrospéptidosantibióticosque actúan

a nivel demembranacomomagaininas(Westerhoffet al., 1 989a);sarcotoxina1 (Okaday Natori,

1985);himenoptaecina(Casteelset al., 1993); cecropinas(Bomanet al., 1993) etc. LasATPasas

existentesen la membranaplasmáticay encargadasde su mantenimientoactuaríaninútilmente

bombeandolos ionesal exteriorpararecuperarlos valoresinicialescon un alto costoen ATP.

La pérdidade potasiointracelularporel incrementode permeabilidadde la membranano esla

única responsablede tal bajada; en nuestro laboratorio, experimentosrealizados con

promastigotesresuspendidosen un medio cuya concentraciónde potasioes semejantea la

intracelular, retardanpero no impiden la pérdidade ATP causadapor CA(l-8)M(l-l8);

consecuentementeno es sólo la pérdidade potasio,sino la de otrosmetabolitosintracelulares,
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que a su vez tambiéncausaríanla inhibición de la respiraciónen los promastigotes,proceso

semejanteal observadocon otros péptidosantibióticostanto en bacterias(Cociancichet al.,

1993)o en levadura(Seldstedet al,, 1985). La mitocondria mantiene su potencial de membrana

a concentracionesde péptido y tiempos letalesparala Leishmania,y si el péptido actuara

directamentesobrela mitocondria,la respiraciónseaceleraríapor la accióndesacoplantedel

péptido sobre la misma incrementandoel consumo de oxígeno, demostradoitYn vitro’ en

mitocondrias de origen animal y vegetal (Hugossonet al., 1994) por permeabilización

inespecíficade la membrana(Díaz-Achiricaet al., 1994).

5.7. MECANISMO PROPUESTO DE ACCIÓN LETAL DEL PÉPTIDO

SOBRE LEISHMANIA

Conformea los datosanterioresel principalmecanismode acciónen Leishmaniaesun aumento

de la permeabilidadde la membranaplasmática.El mecanismopropuestoparacecropinasen

procariotasy en membranasmodelo (Christensenet al., 1988)sebasaenunaprimeraetapade

interaccióniónica entreel péptido y la superficie, interacciónreforzadacon la inserciónde la

región hidrofóbicadentro de la bicapalipídica y seguidade una translocaciónde la región

catiónicamediadapor el potencialde membrana.La cara externa de la membranainterna

bacterianapresentauna alta densidadde fosfolípidosaniónicosque intervienenen la unión de

los péptidoscatiónicos;cepasdeficientesen la biosintésisde cardiolipinasonmásresistentesa

sapecina(Matsuyamay Natori, 1990)y concuerdala presenciade éstelípido en mitocondriay

los efectosde permeabiizaciónde péptidosantibióticos(Westerhoffetal., 1989b, Díaz-Achirica

et al., 1994),aunquela composiciónde fosfolípidosdeLeishmaniano revelaunaabundanciade

fosfolipidos aniónicostanalta como enbacterias,y se desconocela orientaciónde los mismos,
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Según los datospresentesexiste una relación electrostáticaentre el péptido y los

componentesde la membranaplasmáticade Leishmania;el calcio inhibe parcialmenteesta

interacción;los cationesdivalentessoncapacesde competircon péptidoscatiónicosen la unión

a componentesaniónicosde membrana;en el casode bacteriasGram- dossonlos componentes

principales aniónicosresponsablesde estaunión; el LPS y la abundanciaen fosfolípidos
‘2

aniónicos.MutantesenLPS conun menornúmerode residuosfosforiladosy, conseduentemente

decarganegativa,presentanunamayorresistenciaa péptidoscatiónicostalescomo magaininas

(Ranaet al., 1991), melitina (David et al., 1992) y CA(1-8)M(1-18) recombinante(Piersy

Hancock,1994); la alta resistenciaa un grannúmerodepéptido catiónicosobservadaen Brucella

sedebea la carenciade cargasnegativasensu LPS (Martínezde Tejadaetal,, 1995). Defensinas

de mamífero compitencon dansilpolimixinay lisozima en su unión a LPS de Pseudomonas

aeruginosay dichainteracciónesinhibidaporMg> (Sawyeret al., 1988).En célulaseucarióticas

el tratamientocon neuraminidasaparala eliminacióndel ácido siálico aumentala sensibilidad

de las célulasaanálogosde melitina (Pérez-Payáetal., 1995).

El efecto deCA(í-8)M(1-18) sobrepromastigotesaumentacuandosedisminuyela fUerza

iónica del medio de incubación,favoreciendola interacciónelectrostáticadel péptido con la

membranadel parásito.Por contrael efectoen la viabilidad del parásitoy en el consumode

oxígenoestotalmenteabolido en presenciade polianionestalescomo la heparinadebidoa sus

grupos sulfato que neutralizan las cargas positivas del péptido impidiendo su unión a la

membrana.Tal efecto se incrementa si el complejo péptido-heparinaha sido formado

previamentea su adicióna los promastigotes.De igual modo, si seincubanpromastigotescon

heparinael efectoleishmanicidadisminuye;en estecaso,puestoquela membranaplasmáticase

encuentracargadanegativamenteexistiría una repulsión de cargapara la incorporaciónde

heparinaal parásito;sin embargoexistenproteínasenla membranacapacesde interaccionarcon

heparinay supuestamenteimplicadasen la unión parásito-célulahospedadora;se hanestimado

queel númerode receptoresde heparinapor promastigoteesde6-8x105(Butcheret al., 1992);

otraproteínapresenteen la membranade Leishmaniaen un númerode ío~ copiasporcélula

(Rangarajan,et al., 1995),esla denominadaproteínaB cuyasregionescatiónicasinteraccionan

con el LPG(Pimentaet al., 1994b)por lo quedisminuyela repulsiónde cargase hipotéticamente

podriaservir comopuenteparaunir heparina.
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El efectoinhibitorio de la heparmnasobreel péptido esdosis-dependiente,similar al efecto

descritoenrespiracióny tumefacciónen mitocondriasde mamífero(Díaz-Achiricaet al., 1994).

