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RESUMEN

Leishmania es un protozoario patdgeno, que transita durante su ciclo de vida desde el intestino de su vector hasta un compartimiento
fagolisosomal al interior de su célula hospedera, el macréfago. Durante este recorrido el pardsito estd expuesto a ambientes que
cambian en temperatura, pH y presumiblemente osmolaridad. Para su supervivencia, Leishmania debe hacer ajustes para adaptarse
y la expresion de canales de cloruro ha sido implicada en estos. Basandose en los antecedentes de nuestro grupo de investigacion,
que registré corrientes de cloruro voltaje dependientes luego de la inyeccién de mRNA de promastigotes de Leishmania en ovocitos de
Xenopues laevis, se postula que éstas son el resultado de la actividad de proteinas CLC. Se mencionan algunas bases moleculares de la
adaptacién de este pdrasito con énfasis en transportadores, regulacién de calcio, pH y osmolaridad. Con base en datos del grupo
se argumenta que la osmolaridad de la vacuola parasitéfora es alta. Ademads se da evidencia de la transcripcién en promastigotes de
tres genes que codificarian CLC putativos, y se postulan funciones potenciales que llevarian a cabo en los dos estadios del pardsito.
Palabras clave: canal de cloruro CLC, Leishmania, osmolaridad, pH, protefna CLC.

ABSTRACT

Leishmania is a protozoan pathogen that transits during its lifecycle from the gut of the vector to a phagolysosomal compartment
within its host cell, the macrophage. During this journey, the parasite is exposed to environments that change in temperature, pH
and osmolarity. For their survival, Leishmania must make adjustments to adapt and expression of chloride channels has been involved
in these. Based on our research group results: reported voltage-dependent chloride currents after mRNA injection of promastigotes
of Leishmania in Xenopus laevis oocytes, it is postulated that these are the result of CLC protein activity. Some molecular bases of
adaptation of this parasite are mentioned with emphasis on regulation of calcium, pH and osmolarity. Based on data from our group
itis argued that the osmolarity of the parasitophorous vacuole is high. In addition, evidence of the transcription in promastigotes of
three genes that encode putative CLC is given and potential functions that take place in the two stages of the parasite are postulated.
Keywords: CLC chloride channel, CLC protein, Leishmania, Osmolarity, pH.
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INTRODUCCION

Leishmania es un organismo unicelular, del dominio Eukarya,
reino Protista, agente causal de leishmaniosis, enfermedad de
impacto en salud publica en las zonas tropical y subtropical
del mundo. En su ciclo de vida transita desde el intestino de
su vector invertebrado, un ambiente con fluctuaciones de
pH (Santos et al., 2008) y presumiblemente de osmolaridad,
hasta un compartimiento intracelular 4cido al interior de
su célula hospedera, el macréfago (Antoine et al., 1990), en
donde la osmolaridad podria ser alta (McConville etal., 2007,
y esta revisién). Para mantener homeostasis i6énica, volumen,
osmolaridad y pH en ambientes que se diferencian durante su
ciclo de vida, este parasito debe hacer ajustes y garantizar la
entrada adecuada de nutrientes y salida de desechos.

Transporte i6nico en membranas celulares

El transporte de iones y nutrientes es fundamental para
la vida y debe hacerse a través del lindero de la célula,
la membrana plasmdtica. Las membranas celulares son
bicapas de lipidos con proteinas integrales inmersas en
su espesor (Singer y Nicholson, 1972). Su estructura las
hace semi-permeables limitando el paso en particular, a
atomos o moléculas con carga neta por su baja solubilidad
en la bicapa lipidica. En consecuencia, el transporte de
iones y moléculas hidrofilicas como monosacéridos se
garantiza a través de proteinas especializadas (canales
iénicos, trasportadores e intercambiadores), de naturaleza
anfipatica (hidrofébica-hidrofilica), que permiten su
paso a través de la membrana. Asi mismo, la membrana
celular genera gradientes (diferencias de concentracién
y/o carga) haciendo uso de energia por la funcién de
proteinas integrales de membrana especializadas (bombas
e intercambiadores). Las bombas gastan energia, que
puede ser en forma de ATP, para llevar un ién en contra
de su gradiente electroquimico (transporte activo
primario) mientras que los intercambiadores usan la
energia potencial del gradiente electroquimico de un ién
para concentrar otro i6én u otra molécula (transporte
activo secundario). El mecanismo por el cudl las bombas
logran transportar sus sustratos estd dado por cambios
en su conformacién, acople temporal con el sustrato y
cambios de afinidad energia dependiente, lo que resulta
en tasas de transporte bajas (Lduger, 1991). La disipacién
de la energia potencial de los gradientes construidos por
bombas e intercambiadores permite el transporte de iones,
monosacdridos y aminodcidos a través de transportadores
selectivos: canales i6nicos o transportadores de
monosacdridos o  aminodcidos  respectivamente
(transporte pasivo).

Se acepta como mecanismo de transporte para canales
iénicosel flujodeionesafavordeun gradiente electroquimico
por un poro acuoso en la estructura del canal que atraviesa
el espesor de la membrana celular (Hille, 2001). Estas
proteinas presentan las tasas de flujo de transporte mds
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altas. Los transportadores e intercambiadores a su vez
transportarian su substrato luego de acoplarlo y de cambios
de conformacién en la estructura de la proteina, los primeros
a favor del gradiente, los segundos en contra, lo que resulta
en tasas de flujo intermedias o bajas.

