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ABSTRACT

Treatment of parasitic diseases caused by trypanosomatids requires the development
of new agents endowed with both more selectivity and a pharmacological profile that
is improved over that of currently used agents. We face this challenge by following
two different strategies.

On the one hand, as new drugs are often discovered serendipitously by testing large
chemical libraries, we decided to implement an in-house high-throughput screening
(HTS) that will enable us to test cytotoxicity both on Leishmania
promastigotes/amastigotes and two different human cell lines (Jurkat and THP-1).
Using this HTS method we tested more than 160 compounds. The outcome in the
treatment of amastigote-infected THP-1 cells was seven hits, four of them of
comparable or even better activity than edelfosine, a reference standard
antileishmanial drug. These derivatives thus represent new leads for further studies
aimed at establishing their mechanism of action.

On the other hand, we pursued an innovative approach in the treatment of
leishmaniasis consisting of inhibiting the dimerization of the enzyme trypanothione
reductase (TryR), an essential homodimeric flavoenzyme unique to kinetoplastid
parasites including Trypanosoma, responsible for Chagas disease and sleeping
sickness, and Leishmania, responsible for cutaneous and visceral leishmaniasis. TryR is
thought to be the central enzyme in the redox metabolism of these protozoans
because it alone couples the transfer of reducing equivalents from the NADP*/NADPH
pair to thiol-containing species.

By means of structure-based computational studies we found the hot-spots in the
dimeric interface presumably responsible for the largest part of the intermolecular
affinity. Using molecular biology, biochemistry and oligomerization detection
techniques, we have found that glutamic 436 (E436), one of the three initial
candidates identified as putative hot-spots, is a key residue for TryR dimerization. On
the basis of these findings we then designed a peptide that inhibits both TryR
dimerization and activity. Furthermore, we proved that this peptide has
leishmanicidal activity on amastigote-infected human macrophages. We also prensent
some results suggestive of the existence of a biological sensor in the trypanosomatids’
TryR that allows them to detect an oxidative burst and react facing it.

To sum up, herein we show two different approaches aimed at fulfilling the need to
develop new, efficient and safe drugs for the treatment of leishmaniasis.
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INTRODUCCION

La leishmaniasis es una enfermedad parasitaria que se transmite por la picadura de
dipteros de los géneros Lutzomyia y Phlebotomus. A dia de hoy, hasta 350 millones de
personas en 88 paises diferentes estan en riesgo de contraer la enfermedad. Se
estima que hay 12 millones de infectados, con una tasa de 2 millones de nuevos casos
de infeccién al afio.

La leishmaniasis visceral (LV) es la forma mas severa de esta enfermedad y ataca los
organos internos, principalmente higado y bazo. Sin tratamiento, es fatal en un plazo
maximo de dos afios. La leishmaniasis cutdnea (LC) es la forma mds comun; produce
Ulceras en cara y extremidades y, aunque dichas Ulceras pueden curarse
espontaneamente, dejan severas cicatrices permanentes, asocidandose a la LC
situaciones de discriminacidn, estigmatizacion y condiciones de vida infrahumanas.
Las epidemias son especialmente devastadoras en campos de refugiados.

Segun datos de la Organizacién Mundial de la Salud ! la co-infeccién de la LV y el virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH) se esta convirtiendo en una siniestra tendencia
global (fig. 1). En personas infectadas con VIH, la leishmaniasis acelera la aparicion del
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) por una inmunosupresion
acumulativa, estimulando la replicacién del virus. Asi mismo y de forma
complementaria, la propagacion de la infeccidn con el VIH, estd provocando que la LV
ya no se restrinja exclusivamente a zonas endémicas, cambiando la epidemiologia de
esta enfermedad. Las dos infecciones coexisten en una sinergia mortal. En el sur de
Europa, por ejemplo, hasta un 70% de los casos de LV en individuos adultos estan
asociados con infeccidn por VIH. En algunas zonas de Etiopia, el 35% de los enfermos
de leishmaniasis estan coinfectados con VIH y la tendencia se estd expandiendo a los
paises vecinos como Sudan.
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Figura 1. Distribucion global de casos registrados de LV y co-infeccién de LV y VIH, 1990-1998 '

Teniendo en cuenta la importancia de ambas enfermedades en Asia, Africa y
Sudamérica, la propagacién de la co-infeccidn en estas zonas se antoja aterradora.

Historia de la leishmaniasis.

La leishmaniasis es una enfermedad causada por distintas especies de Leishmania que
presenta distintas manifestaciones en el Viejo y Nuevo Mundo.

Desde un punto de vista histérico, es mas sencillo considerar la forma del Viejo
Mundo en primer lugar. La leishmaniasis cutanea (LC) del Viejo Mundo, conocida
como “Ulcera de Oriente”, es una enfermedad antigua, existiendo referencias a sus
llamativas lesiones ya en el siglo VIl a. C. en algunas losas de la biblioteca del rey
Ashurbanipal (ultimo rey del imperio Neo-Asirio) en Oriente Medio, aunque se piensa
que algunos de estos escritos pueden hacer referencia a textos ain mas antiguos, del
1500 al 2000 a. C. 2. Hay detalladas descripciones de médicos drabes del siglo X d. C.,
como Avicena, sobre la Ulcera oriental, conocida entonces y hoy en dia como “Ulcera
de Balkh” en la zona norte del Afganistan actual 3. Posteriormente se registraron
casos de Ulcera oriental en diferentes ciudades de la misma zona, como Bagdad o
Jericé, dandosele nombres locales que perduran hoy en dia. En 1756 Alexander
Russel, examinando a un paciente turco a su cargo, realizd una de las primeras y mas
importantes descripciones clinicas de la enfermedad que en aquella zona se
denominaba “furinculo de Aleppo”: “Tras cerrarse, deja unas cicatrices
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desagradables y permanentes que permanecen con una tonalidad pdlida durante
varios meses. Mientras no estdn irritadas, raras veces producen dolor. Afecta a los
nativos cuando son nifios, apareciendo generalmente en la cara, aunque también
presentan algunas lesiones en las extremidades. Es comun que aparezca en los
extranjeros algunos meses después de que lleguen a una zona endémica; muy pocos
escapan sin lesiones, pero es muy raro que afecte al mismo individuo mds de una vez”.

La leishmaniasis visceral (LV) del Viejo Mundo también es conocida como “kala azar”
terminologia hindi para “fiebre negra”, caracterizada por la pérdida de tonalidad en la
piel, fiebre e hinchazdn del bazo que se da en la variante india de la enfermedad. Los
primeros casos de “kala azar” fueron registrados en Jessore, India, en 1824, donde
pacientes que se pensaba que sufrian fiebres debidas a la malaria, no respondieron al
tratamiento con quinina; en 1862 la enfermedad se extendid a Burdwan donde
alcanzé el grado de epidemia®, pensandose inicialmente que se trataba de una forma
virulenta de malaria.

El descubrimiento del organismo responsable de la LC es un hecho controvertido, ya
que distintos observadores describen distintas estructuras en ulceras orientales que
podrian o no ser parasitos de Leishmania °. Generalmente se atribuye su
descubrimiento a James Homer Wright 67 pese a que previamente el cirujano militar
ruso P. F. Borovsky habia publicado el mismo descubrimiento 88 si bien, al hacerlo en
ruso, no habia tenido suficiente difusion en el ambito cientifico. Por otra parte, el
pardsito causante de la LV fue descubierto simultdnea y paralelamente por los
cientificos William Leishman y Charles Donovan ®°, por lo que finalmente el parasito

fue llamado Leishmania donovani. El género Leishmania habia sido descubierto.

Al otro lado del océano, en el continente americano, tanto la LC como la leishmaniasis
mucocutanea (LMC) producen malformaciones que pueden reconocerse en distintas
piezas de ceramica pre-Inca que datan del siglo | d. C. y posteriores (fig. 2).

Figura 2. Dos ejemplos de cerdmica pre-Inca con posibles lesiones producidas por leishmaniasis y
pacientes con lesiones producidas por la variante mucocutanea de la enfermedad.