Esta inhibición por neutralizaciónde carga se ha observadoparadefensinasen células de

mamifero(Lichtensteinet al., 1988)y en análogosde melitinasobreeritrocitosen presenciadel

ácidocolomínico (Pérez-Payáet al., 1995). La neutralizaciónde la cargapositiva de péptidos

antibióticoscatiónicoses utilizadaen la naturalezaparaevitar dañoa suspropiasmembranas,

mediantela síntesis de péptidosantibióticos catiónicosbajo la forma de precursorescon

prosecuenciasncasen residuosácidos(Valoreet al., 1996),quedisminuyenla cargapositiva del

péptido durantesu transponey almacenamientointracelular; éste mecanismodifiere de los

péptidosque actúanen el exterior celulary no son almacenados,como las cecropinas,cuyos

precursoresson menosaniónicosy que son secretadospor un sistemadiferentedel utilizado

normalmentepor la célulaparala secreciónde proteínas(Seethaleret al., 1991;Boman1994).

El potencialde membranaesotro de los factoresqueintervienenen la interaccióncon

membranas de péptidos catiónicos antibióticos (Groisman, 1994). La incubación de

promastigotescon valinomicina colapsael potencialde membranay disminuye la eficacia

leishmanicidadel péptido. Utilizando comomodelo membranasplanasse ha propuestoquela

misióndel potencialdemembranaseríala traslocaciónde la secuenciacatiónicade la cecropina,

orientadadeformaparalelaal plano dela membranaa unaorientaciónperpendicularexponiendo

los residuoscargadosa la luz del poro transmembrana,formado por agregaciónde varios

monómerosde péptido (Christensenet al. 1988), sin embargoen estudiosrealizadossobre

liposomascon el mismo péptido muestranque la permeabilidadsucedeinclusoen ausenciade

un potencialde membrana(Steineretal., 1988).La despolarizaciónde la membranaplasmática

impide el efecto letal de defensinassobre Micrococcus itt/cus (Cociancich et al,, 1993),

Eseheríchíacoil (Lelirer et al., 1989)y Candidaalbicans(Lehreret al., 1988), y de magaininas

sobrecélulastumorales(Cruciani et al., 1991); y en eritrocitoshiperpolarizadosartificialmente

hayun aumentode la actividadmemagaininas(Matsuzakiet al., 1995a).

La inhibiciónparcialdeefectoletal de CA(l-8)M(l-18) sobrepromastigotestratadoscon

valinomicinademuestraque el potencialde membranano es un factor esencialparasu acción

leishmanicida,conformealapermeabilizaciónde mitocondriasporCA(1-8)M(1-18)en ausencia

de respiracióny consecuentementecon muy bajopotencialde membrana(Díaz-Achiricaetal,,
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1994),y de liposomas(Mancheñoet al., 1996). La bajadependenciade la actividadde CA(1-

8)M( 1-18) del potencialde membranapodríaasociarsea una mayorrigidez de la moléculaal

carecerde una secuenciabisagrabien definida, presenteen la cecropina,que articulalas dos

regionesdiferenciadasenla moléculapermitiendola nuevaorientaciónde la secuenciacatiónica;

la actividad sobremembranasmodelo de la cecropinaPl, cuya estructuraesuna a-hélice

continuacarentede secuencíabisagraesindependientedel potencialde membrana~Siposet al.,

1991).

El modelo anteriomentedescritode formación de canalesdiscretostransmembrana,

denominadomodelo duelasde barril, no explica porquepéptidosde secuenciamenor de 20

aminoácidosincapacesde formar una a-hélice que atraviesela bicapa lipídica, producen

permeabilidadtantoen célulascomo en membranasmodelo. Unaexplicaciónseriala formación

de estructurasdeapilamientocabeza-colademonómerosparaabarcarla anchurade la membrana

(Bomanet al., 1989b; Andreuet al., 1992)o bienla adopciónde una estructuraenhélice 3~

(Andreuet al., 1992).El modelo dealfombra,enla cual los diferentesmonómerossedispondrian

en orientaciónparalela al plano de la membrana,cubriendouna gran parte de la misma,

originaríandiscontinuidadesdiscretasy temporalesen la membranapor perturbaciónde la

estructurade la bicapa,actuandoa manerade un detergente,queen el casode CA(l-8)M(í-í8)

explicariatanto la permeabilidadcausadaporalgunosanálogoscoftosde CA(1-8)M(1-18),y la

permeabilidada moléculasneutrasy de alto pesomolecular,observadotanto en mitocondrias

(Diaz-Achiricaet al., 1994)comoen liposomascon liberación,en esteúltimo caso,de dextranos

de hasta 20 Kda y la alta estequiometriade péptido unido precisopara la inducción de

permeabilidad(Steiner et al., 1988 y Mancheñoet al, 1996). La coexistenciade ambos

mecanismoses posible con una preponderanciade cada uno de ellos dependientede la

concentracióndepéptido comoocurrecon la melitina (Sansomet al., 1991).
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5.8. MOLECULAS IMPLICADAS EN LA INTERACCIÓN LEISHMANIA-

CA(1 -8)M(1 -18)

La ausencia de receptores quirales en la membrana para los péptidos antibióticos ha sido

demostradarepetidamentetanto con análogosO (Wade et al., 1990;Besalle et al., .1990)como

con retroenantiómeros(Merrifleld et al., 1995)de diversospéptidos; sin embargoes preciso

explicar las diferenciasde la susceptibilidadde diferentesmicroorganismospara un mismo

péptido, significativasincluso paraespeciescercanasfilogenéticamentey dondelas pequeñas

variacionesen la composiciónde fosfolípidosno justificaríanla diferentesusceptibilidad.

Las opcionesprincipalesparaexplicar tales diferenciasdentro de especiesparecidas

seríanmoléculasque dificultaran el accesodel péptido a la matriz lipídica o proteinasasque

degradaranel péptido. En el primer grupo jueganun papel fundamentallos componentes

polianiónicos;la elevadacarganegativade la membranade los promastigotesde Leishnzaníaes

debido a la presenciade moléculasde LPG que formaun glucocálix(Orlandí y Turco, 1987;

McConville y Bacic, 1989), cuyosnivelesde expresiónse correlacionancon la virulenciadel

parásito (Shankaret al., 1993) y capaz de evitar “in vivo” el reconocimientode otros

componentesdemembranaporanticuerpospresentesenel suerode pacientes(Karp et al., 1991),

e impedir la insercióndel complejode ataquedel complementoen la membrana(Puenteset al.,

1990).El LPG esun factorde defensadelos promastigotesfrentea la acciónde CA(1-8)M(l-18)

al neutralizarla cargaspositivasde éstos, pero por otro lado, es capaz de quelar Ca>

produciéndoseuna situaciónambigua,ya que el LPG disminuiría la concentracióndel péptido

cercanaa la bicapalipídica, pero la neutralizaciónde partede suscargasporCa> contribuiría

a una mayor eficaciadel péptido; sin embargo,la unión del calcio es débil (Eilam et al., 1985)

y no implica un cambio de conformaciónen el polisacárido,ademásla densidadde LPG no es

suficienteparaconstituir unatramacontinuaen presenciade cationesdivalentescomosucede

con LPS.