Canales ionicos

La funcién de canales idnicos es base de la transmisién de
impulsos eléctricos (potenciales de accién) y la contraccién
muscular. Los canales iénicos son proteinas integrales de
membrana, especializadas en el transporte de iones para
lo cual tienen un poro acuoso en su interior. Son capaces
de conducir iones a velocidades muy altas, al tope del
limite de la electro-difusién, al tiempo que escogen un ién
en forma muy selectiva (Hille, 2001). Se clasifican acorde
con su mecanismo de apertura: voltaje, ligando y mecano-
dependientes y/o por la especie iénica mds permeable: Na*,
K*, Ca*, Cl'(Hille, 2001). Dentro de los canales encargados
del transporte de CI* se reconocen tres familias: los voltaje
dependientes o familia CLC, los ligando dependientes de
GABA o Glicinay transportadores ABC (Jentsch etal., 2002).

Familia CLC

Los CLC son una familia de proteinas que incluye canales
iénicos voltaje dependientes de Cl e intercambiadores
anion/H*. Todos los CLC estudiados en bacteria son
intercambiadores (Accardi y Miller, 2004; Accardi et dl.,
2005; Stockbridge et al., 2012). En células eucariota,
la localizacién celular de éstas muestra que los que se
comportan funcionalmente como canales de Cl se ubican
en la membrana plasmadtica, y se asocian con estabilizacién
del potencial de membrana y regulacién de volumen. Por
otra parte, los intercambiadores se restringen a membranas
intracelulares donde se postulan como shunts’, acoplados a
bombas *ATPasas vacuolares para facilitar la acidificacién
de estos compartimientos (Miller, 2006) y/o para la
concentracién de un anién de interés (De Angeli et al., 2006;
Novarino et al., 2010).

El estudio de esta familia ha sido tardio comparado con el
de los canales voltaje dependiente de cationes. Sin embargo,
recientemente han ganado atencién por su ubicuidad,
su comportamiento electrofisiolégico, su asociacién con
algunas enfermedades, su estructura molecular y como se
menciond al hecho que hay miembros que se comportan
como canales de ClI" y otros como intercambiadores
anién/H* (revisado por Miller, 2006). Este dltimo aspecto
es interesante desde el punto de vista biofisico porque
presumiendo la misma estructura molecular, ésta parece
sustentar dos mecanismos diferentes de transporte que se
asumian excluyentes (revisado por Miller, 2006), flujo de
iones a favor de un gradiente de concentracién en los canales
y paso energéticamente acoplado en los intercambiadores
anién/H* (revisado por Miller, 2015).

1 Shunt: paso para una carga de un contra-ién
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CIC-0, el prototipo de canal

CIC-0 de Torpedo californica fue descrito por primera vez por
el grupo de Christopher Miller y fue el primer miembro de la
familia en ser caracterizado con técnicas electrofisioldgicas
(Miller y White, 1980). Estas permiten estudiar moléculas
cuya funcién se asocia con el transporte de carga (+/-) a
través de membranas. Registros electrofisiolégicos de esta
proteina aislada y re-incorporada en bicapas, indicaron que
es un canal de Cl voltaje dependiente (Miller, 1982). Estos
canales se abren a potenciales muy negativos y permanecen
abiertos la mayor parte del tiempo cuando se analizan en
escala de segundos. Al estudiar su comportamiento en
escala de milisegundos se observa que una vez abierto este
canal fluctia rapidamente en tres niveles de conductancia
espaciados equitativamente, lo que refleja la funcién de dos
poros acuosos cuya apertura y cierre son independientes,
por lo que Miller sugirié que operan como una escopeta de
dos cafiones, double-barrel CI channel (Miller, 1982).

Desde el punto de vista del mecanismo de apertura
deberia considerarse ligando-voltaje dependiente en vista
que la apertura de la compuerta también depende de la
presencia de Cl"y su concentracién absoluta. Asi, el efecto de
la concentracién extracelular de Cl fue estudiado cambiando
ésta y, determinando el tiempo de duracién de la apertura
e inactivacién del canal. A mayor concentracién extracelular
de ClI" se observaron facilitacién de aperturas rdpidas y
menor tiempo de inactivacién, indicando que la presencia
de este i6n favorece su apertura. En experimentos en los
que se favorecia la corriente de Cl a través de este canal al
aumentar la fuerza electromotriz para este i6n, se observé
probabilidad de apertura de 0,83 a 150 mM y de 0,22 a 1
mM de Cl extracelular, mostrando que los canales no se
abrian a concentraciones bajas de CI. Ademads, a medida que
la concentracién extracelular de CI disminuye la activacién
voltaje dependiente se corre hacia la derecha, es decir
disminuye. En otras palabras, se necesita de mayor diferencia
de voltaje para abrir los canales e indica que la dependencia
del voltaje se asocia con el flujo de CI-(Chen y Miller, 1996).