Textos del periodo Inca en torno a los siglos XV y XVI d. C. y también pertenecientes a
la época de la colonizacién espafiola, mencionan el riesgo que corrian los agricultores
estacionales de la zona andina, de contraer la “enfermedad del valle” o “enfermedad
andina”, que cursaba con Ulceras cutaneas. Posteriormente, las malformaciones en
boca y nariz de los enfermos hicieron que fuera conocida como “lepra blanca” 1042
Inicialmente se pensaba que las leishmaniasis del Viejo y el Nuevo Mundo eran la
misma enfermedad, pero en 1911 Gaspar Vianna descubrid que los pardsitos
sudamericanos eran diferentes de los africanos e indios, creando una nueva especie,
la L. braziliensis . Desde entonces se han descubierto mas especies exclusivas del
continente americano.

Hasta 1921 ' no se descubrié el vector involucrado en la transmision de la
enfermedad, los flebdtomos o Phlebotominae, una subfamilia de dipteros
nematdceros de la familia Psychodidae, siendo el género Phlebotomus el responsable
de la transmision en el Viejo Mundo y el género Lutzomyia en el Nuevo. El actual
modelo de infeccién, a través de la picadura del flebotomo, no fue finalmente
demostrado hasta 1941 por Adler y Ber ™.

Taxonomia del parasito Leishmania.

Inicialmente la clasificacion del parasito Leishmania se basé en criterios ecobioldgicos
tales como vectores, distribucién geogréfica, tropismo, propiedades antigénicas y

. ., . 16-19
manifestacion clinica .

Sin embargo, analisis biogquimicos y moleculares han
demostrado que criterios geograficos y patolégicos no son los mds adecuados, por lo
que posteriormente se han utilizado otros para realizar dicha clasificacion, como por
ejemplo los patrones de polimorfismo de los marcadores de acido desoxirribonucleico
kinetoplastico (ADNk), proteinas o antigenos *® 23",

Todos los miembros del género Leishmania son parasitos de mamiferos. Los dos
subgéneros, Leishmania y Viannia, estan separados en base a su localizacion en el
intestino del vector '°. Posteriormente se utilizaria el analisis de isoenzimas para

. . . . 32
determinar los complejos de especies de cada subgénero ™.

Inicialmente, la clasificacidon de las especies se basé en distintos criterios extrinsecos,
como caracteristicas bioldgicas, geograficas y clinicas; por ejemplo, L. guyanensis
(aislada en Guayana), L. peruviana (aislada en Peru), L. infantum (aislada de un nifio
en Tunez) y L. gerbilis (aislada de un gerbo). Desde los afios setenta, se ha pasado a
utilizar criterios intrinsecos para definir las especies de Leishmania basados en datos
genéticos, bioquimicos e inmunoldgicos. La utilizacidon de estas técnicas moleculares
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Complejo L. donovani L. tropica L.major L. aethiopica L. mexicana

Especies L. archibaldi L.killicki L. major L. aethiopica L. amazonensis

condujo a que la OMS publicara un esquema taxonémico actualizado®. La aparicion
de nuevos métodos de deteccidn, aislamiento e identificacién genética condujo a un
incremento sustancial en el nUmero de especies descritas. Hoy en dia se conocen 30
especies, siendo 20 de ellas patogénicas para el hombre (fig. 3).

Reino P

Subreino Protozoa

Orden Kinetoplastida

Familia Trypanosomatidae

Género Crithidia Leptomonas Herpetomonas Blastocrithidia Leishmania Sauroleishmania Trypanosoma Phytomonas Endotrypanum
1 1
Subgénero Leishmania Viannia
1 1 1 1 1 H 1 | 1 |

L. braziliensis L. guyanensis L. naiffi L. lainsoni

L. braziliensis L. panamensis L. naiffi L. lainsoni

L.chagasi L. tropica L. gamhami L. peruviana L. guyanensis
L. infantum L. mexicana L. shawi
L. donovani L. pifanoi TR

No patogénicos para
humanos:
*Viejo Mundo
L. arabica
L. gerbilli
L. turanica
*Nuevo Mundo
L. aristidesi
L. enrieti
L. deanei
L. hertigi

L. venezuelensis
L. forattinii

Figura 3. Taxonomia de Leishmania (adaptado de Bafiuls AL et al, 2007 3 basado en el esquema
publicado por la OMS en 1990 3 con adiciones de la literatura).

Generalmente, estas especies presentan diferentes caracteristicas clinicas vy
epidemioldgicas, en funcidn de los distintos perfiles genéticos y fenotipicos. La validez
de este esquema de clasificacién, considerada por algunos investigadores como
demasiado arbitraria, ha sido cuestionada varias veces. El debate se ha centrado en L.
panamensis, L. peruviana, L. chagasi, L. infantum, L. archibaldi, L. garnhami, L. pifanoi,

35-39

L. venezuelensis and L. forattinii . Diferentes estudios han clarificado el estatus de

alguna de estas especies; por ejemplo, L. chagasi es aceptado como sindnimo de L.

11

Sin clasificacion final :
L. colombiensis
L. ecuatorensis



infantum *" y L. peruviana ha sido validada como una especie independiente >°. El
resto de especies mencionadas estan todavia en discusidn.

Epidemiologia de la leishmaniasis.

La leishmaniasis humana consiste en un espectro de enfermedades que se dividen en
cuatro grupos *%:

Leishmaniasis Cuadro clinico Paciente
LC: Cuténea (ulcera Lesiones en la piel de caray extremidades. Aunque a menudo se
de Oriente) resuelve por si misma, puede dejar graves secuelasy cicatrices

permanentes. Tras la completa recuperacidn la LC confiere
inmunidad a la reinfeccion por la misma especie de Leishmania
que la origind.

LCD: Cutanea difusa Lesiones diseminadas parecidas a las producidas por la lepra
que no se curan espontaneamente. Esta variedad estd
especialmente ligada a un sistema inmune deficiente y son
frecuentes las recaidas post-tratamiento.

TS

LMC: Mucocutdnea Lesiones que desfiguran la cara: destruye las membranas
(espundia) mucosas de nariz, boca y garganta. La cirujia estética de las
desfiguraciones es una parte muy importante de la terapia.

LV: Visceral Fiebre irregular, pérdida de peso, hinchazén de bazo e higadoy

(kala-azar) anemia. La forma mas severa de la enfermedad y normalmente
mortal si no se trata. El periodo de incubacién puede ser de
meses o afios y, a diferencia de las formas cutdneas, afecta a los
drganos internos. Tras el tratamiento y recuperacion, los
pacientes pueden desarrollar LC crénica, la cual requiere un
tratamiento largoy caro.

Figura 5. Distintos tipos de leishmaniasis humanas y su sintomatologia.

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad dependeran de la especie involucrada,
aunque una misma especie puede generar diferentes sintomas y respuesta a las
terapias.

El drea de distribucidn de las distintas formas de leishmaniasis se puede subdividir en
“Nuevo Mundo” (las Américas) y “Viejo Mundo” (Africa, Asia y Europa). Todas las
especies del subgénero Viannia fueron aisladas en el Nuevo Mundo, mientras que
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todas las del Leishmania se aislaron en el Viejo Mundo, excepto L. hertigi y L. deanei
del complejo L. Mexicana que fueron aisladas en las Américas y L. infantum/chagasi y
L. major que son encontradas en ambas zonas del globo.

El insecto vector de la leishmaniasis, el flebotomo, se encuentra en todas las zonas
intertropicales del planeta. Desconocida en gran medida en el mundo desarrollado,
esta enfermedad es endémica en 88 paises y mas de 350 millones de personas estdn
en riesgo de contraerla. Durante los ultimos 10 afios y, posiblemente, como
consecuencia del cambio climatico, las regiones endémicas se han ido extendiendo.
De los 88, 72 son paises en vias de desarrollo:

1. EI90% de los casos de LV se dan Bangladesh, Brasil, India, Nepal y Sudan.
2. EI90% de los casos de LMC ocurren en Bolivia, Brasil y Peru.