La cepaR2D2deficienteen LPG muestrauna susceptibilidadmayorque la cepasalvaje,

y la incubaciónde la cepamutantecon LPG purificado confiere a estaresistenciafrente al

péptido semejantea la mostradapor la cepa salvaje. Por otro lado, el LPG y su porción
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hidrofihica, el PO, interaccionancon el péptido con pérdidade la eficacia leishmanicidade

manerasimilar a la heparina,aunqueéstamuestramayor afinidad por el péptido ya que una

concentraciónde200pg/mlcausaun nivel de protecciónigual al logradocon 300 pg/ml de LPG

y superioral del PO a la mismaconcentración.La razónpausibleesla mayordensidadde carga

queposeela heparinacomparadacon la de LPG, quetambiénoriginaríauna estructuracióndel

péptidocon incrementodel porcentajede a-héliceno observadocon PO (Diaz-A¿hiricaet al.,

trabajo enprogreso),asícomoun desplazamientohaciael rojo de la fluorescenciadeltriptófano;

esteresiduoenel péptidoestáflanqueadopordoslisinas; el incrementode la hidrofobicidaddel

ambientedeberíaproducirseya por apantallamientode cargaentrelos gruposaniónicosde la

heparinaconlos residuosdelisina del péptido, o bienquela neutralizacionde las cargasinduzca

un agregaciónde monómerospeptidicos,quizásconuna orientacióncabezacola, a semejanza

de lo quesucedeen melitina y en análogoscortos(Fernándezet aL, 1996),y queprovocaraun

áreahidrofóbicaalredordel triptófanopor las secuenciasapoplaresde otrosmonómeros.

La formaciónde estructurasa-héliceanfipáticasal contactoconla membranaesuna de

las característicascomunesa péptidosantibióticos tales como magaininas(Matsuzakiet al.,

1991), dermaseptina(Mor et al., 1991), cecropina(1-Iolak et al., 1988) e híbridoscecropina-

melitina (Siposet al., 1991), y queserelacionacon la actividadantibiótica(Nakabayashiet al.,

1990)y desacoplantede mitocondrias(Jureticet al, 1989).

La moléculade LPG constade dosregionesclaramentediferenciadas,el anclajelipídico

y la porción oligosacarídicaportadorade las cargasnegativas.Se obtieneun mayor nivel de

protecciónpor LPG que con PO, debido a la posible asociaciónde éstecon la membrana

plasmáticade la célula. La incubaciónpromastigotesR2D2, deficitarios en LPG, con esta

moléculaoriginala incorporaciónespontáneay establede la mismaa la superficiedel parásito

(Tolsonet al., 1989) con recuperaciónde la virulencia frenteal macrófago(McNeelyy Turco,

1990); la expresióndel gen responsablede la deficiencia biosintética de LPG origina una

recuperaciónde la virulenciadel parásito,aunquelos niveles de expresiónde LPG obtenidos

mediantecomplementacióngénica sólo alcanzanel 10% del nivel correspondienteal LPG, lo

cualno permitela utilización de estatécnicaen los experimentosmostrados(Ryanet al., 1993).

Cuandoseincubanpromastigotesde la cepadeficienteR2D2, con LPG provocaun gradode

protección incluso superior al de la cepa salvaje; una de las causa posibles seria una
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estequiometríade unión de LPG al parásitosuperioral númerode copiasexistenteen la cepa

silvestrede formanatural,factible porqueel porcentajede áreacubiertoporLPG es sólo de un

60% en el promastigote(Homanset al, 1992),o bien que las nuevasmoléculasincorporadas

durantela incubaciónseanmásefectivasen la unión del péptido;primeroporquela moléculade

LPGpurificado carecede la proteínaasociada,o por unaaccióndirectasobrela membrana;la

incorporacióndeLPG amembranasde eritrocito, inhibe amuy bajaconcentraciónlá fUsión con

la cubiertadelvirus Sendaiy porotro lado incrementala temperaturade transiciónde liposomas

de fosfatidiletanolamina(Miao et al., 1995)

La región del LPG y del PG correspondientea la unidadrepetitiva, portadorade las

mayoríade las cargasnegativas,es esencialparala protecciónejercidaporestasmoléculas,la

despolimerizaciónde la mismaporhidrólisis ácida suaveprovocauna considerablepérdidaen

el efectoinhibitorio sobreel péptido;estaregiónes responsabledel efectoestabilizadordel LPG

sobrela membrana(Miao et al., 1995), y parcialmentede la inhibición de proteina-quinasaC

(McNeelyet al., 1989).

El LPG juegaun papelsemejanteen ciertosaspectosal LPS, aunqueno alcanzauna

densidadsuficienteparala formacióndeun glicocálix densoquerestrinja el accesode moléculas

de pequeñotamañoal interior intracelular,Se ha descritoquelos péptidosantibacterianosllegan

hastala membranaplasmáticade la bacteriamedianteun mecanismodenominadoautopromoción

(Hancock, 1984); la interacciónde péptidosantibacterianoscatiónicoscon el LPS aniónicode

la membranaexternade bacteriasGram- ha sido descrita en péptidostales como atacina

(Engstrómet al., 1984), cecropina(Vaaray Vaara, 1994), magainina(Ranaet al., 1991),

defensinasde mamiferos(Hodinkay Modrazowski,1983; Sawyeret al., 1988)y taquiplesinas

(Ohta etal., 1992).
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5.9. DIFERENCIAS ENTRE LOS DISTINTOS ESTADOS DEL PARÁSITO

5.9.1.DIFERENCIAS ENTRE PROMASTIGOTES PROCÍCLICOS Y METACÍCLICOS

La lisis de promastigotesdebidaa CA(1-8)M(1-18) esmayor en aquellosobtenidosen fase

exponencialde crecimientoqueen la faseestacionaria.Las diferenciasexistentesentrelas fases

de crecimientodel parásito in vitro se relacionan con parámetrosde virulenciay en la

localizacióndel parásitodentro del tubo digestivo del flebotomo (McConville et aL, 1993;

Pimentaetal., 1994a).La metaciclogénesistienebasesmolecularesespecialmenteestudiadasen

LeishnianiamajoryLeishmaniadonovaní(Sacks,1989); ademásde las diferenciasmetabólicas,

con una disminuciónen el metabolismodel parásito, que quizás conlleveuna bajadaen el

potencialde membrana,hayun incrementoen la expresiónde gp63 (Ramamoofthyet al., 1992).