EcCIC1, el prototipo de intercambiador procariota

EcCIC1 de Escherichia coli es el intercambiador CLC més
estudiado. Su andlisis funcional indica que transporta 2CI
/TH* con tasas relativamente bajas en comparacién con
CIC-0 y en contraste con los canales, su apertura es pH y
no voltaje-dependiente (Accardi y Miller, 2004; Accardi et
al., 2005). Estudios de estructura tridimensional obtenida
por dispersién de rayos X sobre cristales de EcCICT,
muestran que es una proteina dimérica, apoyando los
estudios electrofisiolégicos en canales (Miller, 1982). Cada
mondmero tiene una arquitectura antiparalela en forma
de reloj de arena que estd conformada por 18 hélices alfa,
11 de las cuales atraviesan el espesor de la membrana. La
zona de selectividad para el anién se atribuye a regiones en
los dominios transmembranales denominados D (GSGIPE:

106-111), F (GREGP: 146-150) y N (GIFAP: 355-359)
(Dutzler et al., 2002; Jentsch et al., 2002). La conservacién
de estas regiones es la marca CLC y se parte de ella para
describir los miembros de esta familia. El sitio de unién de
Cl yace hacia la mitad de la membrana en la ruta del poro
(Pusch etal., 1995; Chen y Miller, 1996; Dultzer et al., 2002).
A la seleccién de CI, paradéjicamente contribuye una carga
negativa que es movilizada por este anién al permear el CLC,
abriéndolo, el llamado Glu__(residuo E148 de EcCLC-1 de
E. coli; Dultzer et al., 2002; Dultzer et al., 2003). El paso y
estabilizacién parcial de Cl en el poro estarian coordinados
por otros residuos (S107 y Y445 en EcCLC-1 de E. coli;
Dultzer et al. 2002; Dultzer et al., 2003).

El modelo de transporte del intercambiador supone
seleccién del sustrato y translocacién a través de cambios
conformacionales en donde la energia potencial del
gradiente electroquimico de un ién se usa para transportar
el otro i6n en contra de su gradiente (Accardi y Miller,
2004). En EcCIC1 el transporte compromete dos residuos
glutamato asociados con el acoplamiento del H*: Glu__
(E148)yGlu,_ (E202). El ciclo de transporte iniciaria cuando
un H* se acopla con el Glu,_, que luego es translocado hacia
el Glu__en donde al protonar la cadena lateral de este
residuo lo desplazaria para favorecer el paso de CI- (Miller
y Nguitragool, 2009). Este dltimo mecanismo explicaria
también la apertura de los que son canales (revisado por
Jentsch, 20135).

CIC-5, un intercambiador eucariota

CIC-5 ha sido extensamente estudiado porque mutaciones de
este intercambiador se asocian con sindrome de Dent, una
enfermedad caracterizada por proteinuria, célculos renales
y otras anomalias (revisado por Jentsch et al., 2002). Estas
proteinas se localizan en endosomas de reciclaje de células
del tdbulo contorneado proximal del nefrén en el rifién
(Gunther et al., 1998), y su funcién garantizaria la expresién
de transportadores para la captacién de proteina, fosfato y
calcio (Novarinoetal., 2010). En esta ubicacién se haasumido
que su funcién es la de disipar el gradiente eléctrico (shunt)
generado por la funcién de H*ATPasas vacuolares a cargo de
la acidificacién de estos compartimientos, ingresando aniones
para contrarrestar el efecto eléctrico de la acumulacién de
H*. Sin embargo, estudios funcionales muestran que CIC-5
se comporta como un intercambiador capaz de introducir
2ClI'y expulsar un H* (Picollo y Pusch, 2005). Por tanto
este proceso de transporte estarfa disipando la funcién de
la bomba, y usando el gradiente de H" para concentrar CI".
Este mecanismo es apoyado por datos del grupo de Thomas
Jentsch quienes usando como modelo ratones, indujeron
la mutacién E221A en el Glu_ de CIC-5, (reciprocos E148
de EcCIC1 y E166 CIC-0), desacoplando transporte de H" y
convirtiendo este CLC en canal de CI". Esta mutacién permitié
acidificacién endosomal en células del tibulo proximal, pero
comprometié la endocitosis de fase liquida y mediada por
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receptor, asi como la expresién de transportadores de fosfato
(Novarino et al., 2010). Estos autores sugieren entonces, que
la concentracién de Cl en la via endosomal seria importante
en el proceso de trafico vesicular.

Algunas bases fisioldgicas de la adaptacion de Leishmania
durante su ciclo de vida

Ciclo de vida de Leishmania
Protozoos del género Leishmania (Trypanosomatidae) son
pardsitos intracelulares obligados de macréfagos, incluido el

hombre, trasmitidos porla picadura deinsectos hematéfagos
de la subfamilia Phlebotominae (género Phlebotomus en el
Viejo y Lutzomyia en el Nuevo Mundo; revisado por Bafiuls
et al., 2007). Presentan un ciclo de vida que inicia con la
picadura de una hembra infectada (vector), que inocula
pardsitos en su estadio flagelado infectivo (promastigote
metaciclico; Fig. 1a; Fig. 1b) en la piel del mamifero,
en donde son fagocitados por macréfagos (Fig. 2a) y
confinados en un fagosolisosoma denominado asi o como
vacuola parasitéfora (VP; Fig. 2b-d), para posteriormente
diferenciarse a su estadio no flagelado (amastigote) con la