3. ElI 90% de los casos de LC acontecen en Afganistan, Brasil, Iran, Perd, Arabia
Saudi y Siria.

Debido a que la inmensa mayoria de la poblacién en riesgo vive en la pobreza, esta
enfermedad suscita muy poco o ningun interés comercial para las compaiiias
farmacéuticas. Al igual que ocurre con muchas de las enfermedades que se ceban en
los estratos mas pobres de la sociedad y que provocan alta morbilidad, pero poca
mortalidad, el verdadero alcance de la leishmaniasis permanece oculto, en parte
porque muchos de los enfermos viven en zonas remotas y en parte por la
discriminaciéon social asociada a las cicatrices y desfiguraciones causadas por esta
enfermedad. Las minusvalias asociadas a la leishmaniasis conllevan una gran tara
social, especialmente para las mujeres y afectan a la productividad econémica. En
numerosas ocasiones las epidemias han retrasado significativamente Ila
implementacién de proyectos de desarrollo, por lo que se ha convertido en una
enfermedad que impide el desarrollo socioecondmico.

La LV puede producir epidemias a gran escala, con altas tasas de mortalidad. Se sabe
que la malnutriciéon es un factor de riesgo a la hora de desarrollar esta forma y las
epidemias se extienden en situaciones de hambruna, emergencias complejas vy
grandes movimientos de poblaciéon. En Sudan, por ejemplo, entre los afios 1984 y
1994 se produjo una enorme epidemia. Al ser la primera de la zona, la poblaciéon era
altamente susceptible. Se estima que causd del orden de 100.000 muertes en una
poblacién de 300.000 individuos en la zona noroeste del pais vecina al Nilo. En 1997,
el nimero de casos de LV en Sudan se dispard con un aumento del 400% respecto al
afio anterior. Los centros de tratamiento fueron completamente superados por la
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demanda, agotando las reservas de los farmacos de primera eleccién. La migracion de
los trabajadores estacionales y los grandes movimientos de la poblacién originados
por los disturbios civiles llevaron la epidemia a Eritrea y Etiopia, donde la OMS
anuncio emergencias similares en 1998.

Brasil ha experimentado también un repentino aumento en el nimero de casos de LV
desde 1999. La enfermedad esta apareciendo en una forma urbana, mientras la forma
rural se mantiene. Olas de sequia, falta de tierras cultivables y hambruna han
producido grandes migraciones de las zonas rurales a la periferia de las grandes
ciudades, creando asentamientos muy masificados, con una infraestructura minima y
condiciones muy poco salubres. Asi, se introduce un parasito nuevo en una zona con
un gran numero de potenciales huéspedes no inmunes, entre los que campa la
malnutricion. Los perros que se mantienen en el entorno doméstico constituyen el
principal reservorio y los nifios menores de 15 afios son el grupo de mayor riesgo.

Aunque lejos de ser letales, las epidemias de LC son un gran problema en Afganistdn,
donde décadas de guerra y disturbios han servido de caldo de cultivo para la
propagacion de la enfermedad. Esta ha rebrotado en 2002, con alrededor de 100.000
casos en la capital, Kabul, en gran medida por el retorno de refugiados con bajos
niveles de resistencia a la enfermedad. El personal internacional que trabaja en
Afganistan también afronta un gran riesgo. La OMS, en colaboracién con el gobierno
de Afganistdn y varias organizaciones no gubernamentales, han tomado medidas de
emergencia para contener la epidemia.

Prevencion de la leishmaniasis.

Aunque hay modelos animales en los que la vacunacion induce una inmunidad frente
a la enfermedad, a dia de hoy no hay vacunas para humanos “ por lo que la
prevencion depende exclusivamente del control de vector y de los reservorios.

En lo referente al control del flebotomo y en vista del poco éxito de las campanas de
fumigacion de los hogares, se han realizado distintos ensayos en areas de LC
endémica en Siria, introduciendo mosquiteras para cama impregnadas con
insecticida, que han reducido drasticamente la transmision de la LC, con una
disminucidn en la aparicién de nuevos casos de hasta el 95% 2,
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Tratamiento de la leishmaniasis.

El arsenal farmacoldgico disponible para el tratamiento de la leishmaniasis es limitado
y la situaciéon no hace sino empeorar ya que, debido a la falta de supervisién en los
tratamientos de los enfermos en las zonas de transmisién antropondética, durante las
ultimas décadas se vienen desarrollando resistencias a las distintas quimioterapias. A
dia de hoy, existen siete tipos de farmacos en distintas fases de aplicacién para
combatir esta enfermedad:

1. Antimoniales pentavalentes (Sb").

La primera opcion para el tratamiento de la leishmaniasis (first-line treatment)
son preparaciones de antimonio pentavalente como el Pentostam®
(estibogluconato de sodio) y el Glucantime® (meglumina antimoniato). Se
administran por via parenteral durante un periodo de 10 a 30 dias y el coste total
del tratamiento oscila entre los 50 y 200 ddlares americanos por enfermo. Estos
compuestos son efectivos, pero bastante tdxicos atendiendo a la relacion
eficacia/cantidad de sb" administrado, dafiando el corazén del enfermo hasta el
punto de alcanzar una mortalidad del 3-6%. Al problema de la toxicidad hay que
afadir el hecho de que distintas especies de Leishmania han desarrollado
resistencias a estos farmacos en diversas zonas de Viejo y Nuevo mundo a lo
largo de los ultimos 20 afos s por lo que se dan recaidas en el 10-25% de los
casos de todas las formas de leishmaniasis.

Durante los 60 afios de utilizaciéon de estos farmacos, no se ha elucidado su
mecanismo de accidn, si bien se sabe que realmente son profarmacos, que

1} . 44
) para activarse ™. Se sabe

requieren de su reduccion a la forma trivalente (Sb
que los antimoniales trivalentes inhiben la tripanotién reductasa (TryR) y que la
reduccion de la TryR por la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH)
es esencial para esta inhibicion *. In vivo, los antimoniales interfieren en el
metabolismo del tripanotion [T(SH),], induciendo un rapido flujo del T(SH), y
glutation (GSH) intracelular hacia el exterior del pardsito. Por otra parte, al
inhibir la TryR favorecen la acumulaciéon de la forma oxidada del tripanotion (TS,)
y glutation (GSSG) dentro del tripanosomatido %, La reciente cristalizacion de la
TryR de L. infantum en su forma oxidada y del complejo formado por la TryR en

1 47
ha sentado las bases moleculares

su forma reducida junto a la NADPH y Sb
del mecanismo de accién de los antimoniales por inhibicién de la actividad de la
TryR, sin que ello signifique que no puedan existir -y probablemente existan-

otras dianas para el farmaco.
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2. Pentamidina.

Es uno de los farmacos utilizados como segunda opcién si los antimoniales no
resultan efectivos y que se comercializa como lomidine®. Utilizado desde 1940,
su mecanismo de accién no es del todo claro. Parece ser que actua inhibiendo la
biosintesis de poliaminas, se une al surco menor del ADN vy afecta al potencial de

. . 1 48-50
membrana mitocondrial .

3. Anfotericina B deoxicolato (AB).

Es otro de los farmacos utilizado como segunda linea, conocido comercialmente
como Fungizone®. Se trata de un polieno antibidtico y fungicida que se utiliza
contra la leishmaniasis desde 1959. Se piensa que interactua con los esteroles de
membrana y que su selectividad radica en la mayor afinidad del farmaco por el
ergosterol presente en la membrana plasmatica de Leishmania, frente a la que
tiene por el colesterol de las membranas de las células del mamifero anfitridn. Al
agregarse y formar canales en la membrana del parasito provoca la pérdida iones
y solutos intracelulares. Sus peligrosos efectos secundarios (miocarditis y
disfuncion renal) requieren la hospitalizacién del paciente durante un mes vy
monitorizacién de la funcidn renal. AmBisome® es la formulacidn liposomal de
AB (AB-L) que se empezo6 a utilizar en 1994 y que, si bien permite dirigir el

. . s 51, 52
farmaco hacia los parasitos °~

, aumenta la vida media del farmaco y, por
consiguiente, la posibilidad de aparicién de resistencias al mismo. Al presentar
una toxicidad mucho mas moderada, permite tratamientos endovenosos a altas
concentraciones en una sola semana; a pesar de una reduccién del 90% de su
coste (20 ddlares por vial de 50 mg), el tratamiento medio de 20 mg/kg dosis
total sigue costando 300 ddlares y este fdrmaco necesita que se mantenga la

cadena del frio durante su transporte y almacenamiento.
4. Miltefosina (MIL).