Sin embargo,datosobtenidoscon la cepautilizadaen el presenteestudioennuestrolaboratorio

no muestranun incrementosustancialde tal actividad;quizáslos cambiosmásimplicadoscon

la resistenciaal péptido puedanser explicadosporla variaciónen la estructuray composición

del LPG, con cambioen lasestructurasterminales,queimplican alteraciónen la aglutinabilidad

de parásitoscon diferenteslectinas,y la duplicaciónen el número de unidadesrepetitivas

fosforiladas(Sackset al., 1990),provocandoun engrosamiehtodel glucocálixquerecubreal

promastigotey el incrementode la carganegativade su superficie. Tal variaciónen el LPG

explicaríaquela actividadleishmanicidasobreLeishmaniamexicanade otro péptidocatiónico,

la dermaseptina,no seadependientede la fase de crecimientodel parásito(Hernándezet al.,

1992), por la constanciade la estructurade LPG presenteen promastigotesde estaespecie,

aunquesi existeincrementoen los nivelesde gp63 (Chaudhuriy Chang, 1988).Ademásdel

incrementoen el número de cargas,simplementeel aumentoen la longitud de la cadena

polisacarídicapodríaactuarcomobarreraparaqueel péptidoalcanzarala membranadel parásito

a semejanzade mutantesde Salmonellatiphymurium,qúedifieren en la longitud del antígeno

O deLPSsiendodirectamenteproporcionala suresistenciafrentea magainina(Ranaet al., 1990;

1991),aunquelas diferenciasentreambostiposde moléculasy su densidaden la correspondiente

membrana,discutidasanteriormente,debenserconsideradas.Por otro lado, sedesconocesi hay
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diferenciasen el contenidoen fosfolípidosde membranaentrelas dosfasesdel parásito.

5.9.2. DIFERENCIAS PROMASTIGOTES Y AMASTIGOTES

Los estudiosen los distintosestadosdel parásitose realizaronen amastigotesde Leíshmania

pfanoi en cultivo axénicoy sus correspondientespromastigotes.

Los amastigotessonmásresistentesquelos promastigotesfrentea la accióndel péptido.

Estaresistenciano sepuedeatribuir a unamayoractividadenzimáticaporpartede la gpó3ya que

enlos amastigoteshay unamenorexpresióndeestaproteinasa(Ilg et al., 1993)y no se encuentra

asociadaa la membranasino en el interior del bolsillo flagelar(Medina-Acostaet al., 1993).Por

otro lado, el LPG en amastigotespresenta,ademásde distintasunidadesdisacáridasterminales,

un númeromuy bajo de copias,<í0~ moléculas/célula(Bahr et al., 1993), y aunqueuna gran

superficie del amastigoteestárecubiertapor los GI.PLS (McConville y Blackwell, 1991) al

careceréstosde la regionterminaly de la secuenciarepetitiva(McConville y Bacic, 1989)el

númerodecargasnegativasen la superficieseve disminuido. Sedesconocenla composiciónen

fosfolipidos de la membranaplasmáticade los amastigotes,sin embargoamastigotesobtenidos

porchoquetérmicosonmássensiblesa la accióndel ketoconazoly de la anfotericinaB (Ramos

et al., 1990y 1994).

5.9.3. EFECTO SOBRE PROMASTIGOTES EN EL VECTOR

La actuaciónde péptidosantibióticossobreparásitosha sido demostradoanteriormente.El

desarrolloesporogónicode los oocistesdePlasmodiumen el interior deAnophelesesinhibido

por inyección en el mosquito de cecropinasy magainínas(Gwadzet al., 1989) o análogos

sintéticos de cecropinas(Rodríguezet al., 1995). En Leishmania la mayor parte de los

promastigotesen el interior del tubo digestivo del flebotomo se encuentranen fase de

crecimientoprocíclicoy sonmássensiblesa la accióndel péptido.
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El tubo digestivo del flebotomo tiene un alto contenidoen enzimasproteolíticasy la

unión del péptidoal parásitocompitecon otrasmembranasy componentesdel tubo digestivo,

a pesarde que Leishmaniaes capazde inhibir parcialmentela actividadproteolíticadel sistema

digestivo del flebotomo(Schlein,1993),por lo quela eficaciadel péptidodeberelacionarsecon

unarápidaunión al parásito.

5.9.4.CA(l-8)M(1-18) EN MACRÓFAGOS INFECTADOS Y EN EL MODELO MURINO

DE LA LEISEMANIASIS

Sorprendemente,la actividaddeCA(1-8)M(l-18) sobreLeishmaniaen el interior de macrófagos

essuperiora la observadasobrelos amastigotesaxénicos;la encapsulaciónde CA(1-8)M(l-18)

enliposomasy su posteriorfagocitosispor macrófagos,incrementaconsiderablementetal efecto.