Figura 1. Leishmania braziliensis en cultivo in vitro. Promastigotes de L. braziliensis en fase exponencial de crecimiento con formacién de algunas
rosetas. Los parasitos (cepa: HOM/BR/75/M2903, Cideim, Cali, Colombia) fueron cultivados en medio Schneider (Life Technologies) suplementado
con 5 % de suero fetal bovino (SFB; BioWest) a 28 °C. Note la forma alargada del pardésito (a) y la formacién de roseta de promastigotes de L.
braziliensis (b). Note la presencia de flagelo. Barra representa: 15 mm. (c). Amastigotes axénicos de L. braziliensis. Promastigotes en fase estacionaria
fueron cultivados en RPMI (Life Technologies) suplementado con 5-10 % de SFB, pH 5y a 35 °C hasta alcanzar formas redondeadas sin flajelo
aparente (retraido) como se observa en la imagen. Barra representa 10 mm.

Figura 2. Infeccién de macréfagos. (a). La linea de macréfagos de ratén J774A.1 fue cultivada in vitro en RPMI suplementado con 5 % de SFB
a 35°C. (b). Macréfagos J774.A1 con 80 % de confluencia fueron infectados con Leishmania amazonensis (FLA/BR/67/PH8, Cideim, Cali, Colombia)
en proporcién 1:10 respectivamente. Micrografia de luz de cultivo a 72 horas post-infeccién (hpi). Note VP comunales de gran volumen con
pardsitos en su interior. Barra representa 30 mm. (c). Micrografia de luz de cultivo a 6 hpi. Note la presencia de parésitos con morfologia tipica
de promastigotes en una VP comunal. Barra representa 15 mm. (d). Micrografia electrénica a 24 hpi. Note VP individuales con pardsitos en su

interior. Barra representa 10 mm.
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influencia del ambiente de la VP y multiplicarse antes de salir
de la célula hospedera e infectar nuevas células; el ciclo se
completa cuando una hembra ingiere macréfagos invadidos
por amastigotes que se liberan en el intestino medio del
vector y se transforman en formas flageladas proliferativas,
no infectivas (promastigotes prociclicos; Fig. 1a) que se
multiplican y se diferencian en promastigotes metaciclicos
(Fig. 1b) para migrara la probdscide del insecto y recomenzar
el ciclo (revisado por Bafiuls et al., 2007).

Leishmania durante su ciclo de vida encuentra ambientes
que difieren en temperatura, pH (Antoine et al, 1990;
Santos et al., 2008) y osmolaridad (Lloyd, 2000; LeFurgey
et al., 2005; McConville et al., 2007). El ajuste a estos
ambientes implica la expresién diferencial de canales
iénicos, transportadores, intercambiadores y bombas
para garantizar su superviviencia. Se ha sugerido que estos
cambios en las condiciones ambientales, exigen a Leishmania
mayores esfuerzos que a otros protozoarios, los que se ven
reflejados en gasto de energia para obtener nutrientes y
regular pH (ter Kulle, 1993).

Canales ionicos y transportadores en Leishmania

Se ha documentado la presencia de canales idnicos y
transportadores en Leishmania, que estan involucrados en
el mantenimiento de potencial de membrana, homeostasis
iénica y regulacién de pH (Vieira y Cabantchik, 1995; Vieira
etal., 1995; DiFranco etal., 1995; Vieira et al. 1996; Lagos et
al., 2007; Prole y Taylor, 2011; Prole y Marrion, 2012; Prole
y Taylor, 2013), asi como en el transporte de nutrientes
(Glaser y Mukkada, 1992; ter Kulle, 1993; Tetaud et al.,
1994; Vieira et al., 1996; Inbar et al., 2013), la exclusién
de farmacos (Ouellette et al., 2001; Sudhandiran y Shaha,
2003), y el transporte de purinas (Ogbunude y Dzimidi,
1993). La presencia de porinas, que en algunos protozoarios
se asocia con virulencia, ha sido descrita para Trypanosoma
cruzi en donde se involucran en lisis de la membrana de la VP
(revisado por Horta, 1997). En Leishmania se ha sugerido que
también inducirian lisis de las membranas del macréfago y
de la VP explicando asi la salida del pardsito de su célula
hospedera (Noronha et al., 1994; Noronha et al., 1996;
revisado por Horta, 1997; Almeida-Campos et al., 2013).
Nuestro grupo de investigacién postula que la salida de
Leishmania obedece a un proceso de fusién de membranas
més que de lisis (Quintana et al., 2010)

También se han encontrado en Leishmania proteinas
homdlogas a AQP9, acuagliceroporina de mamiferos. Las
acuagliceroporinasson proteinas de membrana formadoras
de poro, responsables del intercambio de moléculas de
bajo peso, sin carga neta tales como agua, glicerol y otros
polialcoholes, gases como CO, y NH,, o cationes (Figarella
et al., 2007). En Leishmania major y Leishmania tarentolae,
estas proteinas son capaces de transportar una forma
reducida de antimonio, forma activa de derivados de

antimonio pentavalente, firmacos de primera linea en el
tratamiento de leishmaniosis; la inhibicién de su expresién
(down-regulation) genera resistencia a estos medicamentos
(Gourbal et al., 2004; Figarella et al., 2007). Sin embargo,
esto podria no ser cierto para especies de Leishmania del
Viejo Mundo en donde no se observé el mismo efecto
(Maharjan etal., 2008).