En el afio 2002 se aprobd un nuevo farmaco de primera opcion para tratar la

leishmaniasis visceral en la India, la hexadecilfosfocolina o miltefosina,
T . . 53 . . ..

comercializada bajo el nombre de Impavido® . Este lisofosfolipido utilizado

originalmente para tratar algunos tipos de cancer, interfiere en la sintesis de

54, 55

fosfolipidos y esteroles de Leishmania . Su gran ventaja radica en que es el

primero que puede ser administrado oralmente y resulta muy efectivo (tasa de

curacion del 95% de LV), aunque debe ser administrado por un periodo de 28

56, 57

dias . Distintos estudios en Etiopia y Colombia han mostrado que también es



efectiva en Africa y frente a la LC. Tiene buena tolerancia, pero se debe tener en
cuenta su potencial teratogenicidad, por lo que no puede ser administrado a
mujeres en edad fértii que no sigan un programa de contracepcion.
Desgraciadamente ya se han dado casos de cepas resistentes a este farmaco en
algunos laboratorios %8,

5. Paromomicina (PM).

Se trata de un antibidtico aminoglicésido que se presenta como una alternativa
eficaz, segura y muy econdmica (10 ddlares) pero que requiere 21 inyecciones
intramusculares. Hasta el momento se ha utilizado en ensayos clinicos de fase lll
con administracidon parenteral para el tratamiento de la LV y con uso tdépico y
administracién parenteral para la LC. Se han observado pequefos signos
subclinicos de ototoxicidad y nefrotoxicidad. Sin embargo, hay algunas cepas de
Leishmania en algunas zonas de Africa que se han mostrado resistentes a este
farmaco

6. Azoles.

Se trata de unos fungicidas que se han utilizado en algunos ensayos clinicos. Se
piensa que afectan la ruta biosintética del ergosterol al inhibir el citocromo P450.
En el caso concreto del tratamiento de la leishmaniasis, destacan el ketoconazol,
el itraconazol y el fluconazol. El inconveniente reside en que los amastigotes de
Leishmania son capaces de suplir la falta de ergosterol con colesterol,
disminuyendo drasticamente la efectividad de estos farmacos .

7. Sitamaquina.

Anteriormente conocida como WR6026, la sitamaquina es un derivado de la 8-
aminoquinolina con un amplio espectro de actividad anti-protocitica 60 que
puede administrarse oralmente y que se esta empleando en ensayos clinicos en
fase Il que sugieren actividad, aunque no se descarta la nefrotoxicidad. Poco se
sabe de su mecanismo de accién. Si bien se sabe que se acumula en los
acidocalcisomas de los parasitos, se descarta que la sensibilidad de los mismos al
farmaco dependa de este fenédmeno o1

8. Alopurinol.

Farmaco que se utiliza en el tratamiento de la gota. Se piensa que puede inhibir
la sintesis proteica de los parasitos. Si bien al utilizarse en la leishmaniasis
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humana los resultados no han sido muy esperanzadores, es el farmaco estandar
con el que se trata la leishmaniasis en perros.

La terapia combinada con los farmacos disponibles es el futuro inmediato para
retrasar el desarrollo de resistencias, aumentar la actividad antiparasitaria y disminuir
la dosis y duracidn del tratamiento, con el consiguiente beneficio para el enfermo vy la
reduccién del coste indirecto de la enfermedad. Distintos ensayos médicos se estan
desarrollando actualmente para determinar la combinacién mas adecuada.

A mas largo plazo, la necesidad de nuevos y mejores fdrmacos para el tratamiento de
la leishmaniasis es evidente, ya que la mayor parte de los existentes son caros,
requieren largos periodos de tratamiento y se van haciendo cada vez menos efectivos.
Para la OMS el panorama es desolador ya que no se espera la aparicién de ningun
farmaco nuevo durante los proximos 10 afios. No podemos cejar en la busqueda de
un compuesto efectivo, de baja citotoxicidad, estable y barato para el tratamiento de
esta enfermedad.

Ciclo vital de Leishmania.

Leishmania presenta un ciclo de vida complejo durante el cual los parasitos estan
expuestos a diferentes entornos intra y extracelulares. Estos organismos son parasitos
digenéticos con dos etapas principales en su ciclo vital: una etapa extracelular dentro
de un huésped invertebrado (flebotomo) y una intracelular dentro del huésped
vertebrado. De acuerdo con los distintos entornos, los parasitos presentan
principalmente dos morfologias, amastigote y promastigote, que se encuentran en el
huésped vertebrado e invertebrado respectivamente.

1. Etapas en el huésped invertebrado.

Las hembras de los flebotomos son hematdfagas, ya que la sangre es necesaria
para obtener las proteinas necesarias para fabricar huevos. De los seis géneros de
flebotomo que se conocen, sélo dos tienen importancia médica: Phlebotomus en
el Viejo Mundo (dividido en 12 subgéneros) y Lutzomyia en el Nuevo Mundo
(dividido en 25 subgéneros). Todos los vectores de la leishmaniasis conocidos
pertenecen a estos dos géneros. De entre las 500 especies de flebotomos
existentes, sélo 31 han sido identificadas como vectores de especies patogénicas

62, 63

de Leishmania y 43 como posibles vectores La especie de flebotomo

implicada en la transmisién de Leishmania varia en funcion de la region geografica

. . . 2,
y de la especie de Leishmania 62,63
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Dentro del vector, Leishmania se desarrolla en las formas infectivas conocidas
como promastigotes, etapas extracelulares en las que el pardsito adquiere una
forma alargada (5-20 um x 1-4 um) y motilidad propia gracias a un flagelo de unos
20 pum de longitud. Durante esta etapa la forma del promastigote varia
ligeramente en funcién del tiempo de permanencia en el sistema digestivo del
insecto, comenzando como promastigotes prociclicos (presentes en la ingesta de
sangre) que se diferencian a promastigotes nectomodnados que a su vez migran de
la parte posterior del intestino a la anterior para diferenciarse a leptomdnados,

precursores de los promastigotes metaciclicos, la forma infectiva para el mamifero
64

2. Etapasen el huésped vertebrado.

Uno de los mayores logros de los pardsitos del género Leishmania es que son
capaces de parasitar las células de mamifero responsables de destruir a los
organismos invasores: los macréfagos 5. Estos pardsitos son tremendamente
exitosos, por lo que se encuentran infecciones naturales en muchos érdenes de
mamiferos *°: roedores, cénidos, xenartros (hormigueros, perezosos, armadillos),
marsupiales, mapaches, ungulados y primates. Todos estos mamiferos son
potenciales reservorios de la enfermedad (ciclo zoondtico). Los humanos son
considerados en la mayoria de los casos como huéspedes accidentales ya que una
especie de Leishmania se adapta mas facilmente a un huésped reservorio en el
que el insecto vector se alimenta regularmente 6, Aunque los humanos son
susceptibles a la infeccién por especies de Leishmania cuyos huéspedes naturales
van desde los xenartros hasta los roedores , nuestra especie no es picada
regularmente por el vector, por lo que sélo en algunas zonas como Sudan se dan
casos de reservorios humanos conformando un ciclo antroponético ©’.

En el huésped vertebrado los parasitos se diferencian a la forma amastigote. Estos
son ovoides (2.5 =5 um de didmetro), carecen de flagelo externo y, por tanto, de
motilidad. Se encuentran en las vacuolas parasitéforas de los macréfagos del
huésped.

3. Ciclo vital.

El ciclo de vida de Leishmania comienza cuando una hembra de flebotomo
infectada pica a un huésped vertebrado (fig. 4-1). Al mismo tiempo que el
flebotomo se alimenta de la sangre, las formas infectivas de promastigote
(promastigotes metaciclicos) entran en el huésped vertebrado a través de la
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trompa. Tradicionalmente se ha considerado que, una vez introducidos en el
huésped, los promastigotes son fagocitados directamente por los macrofagos (fig.
4-3). Sin embargo, publicaciones recientes sugieren que los promastigotes podrian
ser inicialmente fagocitados por los neutrdfilos (fig. 4-2) y éstos a su vez
fagocitados por los macréfagos (actuando los primeros a modo de caballo de

Troya) 6871

. Una vez en el interior de los macréfagos los parasitos se transforman
en amastigotes que comienzan a dividirse por fisién binaria acumulandose en el
fagolisosoma (fig. 4-4). Aumentan su nimero hasta que finalmente revientan la
célula, liberandose e infectando a los macrdfagos vecinos (fig. 4-5). El ciclo se
completa cuando un flebotomo se infecta al alimentarse de la sangre de un
huésped infectado (fig. 4-6). Los amastigotes liberados en el intestino del
flebotomo (fig. 4-7) se transforman en promastigotes prociclicos (fig. 4-8), se
multiplican por divisién simple y migran a la faringe y la trompa, donde finalmente

se diferencian a promastigotes metaciclicos (fig. 4-9).
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Figura 4. Ciclo vital de Leishmania, parasito digenético con etapas en el huésped invertebrado o

vector (flebotomo) y etapas en el huésped vertebrado.