Todos los datosanteriorescorroboranquela muertedel parásitoseacausadaporuna

actividad del péptido sobreel macrófagomásquepor accióndirectasobreLeishmania.Esta

última posibilidadrequeriríaprimerouna concentraciónlocal de péptido muy elevada,a tenor

de los datos invitro’ de CA(I-8)M(l-18) sobreamastigotesaxénicos.La presenciadel péptido

en la vacuolaimplicaríauna endocitosiso un transportedel mismo a travésde dosmembranas,

la plasmáticay la correspondientea la vacuolaparasitófora;segúnfUe discutido anteriormente,

la alta afinidaddel péptidoporlas membranasdeterminaen la especificidadun alto componente

cinéticoen su unión a las mismas,por lo quela totalidado una granpartedel péptidoquedaría

unido ala membranaplasmáticadel parásitoal serla primeraestructurade contacto;ademásde

la proteolisise interaccionesinespecíficascon componentesdel citoplasma,todavíaexisteuna

competiciónconel restode orgánuloscelulares;siendola mitocondria,con su elevadopotencial

de membranael principal orgánulodiana.Otra posibilidad es la vía endo- o pinocitica, debido

a que la vacuola parasitóforaestáen comunicacióncon la misma (Russellet al., 1992), sin

embargoel péptidoentraríaen competicióncon la membranaendocítica,y al final del proceso

componenteslisosomales,talescomo proteínas LAMP con un alto contenidoen siálico, actuarían

como puntosde unión. Otro inconvenientees la elevadaproteolisisquepodríasufrir el péptido

en estavía.
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El encapsulamientoen liposomasevitaríaprimero que el péptido atravesaralas dos

membranasdelmacrófagoy posiblementegranpartede la proteolisisquesufriría. Los liposomas

sonfácilmentefagocitadospor las célulasmacrofágicas,y hansido ampliamenteutilizadospara

concentrarfármacosleishmanicidascomo la anfotericina(Davidsonet al., 1991); sin embargo

el péptido competiríatambiéncon la membranadel liposomaparasuunión al amastigote,y por

otrapartela estabilidaddel liposomasuponeunarestricciónen la concentraciónd&péptido que

puedeser incorporadaal mismo, ademásde competiciónpor la membranade la vacuola

parasitóforaanteriormentecitada, -

CA(1-8)M(1-18) libre escapazdeinducir en macrófagosla expresiónde iNOS, asícomo

la producciónde NO apartir deargiina,aunquea nivelesmuy inferioresa los logradoscon LPS,

con el que ademásmuestraun efectoantagónico(Velascoet al., en prensa).La eliminaciónde

Leishnzaniaestádirectamenterelacionadacon los nivelesde NO producidospormacrófagos

activados(Liew et al., 1990a)y la eliminacióndel gendela NO sintetasainducibleen cepasde

ratónresistentesa leishmaniahacequela infecciónprogreseen el ratón (Wei et al., 1995).El

mecanismode la induccióndeNOS porCA(l-8)M(l-18) no seha clarificado totalmente;esuna

acción a nivel de membrana,ya que el análogoenantiomérico(D)-CA(1-8)M(l-18) es tan

efectivo como el péptido natural,existiendoinducciónde NiF-icB, y elevaciónde los nivelesde

Ca> intracelularoriginadapor entradade Ca>extracelular,envezde liberaciónde los depósitos

internosquepodríaserdebidaa la presenciade péptido libre en el citoplasma.El incrementoen

la permeabilidadde la membranadel macrófagoporel ionóforoA-12387 inducetambiéniNOS

y actividadleishmanicida(Buchmullery Mauel, 1991), sin embargorequiereel primadodel

macrófagocon LPS, situacióncontrariaa la nuestra,dondeexisteun efectoantagónicoentre

ambasmoléculas,indicandorutasde transducciónde señalesdiferentes.La inducciónde iNOS

puederealizarseporotrospéptidostalescomoel tetrapéptidotufsina, y dichaactivaciónconlíeva

la muertedeLeishmaniamajor (Cillari et al., 1994), sin embargola activacióndel macrófagoes

debida a una interacciónespecíficaentre tufsina y su receptor y no a un fenómenode

permeabilidadinespecíficade membrana;péptidos derivadosde la matriz extracelularson

tambiéncapacesde inducir iNOS, aunqueel trabajooriginal essólo descriptivo,sin estudiarel

posiblemecanismode interacción (Pérez-Mediavillaet al,, 1995). La inducciónde iNOS esun

procesomultifactorial sólo parcialmenteestudiado,reflejadoen la regiónpromotorade la misma;
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en ratónse hanidentificadoal menos24 motivosparala unión de factorestranscripcionales(Xie

et al., 1993). Sonprecisosmásexperimentoscon inhibidoresde la iNOS asícomo el estudiode

la inducciónde la misma porpéptidosencapsuladosen liposomasparadilucidarel papelde la

induccióndel NO porel péptido.

El péptido CA(1-8)M(1-18)es capazde mejorarel cursode la enfermedaden ratones

Balb/c infectadosen la basede la colacon promastigotesde Leishmaniamajo? El nivel de

curacióndependede la cargaparasitariadel ratón;desdeunacuracióntotal cuandoseinfectan

con 106 parásitosa simplementeun retrasoen la apariciónde los síntomasde la infeccióncon

dosis mayoresdel parásito; la curaciónen cualquiercaso es más lenta que la logradapor

tratamientocon antimonialesorgánicos,y la dependenciacon la dosis del parásitoha sido

observadaen experimentos de protección vacunandoratones con diferentes antígenos

(McMahon-Prattet al., 1993).El cursode la enfermedadenratóndependede la preponderancia

delos linfocitospertenecientesauno delos dossubconjuntosmayoritariosde CD4+;Thl o Th2.

La inducciónde uno u otro es decididaen las primerosdíasde la enfermedadcon implicación

de los niveles de 11-4 e JL-12 (Reiner et al., 1994); uno de los factoresque inducen la

proliferaciónde 1h2 esla mayorcargaantigénica,conformeal cursode la enfermedaden ratón

con distintasdosisde parásitos.Unavezestablecidaunarespuestatipo Th2 puedeserrevertida

a Thl mediante11-12,trasreducciónde la cargaparasitariaportratamientocon antimoniales

(Naborset al., 1995).También‘in vivo’1 el péptido encapsuladoes superiora la pomadacon el

péptido libre, aunquelasdiferenciasentrepéptidolibre y encapsuladoen experimentos‘in vitro’

con macrófagosinfectados son muy inferiores; ademásde la inducción de iNOS, otros

fenómenosfarmacológicos,como una mejor dirección del péptido en liposomashacia su

correspondientedianadebenserobjeto de unamejor definición,asícomorealizarexperimentos

en ratonesdeficientesen iNOS paraconfirmarel mecanismopropuestoen el presenteestudio.
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5.10. PÉPTIDOS CECROPINA A-MELITINA EN CEPAS

MULTIRRESISTENTES A FÁRMACOS

La multirresistenciaa drogasesuno de los principalesdesafiosa la quimioterapiaparasitaria;en

Leishmaníalos mecanismosprincipalessonla modificación en el númerode transportadores,

alteracionesque afectanal sitio de unión del fármaco, amplificación génica y expresiónde

proteínaP.