Regulacion de calcio en Leishmania

Dentro de los iones activos fisiolégicamente, Ca* es de
especial importancia por su capacidad como primero,
segundo y tercer mensajero. Un nimero importante de
proteinas y procesos celulares son sensibles a este i6n por
lo que su concentracién intracelular ([Ca®"]) es regulada.
El trabajo de bombas que expulsan Ca*" del citoplasma
(Ca*ATPasas) hacia fuera de la célula o lo concentran en el
reticulo endoplasmatico, el gradiente eléctrico de la matriz
de la mitocondria que fuerza este ién en su interior y la
funcién de proteinas citoplasmdticas que atrapan calcio
resultan en ([Ca®"]. bajas (Benaim, 1993). La razén es que
la entrada de calcio al citoplasma celular permite activar
procesos como liberacién de neurotransmisor, hormonas,
contraccién muscular y apoptosis, entre otros.

Leishmania al igual que otros eucariota controla sus niveles
[Ca*] y mantiene depdsitos intracelulares ricos en este idn
en mitocondria y reticulo endoplasmatico (Philosoph y
Zilberstein, 1989), para procesos relacionados con invasién
a su célula hospedera, diferenciacién y replicacién, entre
otros (revisado por Moreno y Docampo, 2003). En este
pardsito canales de Ca®* voltaje-dependientes similares a
los tipo-L de mamifero (Benaim et al., 2013), explicarian
la entrada de este i6n. Como mecanismos asociados con
homeostasis de Ca?*se han descrito proteinas solubles como
calmodulina (Benaim et al., 1987; Moreno y Docampo,
2003), y Ca*ATPasas (Philosoph y Zilberstein, 1989; Benaim
y Romero, 1990; Corte-Real etal., 1995; Mandal etal., 1997).
Ademads, para L. donovani parece importante la contribucién
de una H*ATPasa tipo P (Philosoph y Zilberstein, 1989) en
el control de calcio.

Junto conreticulo endoplasmaticoy mitocondria (Benaim
etal., 1990) otro depdsito intracelular de calcio denominado
acidocalcisoma (Lu et al., 1997), ha sido descrito en estos
pardsitos. Los acidocalcisomas son organelos vesiculares
densos que expresan en su membrana actividad Ca*ATPasa
y de bombas de protones como H'ATPasas vacuolares,
H'pirofosfatasas e intercambiadores Na‘/H" (Rodrigues
et al., 1999; Vercesi et al., 2000; revisado por Docampo et
al., 2005). Los acidocalcisomas estarian contribuyendo a
almacenar calcio pero también servirian de depésito para
otros iones, aminodcidos basicos y compuestos de fosfato y
ademas de regular niveles de calcio estarian involucrados en
osmoregulacién y control de pH (revisado por Docampo et
al. 2005; Moreno y Docampo, 2009).
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Regulacion de pH en Leishmania

Las células eucariota también regulan pH a través de varios
mecanismos entre los que se cuentan transportadores de
membrana y sistemas tampén de protones. Esta regulacién
obedece a la necesidad de mantener este pardmetro en un
rango estrecho dado que variaciones de pH pueden alterar
la funcién de proteinas y procesos metabdlicos asociados.
La regulacién de pH por parte de Leishmania es critica. Como
el estadio intracelular (amastigote; Fig. 2) reside en un
compartimiento acido (Antoine etal., 1990), pero mantiene
su pH intracelular en ~6,7 (Marchesini y Docampo, 2002),
el pardsito debe contar con mecanismos que alivien el
ingreso de H* a su interior como consecuencia del gradiente
de concentracién. Se ha sugerido que una H*ATPasa tipo
P, sensible a DCCD?, contribuiria electrogénicamente al
mantenimiento del potencial de membrana (Vm) y a la
secrecién de acido en promastigotes de L. major (Vieira et al.,
1995). El funcionamiento de esta bomba estaria acoplado
con un canal de Cl sensible al inhibidor de transportadores
de CI- DIDS? (Vieira et al., 1995). Aceptando este modelo
funcional un sistema similar ha sido descrito tanto
para promastigotes como amastigotes de L. amazonensis
(Marchesini y Docampo, 2002). En promastigotes el
control de pH depende de transportadores de HCO, y
amortiguacién por este ién (Vieira et al., 1995; Vieira y
Cabantchivl, 1995; Marchesini y Docampo, 2002). Es de
anotar que los amastigotes de L. amazonensis parecen no
usar el sistema HCO", para regular pH, pero ajustan este
pardmetro ante un gradiente importante de H" (Marchesini
y Docampo, 2002). Las H*ATPasas descritas en L. donovani
ademds de favorecer transporte secundario de otros
nutrientes podrian contribuir al control de pH (Zilberstein
y Shapira, 1994), y su funcidn estaria acoplada con el paso
de CI' como contra-ién (Vieira et al., 1994).