El hecho de que Leishmania sea capaz de multiplicarse en dos entornos tan
distintos, nos da una idea de su increible capacidad de adaptacién.



Respuesta inmune a la infeccidn.

Como ya hemos mencionado, paraddéjicamente, Leishmania se sirve de células de
sistema inmune para infectar al huésped vertebrado y continuar su ciclo vital. Para
ello, los parasitos tienen que ser capaces inhibir la activacion de una respuesta
inmune efectiva. Dado que muchos individuos infectados permanecen asintomaticos
7275 s obvio gue una correcta respuesta inmune del ser humano puede eliminar o
mantener bajo control a los parasitos. Los macréfagos son las células del huésped
parasitadas por Leishmania. Son células clave en el sistema inmune del huésped 76 ya
que, junto con las dendriticas, son las encargadas de presentar los antigenos del
pardsito a los receptores de las células T via las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) " ’® dentro del contexto de lo que se conoce como
respuesta inmune adquirida. Este paso es clave ya que, en funcion del tipo de
citoquinas secretadas y de los péptidos que sean presentados, el huésped desarrollard

uno u otro tipo de respuesta inmune 7981

. El resultado de la infeccion dependera de si
el huésped organiza en primer lugar una respuesta inmune de linfocitos CD4+ T
colaboradores (Th) de tipo 1 0 una respuesta inmune Th de tipo 2 ®. Aunque el papel
de las células CD4+ Thl y Th2 y de las citoquinas que producen no esta
completamente esclarecido en humanos, en modelos animales se ha demostrado que
la respuesta Thl va asociada a la resistencia y resolucidon de la enfermedad, mientras
que la respuesta Th2 se asocia a su susceptibilidad y progresién 8_Otros estudios en
animales han demostrado que los Thl y los linfocitos asesinos naturales (natural
killers o NK) producen interferén y (INF y), encargado de mediar en la resistencia,
mientras que los Th2 producen interleuquina (IL) 4, provocando susceptibilidad a la
infeccion 3. Estudios en seres humanos han demostrado también que la IL4 podria
estar asociada con el desarrollo de la enfermedad .

Con el fin de tener éxito en la infeccidon, Leishmania ha desarrollado distintas
estrategias para manipular el funcionamiento de los macréfagos. De este modo, los
parasitos disponen de mecanismos para evadir o interferir los procesos de
presentacién de antigenos, haciendo posible resistir parcialmente las respuestas
inmunes mediadas por las células T 8,

Estas estrategias de escape parecen variadas y complejas, dado que en el ser humano
se observan distintos patrones de respuesta inmunolégica en funcidon de la
manifestacién clinica y la exposicién a diferentes especies de Leishmania. De forma
muy resumida, es posible afirmar que:
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1. Se observan distintas repuestas de las células T entre las distintas formas de
LC: una ausencia de repuesta Th1l (mds que una presencia de respuesta Th2)
en LCD; una respuesta Th1l en pacientes con lesiones autorresolutivas 2%y
una respuesta mezcla de Th1ly Th2 con altos niveles de interferén-y (IFN-y) en

pacientes con LMC *>%,

2. En los casos de LV, se observa una mezcla de respuestas Thl y Th2 junto a

% % Sin embargo, los

una produccién de IFN-y e interleuquina (IL)-10
individuos asintomaticos o con infecciones subclinicas de LV muestran
proliferacidon de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) junto a
produccién de IL-2, IFN-y e IL-10. En pacientes completamente recuperados
se han aislado clones de Thl y Th2 que producen IFN-y e IL-4 en respuesta a

la exposicién a antigenos del parésito%.
Regulacion de la expresién génica.

Todos los organismos se adaptan a los cambios en su entorno por ajustes en su
expresién génica y, en todos los organismos, desde Escherichia coli al hombre, el
punto de control mas importante es la iniciacion de la transcripcién.
Sorprendentemente, las especies pertenecientes a la familia Trypanosomatidae,
comunmente conocidas como tripanosomatidos y a la que pertenece Leishmania, son
una clara excepcidn ya que parecen haber perdido casi por completo la capacidad de
regular la transcripcién mediante la ARN polimerasa Il (ARN Pol II), no habiéndose
encontrado promotores candnicos para los genes codificantes de proteinas 799
Ademas, en los tripanosomatidos, factores de transcripcidn tipicos como la proteina
de union a TATA o el factor de transcripcion Il B (FTII B) son muy diferentes a los
habituales en eucariotas. La relativamente reciente secuenciacién del genoma

1 . T . 101 . .
© . infantum y L. braziliensis  indica que los genes

completo de L. major
codificantes de proteinas estan generalmente organizados en grandes unidades
policistrénicas. La regulacidn génica de estos organismos se produce exclusivamente a
un nivel post-transcripcional y puede incluir procesamiento pre-ARN mensajero (pre-
ARNm), estabilidad del ARNm, traduccion, estabilidad proteica y control post-
traduccional ‘. Ademads, se han encontrado muchas proteinas de unién al ARN
codificadas en el genoma de Leishmania 100 19 gue parece consecuente con una activa
regulacién post-transcripcional de la expresién génica. A dia de hoy, se han
identificado varios genes especificos de cada estado morfoldgico de Leishmania
(promastigote y amastigote); sin embargo, los mecanismos moleculares encargados

de la regulacién génica del desarrollo de estos pardsitos no estdn completamente
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elucidados. En lineas generales, secuencias dentro de la regién 3’ no traducida (3’UTR)
que actuan post-transcripcionalmente, han demostrado jugar un papel fundamental
en la regulacién de transcritos expresados de forma diferencial en Leishmania "
Los mecanismos de regulacién post-transcripcional asociados con estas secuencias
3’UTR estan basados en la regulacién de la estabilidad de los ARNm y en la eficiencia
con la que dichos mensajeros son traducidos.

Biologia celular y metabolismo de Leishmania.

Leishmania es un parasito con un ciclo de vida complejo en el que pueden observarse
dos morfologias: la del promastigote dentro del vector y la del amastigote dentro de
los macrofagos del huésped vertebrado (fig. 5).

Aparato de Golgi B Aparato de Golgi
Nucleo Bolsillo
flagelar

A Mitocondria

Reticulo
endoplasmico

Bolsillo Flagelo
flagelar

Kinetoplasto _. Flagelo
& - Mitocondria Kinetoplasto
Nucleo
Acidocalcisoma 1.0um 1.0um |

Figura 5. Ultraestructura de secciones longitudinales de promastigote (A) y amastigote (B) de

Leishmania mostrando la estructura polarizada de la célula. Ademas se aprecian el flagelo y bolsillo
113

flagelar, el kinetoplasto, la mitocondria, el nucleo, el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi
Las condiciones ambientales (temperatura, pH, disponibilidad de nutrientes, etc.) que
encuentra el parasito difieren de forma significativa entre el intestino del flebétomo y
el interior de los fagolisosomas del macréfago, lo que exige cambios en la biologia y el
metabolismo del parasito.

Los promastigotes son alargados y poseen un flagelo que surge a partir del bolsillo
flagelar. Los amastigotes son ovoides y tienen el flagelo invaginado, practicamente
oculto, dentro de dicho bolsillo. El nucleo de Leishmania, tanto en los promastigotes
como en los amastigotes, se encuentra rodeado por el reticulo endoplasmico. En el
centro del nicleo se puede observar un prominente nucléolo de un didmetro
aproximado de 1 um. Al igual que otros pardsitos de la familia Trypanosomatidae, los
promastigotes y amastigotes de Leishmania tienen una sola mitocondria que se
extiende a lo largo de todo el cuerpo del parasito. Dentro de la mitocondria, en una
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region localizada cercana al cuerpo basal del flagelo se encuentra una estructura
denominada kinetoplasto que posee cerca del 15% del ADN celular y que constituye el
genoma mitocondrial. Asi mismo, el parasito dispone de unos compartimentos para el
almacenamiento de calcio, los acidocalcisomas, ricos igualmente en pirofosfatos,
magnesio, sodio y zinc. Ademds de servir como lugar de almacenamiento y liberacién
de grandes cantidades de calcio importantes para la sefalizacidn celular, se piensa
que los acidocalcisomas son también importantes en la homeostasis del pH y Ila
regulacion osmética del parasito 4.