Los promastigotesde Leishmaniatropica cepaR-150, resistentea daunomicina,son

menossusceptiblesquela cepasalvaje,a la acciónde CA( 1 -8)M(1-18). La proteínaP pertenece

a la familia de transportadoresdenominadosABC (Groset al., 1986),entrecuyosmiembrosse

encuentanproteínascapacesdetransportarpéptidoscomola hemolisinadeEcoil (Jurankaet al.,

1992);pemieasade oligopopéptidosde Salmonella(Gallagheret al,, 1989),el transportadorde

la feromonaSTE6 de levadura(McGrathy Varshavsky,1989)o los transportadoresTAP 1 y

TAP 2 encargadosdel transportede péptidosa travésdel retículo endoplásmico(Powis et al.,

1992); en eucariotassuperioresgramicidinaes sustratode la proteínaP (Loe y Sharom,1994)

y otrospéptidoshidrofóbicos(Sharomet al., 1995)sin embargomagainínasno sonutilizadaspor

la proteínaP, ya que célulastumoralesmultirresistentespor expresiónde la proteínaP son

susceptiblesa la acciónde dicho péptido catiónico(Lincke et al., 1990).La mayorresistencia

frente a CA(1-8)M(1-18)dela cepamultirresistentedeLeishmaniapuedeexplicarseen términos

de modificación de las característicasfisicas de la membrana(Chiquero, 1996), la proteínaP

atraviesa6 vecesla membrana,y su sobreexpresióndebeconducira cambiosen la estructurade

la membranadeLeishmania,cuyoscomponentesmayoritariosseencuentranancladosa la misma

porestructurasGPI.

Enexperimentosdeacumulaciónde daunomicinaseobeservaun incrementointracelular

del fármaco, muy considerableen la cepamultirresistenteR-150 tratadacon el péptido (F.

Gamarro,comunicaciónpersonal),lo que indica que hay un bloqueo de la proteínaP para

expulsarla daunomicina.La acción de CA(l-8)M(1-18) serealiza,más que sobrela propia

proteínaP, sobrela fluidez de membrana,comoya seha observadoconestemismopéptido en
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membranasmodelo (Mancheñoet al., 1996),o por una disminuciónen los nivelesde ATP por

permeabilizacióndelamembrana,los datosdiscutidosen el punto 5.6. avalanestahipótesis,pero

no sepuededescartarla coexistenciade ambos.

La inhibición en la proteínaP en presenciade verapamilmuestranun ligero incremento

de sensibilidadal péptido, tanto en la ceparesistentecomo en la salvaje, quepuedeser debida

a la variaciónen la fluidez de membranapor el verapamil,ya observadaen otrostrábajos(Drori

etal., 1995).

5.11. UTILIZACIÓN TERAPÉUTICA DE PÉPTIDOS CON FUNCIÓN

LEISHMANICIDA

La terapiaa basede péptidospuedeserefectivaenLeishinania,conformeseha demostradoen

el presentetrabajoy enotrosyapublicados(Hernándezet al., 1992;Barr et al, 1995; Vouldoukis

et al., 1996).

Entrelos factoresde especificidaden procariotesdescritosparapéptidosantibióticosel

contenidoen esterolesesuno de los principales;sin embargo,esuná cuestióncontrovertida;en

liposomascon diferentesniveles de colesterolno se ha observadovariaciónen el efecto de

análogosdececropina(Steineret al., 1982),y liposomascon alta concentraciónde colesterolson

permeabilizadosporanálogoscortosde cecropina(Fernándezetal., 1994), en magaininassi se

observaun efecto inhibitorio del colesterol(Matsuzakiet al., 1991), aunqueno es un factor

esencialen la unión del péptido a la membrana(Matsuzakiet al,, 1995a),la sarcotoxina1 es

menosactivaen liposomasquecontienencolesterol(Nakajimaet al., 1987).

Leishmania carecede colesterol sin embargosu membranaplasmática es rica en

ergosterol,esteroltípico de plantasy hongos,cuyapresenciano sólo influye en el estadofisico

de la membrana,sino quetambiéninteraccionacon determinadoscomponentesde membrana.

La disminuciónde sus nivelesen membranas,mediadaspor efectode azolestipo ketoconazol
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queactúainhibiendoal citocromoP-450dependientede la desmetilacióndel lanosterol(Berman

et al., 1984), producenla muerte del parásito,a pesarde la acumulaciónde su precursor

biosintético,el lanosteroly de la capacidaddel parásitode incorporara su membranacolesterol

procedentedel hospedador(Ramoset al., 1994).La posiblesinergiao antagonismocon la acción

del péptidovendrádeterminadaporel mayoro menorefectoprotectorde los correspondientes

esterolespresentesen la membrana;hastala fechano se ha estudiadoel efecto coÑiparativode
ergosterol,colesteroly lanosterolsobrela efectividadde los péptidoshíbridoscecropinaA-

melitina tanto en leishmania“in vivo” como en membranasmodelo,

Las diferenciasde expresiónde LPG y gp63 puedenser factoresdiferencialesen la

resistenciade diferentescepasy especiesde Leishmaniafrente al péptido. La amplificación

génicay su implicación en la resistenciadel parásitofrente al péptido deberíarealizarsea 3

niveles: 1) proteínasparticularesimplicadasen resistencia,tipo gpó3; 2) en la ruta metabólica

biosintéticade las unidadesresponsablesde la carganegativadel LPG comoocurre en bacterias

con LPS (Ranaet al., 1991), y 3) en la biosíntesisde fosfolípidos, una alteración en la

composiciónde éstosen la membrana,aunqueno descartable,implicaría la acomodaciónde

multitud de procesosbiológicos.