Regulacion de la osmolaridad en Leishmania

La distribucién asimétrica de iones a través de la membrana
genera una diferencia de potencial. En células animales
se acepta que en condiciones de reposo las células son
permeables a K" (Hodgkin y Huxley, 1945; Hodgkin y
Huxley, 1947), por la presencia de canales iénicos selectivos
a este i6n que estdn abiertos todo el tiempo. Esto genera
que el flujo de K* por concentracién (es mayor al interior
celular) induzca un gradiente eléctrico por la salida de
cargas (+), que se contrapone a la difusién de este i6n
por gradiente. Si la célula fuera solamente permeable
a K* el potencial al cual la fuerza quimica de este i6n, es
contrarestada por el gradiente eléctrico consecuencia de
su movilizacién, seria su potencial de reposo y se podria
calcular con la ecuacién de Nernst. Sin embargo, al interior
celular se acumulan proteinas solubles cuya carga neta es
negativa a pH intracelular, que por su carga y tamafio se

2 Diciclohexilcarbodiimida
3 4-diisotiocianostilbeno-2-24cido disulfénico
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constituyen en aniones impermeables y contribuyen a su vez
a restringir la salida de K* y a la redistribucién de aniones
permeables como CI". A la condicién de estado estacionario
que resulta de estas tendencias se le denomina equilibrio
de Gibbs-Donnan. Dadas estas condiciones el efecto de
la concentracién de aniones impermeables contribuye un
mayor ndimero de particulas osmdéticamente activas y por
tanto la presién osmédtica al interior de la célula se hace
también mayor, y siendo ésta superior a la presién osmética
extracelular, se induce entrada de agua (ésmosis). El efecto
neto serfa aumento de volumen de la célula y riesgo de lisis
celular. Sin embargo, esto no ocurre. La razén es el trabajo
continuo de la bomba Na'/K'ATPasa que se encarga de
limitar la entrada de Na* y consecuentemente de agua, y se
traduce en baja permeabilidad a Na* y se teoriza como el
doble equilibrio de Gibbs-Donnan en donde, las particulas
osmdticamente activas (aniones impermeables) se
contraponen al Na* extracelular, que se hace impermeable
por efecto de la bomba. Efecto denominado “bomba y
fuga” (revisado por Hoffmann et al., 2009).

En promastigotes de Leishmania el Vm es mds negativo
y de aproximadamente -110 mV (Vieira et al., 1995; Vieria
et al., 1996; Marchesini y Docampo, 2002), con respecto a
células animales y serfa el resultado de electro-difusién de
K" (Glaser et al., 1992), y el funcionamiento de H*ATPasas
(Vieira et al., 1995). En contraste, los potenciales de
membrana reportados para amastigotes estan en -58,5
+ 5 mV (Marchesini y Docampo, 2002), pero al igual que
en promastigotes dependerian de K" y contribucién de
H*ATPasas tipo P (Marchesini y Docampo, 2002).

En el intestino del vector se presume que Leishmania
estarfa expuesto a fluctuaciones de osmolaridad asociadas
con la ingesta de alimento por parte del insecto, y seria
capaz de responder migrando con relacién a éstas (Leslie
etal., 2002). En la VP no es claro cudl seria la osmolaridad
experimentada por el pardsito. Se ha sugerido que este
compartimiento es hipo-osmolar (LeFurgey et al., 2005)
basando esta afirmacién en mediciones de permeabilidad a
sacarosa en lisosomas hepdticos (Lloyd, 2000). En contraste
se postula, que al interior de fagolisosomas de macréfagos
se concentra gran cantidad de aminodcidos (McConville
et al., 2007), lo que es coherente con la concentracién de
solutos en vesiculas secretoras (Palade, 1974). Esta ultima
postura es favorecida en la literatura que indica que la VP
tiene caracteristicas fagolisosomales (Antoine et al., 1998),
y también por nuestros datos. Cambios de pH del medio
(de = neutro a 4cido) y de temperatura (de 28 a 35 °C)
induce diferenciacién de promastigotes estacionarios en
amastigotes axénicos. En estas condiciones el pardasito
retrae el flagelo, se redondea y disminuye su volumen
(Fig. 1c). Pero el didmetro promedio de estos dltimos
es mayor al de amastigotes in situ (Fig. 2b; Fig. 3a-b). Asf
mismo, el volumen de VPs aisladas (Cortazar et al., 2006;
Navarrete, 2012) es proporcionalmente mayor al de este
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compartimiento in situ (Quintana et al., 2010; Fig. 2b; Fig.
2d; Fig. 3b). La disminucién del volumen del amastigote in
situ y el aumento de volumen de VPs aisladas es explicado
facilmente si este compartimiento fuera hiperosmolar,
forzando una disminucién de volumen del amastigote in
situ por pérdida de agua y un aumento en la VP aislada por
ganancia de esta.