Los estudios experimentales del metabolismo de Leishmania se han centrado en los
promastigotes del intestino medio del flebotomo, ya que estos son mas faciles de
mantener en cultivo. El estudio del metabolismo de la etapa patogénica, el
amastigote, ha resultado mucho mas complicado por la presencia de la célula
hospedadora y porque no ha sido hasta hace relativamente pocos afios que se ha
logrado la reproduccion experimental de las condiciones del fagolisosoma para
obtener amastigotes axénicos.

Analisis bioquimicos de promastigotes de Leishmania han demostrado que pueden
utilizar tanto glucosa como aminoacidos, caso de la prolina, como fuentes
energéticas, lo que parece légico dado que el flebotomo se alimenta de sangre pero
también de néctar. El catabolismo de estos sustratos parece involucrar tanto a la
glicolisis realizada en los glicosomas, organelas exclusivas de los tripanosomatidos n
como al metabolismo mitocondrial donde hay un ciclo de los acidos tricarboxilicos
bastante activo, acoplado a una cadena de transporte de electrones.

Se sabe que en amastigotes de L. mexicana aislados de lesiones in vivo, hay una
mayor beta-oxidacién de acidos grasos y una reduccion en la necesidad de prolina y
en el consumo de glucosa en comparacién con los promastigotes 2. Todas las
enzimas del ciclo de acidos tricarboxilicos y de la cadena respiratoria estan presentes.
Hay una menor cantidad de glicosomas que en los promastigotes 119,120 pero tienen
una mayor cantidad de enzimas como la malato deshidrogenasa y la

. . . 121,122
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa =" ~*.
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Control del estrés oxidativo en Leishmania.

El equilibrio de oxidacion/reduccion o equilibrio redox intracelular de todo organismo
se ve afectado por el exceso de especies reactivas de oxigeno (ROS del inglés reactive
oxygen species) y nitrégeno, subproductos del crecimiento aerdbico o del entorno en
el que se encuentran. Los grupos tiol (-SH) de proteinas y compuestos de bajo peso
molecular juegan un papel crucial como tampones redox que equilibran los cambios

123, 124 . . .
" ", En el caso concreto de Leishmania y demas

en el entorno redox intracelular
tripanosomatidos, existe un potente sistema regulador del estado redox intracelular
que les hace capaces de soportar el elevado estrés oxidativo al que les somete el
sistema inmune del huésped durante la infeccidon y les permite adaptarse a las

diferentes condiciones metabdlicas y ambientales de un ciclo de vida digenético.

En los ultimos cinco afios se ha secuenciado el genoma completo de distintos
tripanosomatidos, como son Leishmania major 190 | eishmania infantum, Leishmania
braziliensis *°, Trypanosoma brucei 125 y Trypanosoma cruzi 126 revelando que estos
organismos carecen de genes codificantes para glutation reductasa (GR), tiorredoxina
reductasa (TrxR) y catalasa. Aunque disponen de glutation peroxidasas, éstas se
diferencian de la de mamiferos en que no contienen selenocisteina. El metabolismo
redox de los tripanosomatidos, esta basado en el uso del tripanotién como principal
fuente de poder reductor. El tripanotidn o N4,Ng-(glutationil) espermidina [T(SH), o
TS, en sus formas reducida y oxidada, respectivamente] estd formado por dos
moléculas de glutatién (GSH) unidas por una espermidina (fig. 6) y es sintetizado por
accion de las glutationil-espermidin y tripanotién sintetasas (GspS y TryS
respectivamente). Esta molécula se mantiene en su forma reducida por accién de la
tripanotion reductasa (TryR) 2%,

A B COOH y O H

HS HzN)\/\T&I\)\H"r\T N..,h___]

o H SH !
HOOC\/\_)J\ N.__-COOH NH
SH '
0 0
H
ooH H H

Figura 6. Moléculas de glutation (A) y tripanotion (B) donde la molécula de espermidina aparece en
rojo.

Zlun
I=
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A pH fisioldgico, los grupos tiol del T(SH), son mas reactivos que el que se encuentra
en el GSH, pero no debido a sus potenciales redox, pues son muy parecidos 130, 131
sino debido en primer lugar a que el T(SH),, como ditiol, estd cinéticamente
favorecido como reductor de disulfuros ** y, en segundo lugar, a la modificacion del
pK, de las cisteinas. En el caso del T(SH), este pK, toma un valor de 7.4 133
probablemente debido a la densidad de carga positiva del nitrégeno de la

.y . . . 134
espermidina, mientras que en el GSH, este pK, es mas de una unidad mayor .

Ademas, el pK, de los tioles del T(SH), coincide con el pH intracelular del parasito **° lo

que seguramente contribuye a su reactividad.

En el caso de L. infantum, el 93% de los tioles de bajo peso molecular totales
corresponden a tripanotién con una concentracion intracelular en torno a 1mM **¢,
mientras que el resto se reparte en forma de GSH y de otros compuestos de bajo peso
molecular con tioles como son la mono-glutationilespermidina (Gsp) y la N;-metil-4-
mercaptohistidina u ovotiol A (OvSH) que se mantienen reducidos por accion del

. . 137
tripanotion ~’.

No se sabe el porqué de la predominancia del tripanotién en estos organismos.
Recientemente se ha descubierto en L. infantum y T. brucei que este compuesto es
capaz de interceptar al 6xido nitrico (NO) y, haciéndolo reaccionar con cationes de
hierro, formar un complejo de las tres especies que resulta inofensivo para los
parasitos. Este proceso lo realiza con una afinidad por el NO al menos 600 veces
superior a la del GSH. Mientras que el analogo del complejo dinitrosil-diglutationil de
hierro formado en células de mamifero, es un potente inhibidor de la GR (ICso=4pM),
el complejo con tripanotidn es incapaz de inhibir a la TryR a concentraciones del
orden de milimolar *8, La peculiar capacidad del tripanotion para secuestrar el NO en
un complejo de hierro estable e inocuo, podria explicar la predominancia de este tiol
en pardsitos regularmente expuestos a NO.

El sistema tripanotion/TryR sustituye muchas de las funciones metabdlicas y
antioxidantes de los sistemas GSH/GR vy tiorredoxina (Trx)/TrxR presentes en otros
organismos, por lo que es imprescindible para la supervivencia de estos protozoos **
%3 Dentro de las funciones metabdlicas, se sabe gue es el responsable del suministro
de equivalentes de reduccidn a la ribonucledtido reductasa (RR) durante la sintesis de
desoxirribonucledtidos. De hecho, el tripanotion fue la primera molécula fisioldgica
con tioles no proteicos que se mostré capaz de reducir espontdneamente la RR ***.
Ademas, la detoxificacion de hidroperdxidos recae en una sofisticada cascada de
reacciones en las que tanto el tripanotién como la TryR juegan un papel fundamental

(fig. 7).
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Figura 7. Metabolismo de hidroperdxidos mediado por tripanotion en tripanosomatidos. La
detoxificacion de hidroperdxidos (ROOH) es llevada a cabo por la 2-Cys-peroxirredoxina (Prx) y la
enzima de tipo glutation-peroxidasa (Px) que reciben los equivalente de reduccién de una cascada
formada por la triparredoxina (Txn), el tripanotion[T(SH), y TS,) y la TryR con el NADPH como fuente

de electrones primaria. Los subindices “red” y “ox” indican estado reducido y oxidado
respectivamente.