Otrasestrategiasencaminadasa disminuir la cantidadprecisade un péptido paraun

tratamientoesla sinergiacon otros fármacos;los péptidoscatiónicos,al destruirla estructurade

la membranaexternaen Gram-, favorecenque otros fármacoshidrofóbicosseancapacesde

interaccionarconla membranainternabacteriana,disminuyendovariosórdenesde magnitudla

LD50 correspondienteal fármacoa concentracionessubletalesdel péptido(Vaaray Vaara,1986);

por otrapartehan sido descritosefectossinérgicoscon ~-lactamasas,posiblementepor facilitar

el pasodel péptido (Darveauet al., 1991) o de defensinascon fluconazol, un inhibidor de la

sintesisdel ergosterol(Alcouloumreet al., 1993);es comúnla sinergiaentrepéptidosantibióticos

presentesen unamisma localizációnanatómicatalescomo PGLay magaininasen la piel de

anfibios (Westerhoffetal., 1995)o entrelos componentesde neutrófilossobreE. coil (Levy et

al., 1994), o bien con otros mecanismosmicrobicidastalescomo produciónde peróxido de

hidrógenoen neutrófilossobrecélulastumorales(Lichtensteinet al., 1988).

La encapsulaciónen liposomases otro de los mediosempleadospara incrementarla

eficacia del péptido; sin embargo,muchosde estospéptidosson activosen membrana,lo que

158



Discusión

implica un estudiopreviode la estequiometríapéptido: fosfolípidoy composicióndel liposoma;

únicamenteen el presentetrabajo, comoempleotópico y parala indolicina contraAspergíllus

funzigatus(Ahmad et al., 1995), han sido empleados,favoreciendo su uso entérico por

disminuciónde los efectoscitotóxicosdel péptido.

Los péptidospuedenser empleadoscomo control del parásito, tanto a nivel del

hospedador,mediantela introducciónde genesde los mismos en las células dianasde los

correspondientesparásitos(Coutoet al., 1994)comoa nivel de vector;ya pororiginarmosquitos

transgénicos,capacesde expresarpéptidoen eltubo digestivo,medianteposicionamientodel gen

bajo promotoresinduciblestras la ingestade sangre,comovitelogeninao promotoresde enzimas

digestivastipo tripsina, o conestrategiasemejantea la descritaparael controlde Trypanosoma

cruzí en Reduvidae,utilizando endosimbiontesbacterianoscapacesde resistir la acción del

péptido, y que generanun nivel suficienteparadisminuir la multiplicación de Trypanosoma

cruzí; porotro ladoexisteunatransmisiónverticalya quelos endosimbiontessontransportados

en la cortezadel huevo,asegurandosu transmisióna la descendencia,(Beardet al., 1993).En

Leishmaniael estudiode la faunabacterianadel tubo digestivo esmuy reducida.

Ademásde encontrarnuevasfuentesde antibióticosanimales,estudiarlos efectosde los

mismossobrepatógenos,y el decubrimientode nuevosantibióticosendógenos,el fUturo lejano

del campose encaminahacia la definición de “antibióticosinteligentes”esdecir, promoverla

producciónde antibióticosendógenospor el mismo órgano infectado,que requiereestudios

previos sobreinducción génicay posiblesefectostóxicos producidosp¿fun excesode los

mismos

5.12. INTERACCIÓN DE LEISHMANIA CON PÉPTIDOS ANTIBIÓTICOS

EN LA NATURALEZA

Todo el trabajoanteriorseha basadoen la interaccióndeLeíshmaniacon un péptidosintético;
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con vistasa un posibleterapiade péptidos;esprecisorecapitularcon el fin de responderdos

cuestiones:si en su ciclo vital en la naturalezaLeishmaniatiene contacto con péptidos

antibióticoscatiónicosy, si la respuestaesafirmativa, los mecanismosdefensivosdesarrollados

lo son en relaciónal directaal péptidoo cumplenotrasfuncionesy la defensaantipeptídicaes

anecdótica.

La respuestade la primerapreguntadebeseranalizadaen los dosambienÚesen quese

desarrollael parásito;en el interierdel flebotomoy enlos macrófagosdel hospedadorvertebrado.

En dípteroslas cecropinassonproducidasporlas célulasdel cuerpograso,en menorextensión

por los hemocitos(Samakovlisetal., 1990; Tryseliusetal., 1992)y en las célulastegumentarias

(Brey etal., 1993)y activadapor LPSy otroscomponentesde bacterias,aunquela secreciónen

el tubo digestivo del adulto no ha sido descritahastaahora.En el estadolarvario existeuna

producciónlocal y limitada en el tiempo de cecropinas(Tryseliuset al., 1992),quepudieraestar

relacionadamás con fenómenosde remodelaciónde órgnos, papelque ha sido asignadoa

sapecinaen insectos(Matsuyamay Natori, 1990) y a magaininasen anfibios como en la

resorciónde la colaen renacuajos(ZasloW 1994),másqueunafunciónantiséptica.

Por otro lado, existeun daño a la pareddel tubo digestivo mediadapor quitinasas

secretadasporel parásito(Schleinet al., 1993), y si estedañoalcanzaralas célulasepiteliales,

éstassedancapacesde inducir cecropinas,yaqueinclusoel dañoestéril de las mismasescapaz

deinducir suproducción(Breyet al., 1993).En otrosórdenesde insectoscomoHemípteray en

la familia Reduvídaehan sido descritastoxinas catiónicaspeptidicasque contribuyena la

hemolisisde la sangreingerida(De Azambujaet al., 1983),asícomo un factor antibacteriano

inducible (De Azambujaet al., 1986); hastael presenteno han sido descritasen flebotomos,a

pesarde sertambiénun vectorhematófago.Los redúvidosparecenprovenirde un antepasado

cuya alimentaciónse basabaen la succiónde jugos vegetales,consecuentementeconlíevó la

desapariciónde sermaproteinasastipo tripisina encargadasde digerir las ingestasproteicas

(Barillas-Mm-y y Wells, 1993); cuandoesteorden recuperóla capacidadde ingerir sangre,la

proteolisisla efectuóapartir de cistein-proteinasas,debidoa su facilidadde secreción(Lehane,

1991); las cisteinasproteinasasserianmenosefectivasquelas sermaproteinasasy el desarrollo

de toxinas hemolíticascontribuiría en partea recuperartal efectividad, mientrasque en los

dípterosno existió el ciclo fritil evolutivo enla alimentación.
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A excepciónde Trypanosomarangeil, ningúnotro Trypanosomátidoinvadeel hemocele

perdiendola posibilidad de inducciónde cecropinasy otros péptidosantibacterianos;porotra

parteel mismo Trypanosomarangelí esun bajoo nulo inductorde actividadmicrobianabasada

en péptidosantibióticos,aunquesí escapazde inducir e incrementarlas actividadesde otros

sistemasinmunestales como la profenoloxidasa(Mello et al., 1995).En el tubo digestivo de

flebotomosdebeexistir un modode controlde la flora local bacterianaaunquemÚy escaso,la

confinacióndeLeishnzaniaen el tubodigestivo lahacesensiblea la ingestade péptidospor parte

del flebotomocuandoson alimentadosconunasoluciónsalinade péptidos.