Ante estrés hipoténico que resultaria en aumento del
volumen celular, la célula animal responde regresando al
volumen original en un proceso denominado decremento
regulado de volumen, que se asocia con flujo de iones,
monosacdridos o aminodcidos que promueven arrastre
de agua (revisado por Hoffmann et al., 2009). Leishmania
durante su ciclo de vida debe hacer estos ajustes para
adaptarse y ante un reto hipoténico ajusta volumen
(Darling et al., 1997; Vieira et al., 1997) en forma similar,
consecuencia de salida de Na* (LeFurgey et al., 2001),
cambios menores en K'y secrecién de alanina (LeFurgey
et al., 2005; Vieria et al., 1996). La disminucién de alanina
intracelular y su presencia en el medio extracelular sugieren
que este aminodcido es secretado para perder volumen a
través de un transportador capaz de disminuir el Vm de
Leishmania (sensible a DIDS), y que podria ser un canal
iénico por su comportamiento cinético (Vieria et al., 1996).
Este canal seria regulado por sefializadores intracelulares
como proteinas kinasa Ay C, y 4dcido araquidénico (Vieira
et al.,, 1997). Otros transportadores son importantes
también para ajustes de volumen ante retos osméticos. Asf,
la delecién del gen que codifica para el transportador de
lisina LAAAP7 resulta en promastigotes incapaces de ajustar
volumen ante un reto hipo-osmolar (Inbar et al., 2013).
Ademads de acidocalcisomas (Moreno y Docamo, 2009),
podrian existir otros organelos densos que concentran iones
y que estarian asociados con respuestas a estrés hipoténico
a través de movilizacién de Na* y CI- en particular (Lefurgey
etal., 20071).
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Transportadores de cloruro en Leishmania

Algunos reportes indican la presencia de transportadores de
Cl- sensibles a DIDS en L. major y L. amazonensis que estin
involucrados en ajuste de osmolaridad y funcionamiento de
H*ATPasas (Vieira et al., 1995; Vieira y Cabantchik, 1995;
Vieira et al., 1996; Marchesini y Docampo, 2002). Estudios
electrofisiolégicos en bicapas lipidicas han mostrado
corrientes de CI" en membranas de Leishmania mexicana
(DiFranco et al., 1995). Asi mismo, luego de inyeccién en
ovocitos de Xenopus laevis (Chaves et al., 2003) y en ovocitos
de la especie nativa Bufo marinus (Vargas et al., 2004), de
mRNA de L. amazonensis (Arroyo, 2005; Lagos et al., 2007)
y L. braziliensis (Garzén et al., 2009) respectivamente,
nuestro grupo registré corrientes en el 40-50 % de ovocitos
inyectados, que se activaban a potenciales cercanos a -40
mV, disminuian significativamente en ausencia de CI" pero
no de Ca®" y eran sensibles a la inhibicién por DIDS y 4cido
niflimico, dos inhibidores reconocidos de transportadores
de CI (Lagos et al., 2007; Garzén et al., 2009). Basados en
estos hallazgos postulamos que estas corrientes podrian
ser el resultado de la funcién de proteinas CLC y por tanto
se hizo una busqueda en el genoma de L. braziliensis que
reporté la presencia de cuatro canales de cloruro putativos:
LbrMO1 V2.0210 (LbCLC-A), LbrM04 V2.1010 (LbCLC-D),
LbrM32 V2.3670 (LbCLC-B) y LbrM33 V2.1260 (LbCLC-C).
De estos sélo LbCLC-A estaba registrado como un CLC
putativo. Sin embargo, alineamientos de las secuencias de
proteina de éstos muestran las regiones CLC candnicas, por
lo que nuestro grupo postula las cuatro secuencias como
intercambiadores anién/H" CLC putativos.

LbCLC-A, LbCLC-B y LbCLC-C son transcritos por
promastigotes (Fig. 4; Lozano et al., 2009; Quintero, 2013;
Camacho, 2012; Parada, 2014) y amastigotes axénicos de
L. braziliensis (Quintero, 2013; Parada, 2014). Estos CLC
putativos tienen homologia con los CLC de mamifero
expresados en la via endocitica que se comportan como
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Figura 3. Volumen de la vacuola parasitéfora. (a). Promedio de volumen de macréfagos infectados con L. amazonensis (0) o de VP in situ ().
Datos basados en Quintana etal. (2015). (b). Promedio de volumen de macréfagos infectados (M) comparados con VP in situ (VPis) o VP asiladas
(VPa). Datos calculados de Navarrete (2013). Barras de dispersién corresponde a desviacién estdndar.
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Figura 4. Expresién de CLC de promastigote de Leishmania. Productos de PCR separados por electroforesis en gel de agarosa 2 %, 70 mV.
Como plantilla se partié6 de DNA plasmidico de bacterias E. coli DHS5-a transformadas con la reaccién de ligacién de los productos de RT-PCR
+ pGEM-T-Easy. Se usé como marcador de peso molecular A hind. Bandas 2, 3, 4 de aproximadamente 950 pb (peso esperado) de CLC-A de
promastigotes de L. amazonensis, L. braziliensis, L. major. Banda en carril 5 de 1365 pb (peso esperado) de LbCLC-C. Banda en carril 6 de 1104 pb
de LbCLC-B. Banda en carril 2307 pb, peso esperado para el producto completo de LbCLC-A. Gel tefiido con 1 mg/mL de bromuro de etidio y

observado en iluminacién UV.

intercambiadores ClI'/H* (Jentsch, 2007),y que contribuyen a
la concentracién de Cl- en estos compartimientos (Novarino
et al., 2010). LbCLC-D, no se transcribe en promastigotes
ni en amastigotes axénicos. Sin embargo, un fragmento
pequefio de éste fue amplificado en pardasitos luego de la
infeccién por Leishmania (Carrefio, 2015), indicando que
otros estimulos diferentes a pH y temperatura inducen su
expresion y postulamos que cambios en la osmolaridad
podrian ser importantes.