La TryR es una flavoproteina que utiliza el flavin adenin dinucleétido (FAD) como
cofactor y el NADPH como donador de electrones. Presenta un 30% de homologia con
la GR, lipoamida reductasa y TrxR y un 25% con el componente flavoproteico de las

alquilhidroperoxirreductasas bacterianas AhpF *****

. Aunque tanto la TryR como la
GR estan relacionadas estructuralmente, tienen especificidad de sustrato
mutuamente exclusiva, es decir, la TryR reduce el TS,, pero no el GSSG y la GR reduce
el GSSG, perono el TS, 148-150

estructura de la TryR de T. cruzi

. A dia de hoy se ha conseguido cristalizar y determinar la
15 152, 153 47 En

condiciones nativas las tres enzimas se encuentran en forma de homodimero en el

e fasciculata y L. infantum
que cada subunidad estd compuesta por tres dominios: uno de unién de FAD, otro de
unién a NADPH vy el tercero correspondiente al dominio de dimerizacién.
Concretamente, para el caso de L. infantum (fig. 8), cada mondmero tiene un peso
molecular de 53 kDa. Al igual que en el caso de la GR, las TryR son activas como
dimeros ** y en la interfaz de dimerizacién hay dos centros cataliticos simétricos
donde tiene lugar la reduccién del TS,.
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Figura 8. Estructura de lazos de la TryR de L. infantum en su forma oxidada. Uno de los mondmeros
aparece de color gris; en el otro, el dominio de unién de FAD (residuos 1-160 y 291-360) aparece en

rojo, el de uniéon a NADPH (161-290) en azul y el de dimerizacién (361-488) en anaranjado. Los

cofactores FAD y NADPH aparecen representados con bastones 4

La cristalizacidn de la TryR de L. infantum en su forma reducida con NADPH y sb" ha
permitido establecer el mecanismo consenso para la reaccién de actividad reductasa:
comienza con la unién de NADPH que reduce transitoriamente la flavina, que a su vez
reduce el puente disulfuro formado entre las cisteinas 52 y 57 del centro activo,
formando un complejo de transferencia de carga estable entre la flavina y la Cys57. En
este punto, se disocia NADP+ y entra una molécula nueva de NADPH. La Cys52 es
entonces activada por el par His461’-Glu466’ (perteneciente a la otra subunidad del
dimero) y reacciona con el tripanotion oxidado (TS;) formando un disulfuro mixto. La
Cys57 ataca la Cys52, liberdndose tripanotion reducido [T(SH),] y regenerandose el
puente disulfuro en la enzima.
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Glu 466

Figura 9. Vista general (A) y detalle (B) del centro activo de la TryR en el que se representa uno de
los mondmeros en gris y el otro en rojo. Los cofactores NADPH y FAD aparecen en verde y naranja
respectivamente. Los residuos involucrados en la reduccién del tripanotidon (cian) aparecen
representados con bastones .

La ausencia del sistema tripanotién/TryR en mamiferos, la falta de redundancia
funcional dentro del sistema de tioles del parasito y la exposicion de los
tripanosomatidos al estrés oxidativo, convierten a los componentes de este
metabolismo en atractivas dianas terapéuticas para el tratamiento de las
enfermedades producidas por la infeccidn con estos parasitos 154

Distintas aproximaciones genéticas han demostrado que la TryR es una enzima
esencial para la supervivencia de los tripanosomatidos y para su capacidad infectiva:
en L. donovani se ha observado que es imposible obtener el individuo knockout para
esta proteina; aun asi, uno de los alelos codificantes para la misma puede ser
facilmente eliminado tanto en L. donovani como L. major, obteniendo unos mutantes
que expresan una menor cantidad de ARNm de TryR, tienen una menor actividad
TryR, muestran una infectividad atenuada y tienen una capacidad de supervivencia
intracelular considerablemente menor a los parasitos silvestres dentro de los

. . s 1 14
macrdéfagos siempre que estos ultimos produzcan ROS 39,143

. De una forma similar, se
obtuvieron mutantes de T. brucei con una Unica copia del gen de la TryR, cuya
expresidén estaba controlada por la induccién de su promotor con tetraciclina. En
funcién de la concentracion de ésta en el medio, la actividad de la TryR podia variar
entre el 1 y el 400% respecto a la del parasito silvestre. Se observé que los parasitos
con una actividad menor del 10% eran incapaces de crecer en cultivo, que estos

mutantes eran incapaces de de infectar ratones en ausencia de tetraciclina y que la
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parasitemia de ratones previamente infectados con estos pardasitos, caia por completo
si se retiraba la tetraciclina **.

Durante casi veinte afios se han buscado inhibidores de la TryR bien desde el punto de

vista del disefio de farmacos en base a la estructura de la proteina >°, mediante el

. .. 156, 157
cribado de alto rendimiento de nuevos compuestos

158

, por combinacién de los

1
> Se han encontrado

dos anteriores o con técnicas de modelado molecular
inhibidores reversibles, la mayoria, unos pocos irreversibles y los llamados inhibidores
renegados o sustratos subversivos *>* como por ejemplo derivados de nitrofuranos y
naftoquinonas que son reducidos por la TryR consumiendo NADPH y O,, convirtiendo
de esta manera un sistema antioxidante en uno que produce estrés oxidativo. A pesar
de que muchos de estos inhibidores de la TryR funcionan en el rango de micromolar
sin afectar a la GR humana, ninguno de ellos ha resultado adecuado para entrar en
fase clinica. Todos ellos actlan interaccionando en el sitio activo, cuya gran amplitud
es un obstaculo obvio para el disefio de formacos basado en estructura **°. Ademas,
para aquellos inhibidores capaces de ejercer su efecto a concentraciones mas bajas,
del orden de nanomolar, no se ha encontrado que tengan un efecto in vivo ***, lo que
confirma que las propiedades farmacocinéticas de los posibles inhibidores son vitales
ya que una absorciéon insuficiente, una eliminacién demasiado rapida o Ia
metabolizacién de los mismos juegan un papel fundamental en la eficacia real del

farmaco.

Parece necesaria una nueva aproximacion al problema de cémo inhibir la TryR. Una
vez elucidado su mecanismo de accién *’, queda perfectamente establecido que la
forma dimérica de la enzima es absolutamente necesaria para su actividad como
reductasa. Hasta hace relativamente poco tiempo se consideraba que las
interacciones proteina-proteina eran el resultado de una suma algebraica de
numerosas contribuciones puntuales de baja energia. Sin embargo, hoy se admite que
un pequeiio numero de estas contribuciones resultan esenciales por ser de alta
afinidad, es decir, que una buena parte de la energia de unién se localiza en regiones

182 por ello hoy

muy localizadas que se suelen denominar puntos calientes o hot spots
se considera que es posible localizar/disefiar moléculas pequefias capaces de inhibir
las interacciones proteina-proteina. Algunos ejemplos de este tipo de inhibidores se
encuentran actualmente en el mercado. Los compuestos empleados para inhibir estas
interacciones han surgido de distintas aproximaciones, tales como péptidos
pequefios, peptidomiméticos y/o peptoides, cribado virtual, disefio basado en la
estructura, y la evaluacidon de quimiotecas de origen natural o sintético 183 Un claro

ejemplo es el de la transcriptasa inversa del virus de la inmunodeficiencia humana de
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tipo 1 (HIV-1) que, al igual que la TryR, precisa presentarse en una estructura
dimérica, en este caso como heterodimero, para ejercer sus actividades enzimaticas
184 Esto ha llevado a proponer el proceso de dimerizacion de esta enzima como diana
en la busqueda de nuevos agentes quimioterapéuticos frente al SIDA % En este
sentido, ha sido posible desarrollar péptidos sintéticos derivados del dominio de
conexion que inhiben la actividad enzimatica mediante su interferencia con el proceso
de dimerizacion **>%’.

De una forma analoga, proponemos la inhibicién de la dimerizacién de la TryR como
una estrategia interesante para la busqueda de nuevos agentes quimioterapéuticos
frente a las enfermedades producidas por los tripanosomatidos en general y de la
leishmaniasis en particular.
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OBIJETIVOS

El presente trabajo tiene un objetivo global: la busqueda de moléculas capaces de
ejercer un potente efecto leishmanicida que sean lo suficientemente selectivas para
no causar dafio al individuo hospedador.