Leíshmaniaes un parásitoprácticamenteexclusivode los macrófagos in vivo”; en el

laboratorioseha logradoinfectarfibroblastos(Chang,1978)y neutrófilos(Chang,1981),aunque

en estecasolos parásitossonfagocitadosy destruidos;entre el armamentoexistenteen los

neutrófilos destacalas defensinas,que constituyenun 30 % del contenidoproteico de los

gránulos azurófilos; las defensinasHNP-2 presentanuna actividad leishmanicidafrente a

Leíshnzaniadonovanía concentracionesmuy inferioresa las calculadastras la fusión del gránulo

conla vacuolafagocítica(Díaz-Achirica,datosno publicados);sin embargosólo en macrófagos

alveolaresde conejo se ha descritodefensinas(Lehrer et al., 1983) aunqueotros péptidos

catiónicos, con semejanzasecuenciala histonas,han sido descritosen diversos tipos de

macrófagosmurinos (Hiemstraet al., 1995). Como antecedentesde terapiagénica se han

empleadomacrófagostransfectadoscon genesde defensinaspresentanuna actividad contra

Histoplasmacapsulatum(Couto et al., 1994),y presumiblementeexhibanun cierto grado de

actividadleishmanicida;en cualquiercasoel mecanismoprincipal de eliminacióndeLeishmania

intracelularsebasaen la inducciónde óxido nítrico; consecuentementeel papeljugado por

posiblespéptidosantibióticosno esesencialy jugaríaúnicamenteun efectosinérgicocon el NO.

Debido al bajo contactoque existeentrepéptido y parásito,los mecanismosde defensapara

péptidosexistentesdebenhabersido desarrolladosparaotra función; tanto LPG como gp63

jueganpapelespleiotrópicosen la fisiologíadel parásito,en la resistenciacontramecamsmos

oxidativos, interferenciaen las señalesdel macrófagoy del sistemainmune, y en la unión a la

célula huespedy el LPG en la unión al epitelio del tubo digestivo (McConville te al., 1992)y sólo

deforma tangencialcontribuyena la defensacontralos péptidos.Debidoal desconocimientoque

se poseesobrela superficiedel amastigote,y su alta resistenciaa la acciónde los péptidos,la
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discusiónsobrelos mismosrequieremayoresestudios.

El escasocontactodel parásitocon péptidosno parecehaberinducido mecanismosde

resistenciaespecíficoscontralos mismos,lo quefavorecesu utilizaciónen el controldel parásito

y en el tratamientode la enfermedad.
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-- El péptidoCA( 1 -8)M(1-18),en un rangodeconcentraciónmicromolar,esel másletal de los

análogostestadosparaproducirla muertede promastigotesdeLeíshman¡adonovani,demostrado

por inhibición de la síntesisde DNA, de proteínasy la reducciónde MTT. Los análogoscon

secuenciamáscorta,quemantienenunaactividadbactericidaalta,presentanunamenoreficacia

en Leishmanza.

2.- El efectodelpéptido presentaunadependenciaaltade la temperaturay de la fuerzaiónica,

pero una dependenciaparcial del potencialde membrana.Otros factorescomo cationes

divalentes,seroalbúminabovinao pH no modificanel efectodelpéptido en másde un 10%.

3.- La acciónletal sebasaen unapermeabilizaciónde la membranaplasmáticadelpromastigote,

con colapsodel potencialde membrana,permeabilizacióna protonesy acalcio, y un evidente

dañomorfológicoen la misma.

4.-El péptido inhibe la respiracióny provocaunabajadaen los nivelesde ATP, sin embargoes

debidoal anteriormentemencionadoincrementode lapermeabilidady no aun efectodirecto

sobrela mitocondria,queconservasupotencialde membranaen lasprimerasetapasdel proceso.

5.- A semejanzacon las bacteriasla primera interacciónes electrostática,entreel péptido y

componentescatiónicosde la membrana;la fuerzaiónica y polianionestalescomo heparina

inhibenesteproceso.

6.- El LPG comopolianiónnaturaly componentemayoritarioen la membranade Leishmania

inhibe laaccióndel péptido, ya quecepasdeficientesen LPG sonmássensiblesal efectodel

péptido. La incubacióndel péptidocon LPG anulaparcialmentela acciónleishmanicidadel

péptido. Los promastigotesmetacíclicos,conun LPG de mayorlongitud,sonmásresistentesal

efecto lítica del péptido.
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7.- 0p63,unametaloproteinasamuy abundanteen la membranadel promastigotesólo inactiva

parcialmentela accióndelpéptido,a causade su rápidacinéticade interaccióncon la membrana.

El análogoenantioméricosintetizadoconaminoácidosD presentamayoractividadleishmanicida

queel análogoL, debidoasu resistenciaa las proteinasasy porotrapartedemuestrala ausencia

de un receptorquiral parael mecanismode accióndelpéptido.

8.- La formaintracelulardel parásito,el amastigote.esmásresistenteal efectodel péptido“in

vitro”, sin embargoen macrófagosinfectadosy en el modelo “in vivo” murinodela enfermedad

el péptido es activo medianteun mecanismoindirecto de activación de macrófagos.La

encapsulacióndel mismoen liposomasincrementatal efecto.

9.- El péptidono essustratodela proteínaPcuyasobreexpresiónenpromastigotesproducecepas

multirresistentesa fármacos.La inactivaciónde la proteínaP por el péptido se debea un

mecanismode depleciónde ATP o a alteracionesen la fluidezde membrana.

10.- Los datos anteriormente presentadoshacen que estospéptidos puedan ser candidatos a

nuevosagentesleishmanicidas,aunqueel modelomurinode la enfermedadno esdirectamente

extrapolablea humanos.
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