Funciones putativas de CLC en Leishmania
Séloun CLC hasido descrito funcionalmente en protozoarios.
EhCIC-A de Entamoeba histolytica fue expresado en ovocitos
de X. laevis y registrado por voltage clamp. Estos estudios
mostraron que la proteina putativa se agrupa con los CLC
que son canales, y al expresarse en éste modelo heterélogo
indujo corrientes voltaje-dependientes de CI similares a
las descritas en CIC-2 por lo que se concluyé que era un
canal (Salas-Casas et al., 2006). Recientemente estudios
electrofisiolégicos directos en trofozoitos de Giardia lamblia
sugieren la presencia de una corriente similar (Moreno-
Galindo et al. 2014) a la descrita por Salas-Casas et al.
2006, pero en una busqueda por BLAST, no se encontraron
secuencias CLC putativas en este organismo.

Para Leishmania que habita en ambientes que varfan
en pH y osmolaridad, los intercambiadores CLC podrian
apoyar varias funciones. Por su homologia con CLCs de la
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via endocitica de mamiferos se espera que estén localizados
en estos compartimientos, donde permitirian concentracién
de CI,, que se ha reportado importante en la via endocitica
(Novarino et al., 2010; Smith y Schwappach, 2010). Esto
seria cierto para LbCLC-B y LbCLC-C que presentan en la
posicién reciproca a S107 de EcCIC1, este mismo residuo
que ha sido postulado como el que confiere selectividad a
Cl- (Dultzer et al., 2002; Dultzer et al., 2003).

Gefl el CLC de Saccharomyces cerevisiage, seria un
intercambiador ClI//H" (Braun et al., 2010) que se localiza
en la membrana de vesiculas del Golgi (Schwappach et
al.,, 1998), y se postulé que haria las veces de shunt para la
funcién de una bomba de Cu®" tipo P (Gaxiola et al., 1998).
Sin embargo, se sugiere que la entrada de Cl- a través de este
intercambiador seria necesaria como co-factor alostérico
para Cu®* (Davis-Kaplan et al., 1998). Si en Leishmania se
ubicaran en este compartimiento podrian apoyar la funcién
del aparato de Golgi.

En la membrana plasmdtica del promastigote acoplados
a la H'ATPasa (Vieira et al., 1995), funcionando como
shunt, disiparian el gradiente de H* generado por la bomba
para transporte secundario de nutrientes (Zilberstein
y Shapira, 1994) y explicarian la hiperpolarizacién de
su Vm. En la membrana plasmética del amastigote, los
intercambiadores CLC serian capaces de expulsar H" y
concentrar un anién, facilitando y/o complementando el
trabajo de la bomba para suplir transporte secundario de
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iones y nutrientes, al tiempo que contribuirian a mantener
gradiente y pH para la supervivencia de Leishmania en |la VP.
Si por el contrario funcionaran usando el gradiente de H*
para sacar un anién, seria interesante postular que podrian
ayudar a la detoxificacién del pardsito de metabolitos
secundarios de éxido nitrico como NO," (Liew etal., 1999).
LbCLC-A y LbCLC-D poseen G en la posicién reciproca de
S$107 de EcCIC1, por lo que no seleccionarian CI. Ninguno
de los CLC estudiados funcionalmente hasta el momento
poseen glicina en esta posicién, pero en CIC-5 la mutacién
S168G favorece selectividad a NO, (Bergsdorf et dl,
2009; Zifarelli y Pusch, 2009). Nuestros primeros andlisis
indican que los CLC de Leishmania serian intercambiadores
y marcajes con anticuerpos comerciales sugieren expresion
de proteinas CLC en la membrana del parasito (Lozano,
2012), lo que indicaria que este pardsito podria expresar
intercambiadores en forma mds estable que lo sugerido
para CIC-5 que ubicado en endosomas tempranos tendria
paso temporal por membrana plasmatica (Zhang et dl.,
2014; Jentsch, 2015).

Algunos CLCs son sensibles a cambios de osmolaridad
como el intercambiador Cl//H* CIC-3 (revisado por Jentsch,
2015) que ademads podria modular la expresiéon de AQP3
(una aquaporina) y consecuentemente regular volumen
(Zhangetal., 2014). Asi mismo, los CLC eucariota presentan
dominios CBS* lo que implica que pueden ser regulados
por ATP o sus metabolitos (Estévez et al., 2004) y JAK3
(una kinasa) regula negativamente la actividad de CIC-2
alterando la tasa de insercién de este canal en la membrana
(Warsietal., 2014).

A futuro marcaciones con anticuerpos especificos
permitirian valorar ubicacién, mientras que registros
electrofisiolégicos  establecerian si  en realidad son
intercambiadores. Mds aun silenciamiento de los CLC de
Leishmania, usando una aproximacién como la mostrada
por Atayde et al. (2012), para el subgénero Viannia (como
L. braziliensis) aportarian en la comprensién de la funcién de
los CLC de este pardsito.
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