La consecucion de este objetivo se ha basado en dos estrategias de trabajo:

1. Cribado de alto rendimiento de compuestos con posibilidades de ejercer un
efecto anti-Leishmania.

2. Busqueda de una molécula capaz de inhibir la dimerizacién de la TryR, enzima
clave en el control del estrés oxidativo del parasito Leishmania.
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MATERIALES Y METODOS
Reactivos.

A excepcidn de algunos reactivos que se especifican en el texto, todos los reactivos
fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA). Los compuestos utilizados
en el cribado se obtuvieron de distintas fuentes: los selenocianatos, diseleniuros e
imidoselenocarbamatos fueron sintetizados por el grupo de la doctora Carmen
Sanmartin, del departamento de Quimica Orgdnica y Farmacéutica de la Universidad
de Navarra; los compuestos catidnicos de azaquinilizinio y quinolizinio fueron
sintetizados por el grupo del doctor Juan José Vaquero del Departamento de Quimica
Organica de la Universidad de Alcald; para todos ellos se utilizé dimetilsulfoxido
(DMSO) como solvente. Los farmacos referencia utilizados fueron la miltefosina,
proporcionada por el Dr. Luis Rivas del Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB) de
Madrid y la edelfosina (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

Citometria de flujo.

Los ensayos de citometria de flujo se realizaron en un equipo Cytomics FC 500 MPL
Flow Cytometry (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) equipado con un laser de
488 nm. Los filtros de adquisicién de fluorescencia son FL-1 (520 nm), FL-2 (570 nm),
FL-3 (625 nm), FL-4 (675 nm) y FL-5 (779 nm). La adquisicién de los datos se realizé
con el programa MXP y su posterior analisis con el programa CXP (Beckman Coulter,
Fullerton, CA, USA).

Cultivos celulares.

Los promastigotes de L. infantum (MCAN/ES/89/IPZ229/1/89), amablemente
proporcionados por la Dra. Colmenares (Centro de Investigaciones Bioldgicas, CIB,
Madrid, Spain), fueron crecidos en medio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
USA) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% previamente inactivado,
antibidticos y HEPES 25 mM. Los amastigotes de L. infantum fueron crecidos en medio
M199 (Invitrogen, Leiden, Netherlands) suplementado con SFB al 10% previamente
inactivado, antibioticos, B-alanina 1 g/L, L-asparagina 100 mg/L, sacarosa 200 mg/L,
piruvato sédico 50 mg/L, acido malico 320 mg/L, acido fumarico 40 mg/L, acido
succinico 70 mg/L, acido a-cetoglutdrico 200 mg/L, acido citrico 300 mg/L,
bicarbonato sddico 1.1 g/L, MES 5 g/L, hemina 0.4 mg/L, gentamicina 10 mg/L, pH 5.4
a 379C. Las células Jurkat, amablemente proporcionadas por el Dr. Mollinedo [Centro
de Investigacion del Cancer, Instituto de Biologia Molecular y Celular del Cancer,
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (C.S.l.C.)-Universidad de Salamanca,
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Salamanca, Spain], fueron crecidas en medio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MO, USA) suplementado SFB al 10% previamente inactivado, antibidticos y HEPES 10
mM, pH 7.2 a 372C y 5% CO,. Las células THP-1, generosamente proporcionadas por el
Dr. Michel (Université Nice Sophia Antipolis, Nice, France), fueron crecidas en medio
RPMI-1640 (Gibco, Leiden, Netherlands) suplementado con SFB al 10% previamente
inactivado, antibidticos, HEPES 1 mM, glutamina 2 mM y piruvato sodico 1 mM, pH
7.2a37°Cy 5% CO,.

Axenizacién de amastigotes de Leishmania en cultivo libre de hospedador.

4.5x10° promastigotes logaritmicos tardios de L. infantum se pasaron a 5 mL de medio
M199 (Invitrogen, Leiden, Netherlands) suplementado con SFB al 10% previamente
inactivado, antibioticos, B-alanina 1 g/L, L-asparagina 100 mg/L, sacarosa 200 mg/L,
piruvato sédico 50 mg/L, acido malico 320 mg/L, acido fumarico 40 mg/L, acido
succinico 70 mg/L, acido a-cetoglutarico 200 mg/L, acido citrico 300 mg/L,
bicarbonato sédico 1.1 g/L, MES 5 g/L, hemina 0.4 mg/L, gentamicina 10 mg/L, pH 5.4
y fueron incubados a 372C durante 48 horas generandose amastigotes axénicos con
una morfologia caracterizada por la ausencia del flagelo, una disminucién del tamafio
celular respecto a los promastigotes y una apariencia redondeada de los parasitos.

Ensayos de actividad leishmanicida y de citotoxicidad.

El tratamiento con farmacos de promastigotes y amastigotes se llevé a cabo durante
la fase de crecimiento logaritmico a una concentracién de 2x10° parasitos/mL a 262C
o 1x10° parasitos/mL a 372C durante 24 horas respectivamente. El tratamiento con
farmacos de las células Jurkat y THP-1 se llevd a cabo durante la fase de crecimiento
logaritmico a una concentracién de 4x10° células/mL a 37°C y 5% CO, durante 24
horas. El porcentaje de células vivas fue evaluado mediante citometria de flujo por el

método de exclusidn de ioduro de propidio (IP) *.

Clonajes.

La secuencia codificante de la eGFP fue amplificada mediante la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) tomando como molde la construccién p6.5-eGFP amablemente
proporcionada por el Dr. K. P. Chang (Chicago Medical School-Rosalind Franklin
University, North Chicago, IL, USA) con los siguientes oligos: 5’GGGAGATCTATGGTG-
AGCAAGGGC-GAGGA3’ y 5’GGGCATATGTTACTTGTACAGCTCGTCCA3'. El producto de
PCR fue purificado, doblemente digerido con las endonucleasas de restriccion Nde | y
Bgl Il y clonado en el vector pIRmcs3(-) '*° digerido con las mismas endonucleasas.
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La secuencia codificante de la TryR fue amplificada mediante PCR, tomando como
molde el ADN gendmico de nuestra cepa de L. infantum con los siguientes oligos:
5'CCCGGATCCATGTCCCGCGCGTACGA3' y 5’'CCCAAGCTTTCAGAGGTTGCTGCTGA3'. El
producto de PCR fue purificado, doblemente digerido con las endonucleasas de
restriccién BamH | y Hind Il y clonado en el vector de expresion de proteinas pRSET A
(Invitrogen, Leiden, Netherlands) digerido con las mismas endonucleasas.

Para la generacion de la TryR marcada con el FLAG-tag, se utilizé el ADN de la TryR
clonado en pRSET A que se digiri6 con BamH | y Hind Ill y se ligd al oligo de doble
cadena producido al hibridar los oligos 5’GATCCGACTACAAAGACGACGACGACAAAG3’
y 5’GATCCTTTGTCGTCGTCGT-CTTTGTAGTCG3’ obteniendo la construccién TryR-FLAG
con extremos 5’BamH | y 3’Hind IIl. La construccién TryR-FLAG se clond en el vector de
expresion de proteinas pET24a (Novagen-Merck KGaA, Darmstadt, Germany) digerido
con las enzimas BamH | y Hind 111

Transfeccidn estable de promastigotes.

Los parasitos fueron recogidos en la fase de crecimiento logaritmico y transfectados

. .z . . 168
mediante electroporacion con el protocolo previamente descrito .

La cepa
transfectada estable se seleccioné en RPMI-1640 con SFB al 20% previamente
inactivado con nourseotricina 100 ug/mL (Axxora, San Diego, CA, USA). la
construccién plIRmcs3-eGFP fue linearizada con la enzima Swa | y purificada de un gel
de agarosa (lllustra GFX gel purification kit, General Electric, UK) antes de la

transfeccion.
Microscopia confocal.

Los pardsitos se analizaron en fresco en un microscopio Leica TCS-SP5 (Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany) dotado de tres laseres de excitacion: diodo
UV a 405 nm, argén a 488 nm y helio/nedn a 561/633 nm. Para realizar el marcaje de
los nucleos y las membranas de los macréfagos se utilizd medio RPMI-1640 con
Hoechst 33258 0.1 mg/mL (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) y CellMask™ Deep
Red (Invitrogen, Leiden, Netherlands) 2 ug/mL respectivamente. Se incubaron las
células durante 10 minutos a 372C y 5% CO,. Se lavaron las células tres veces con 1X
PBS vy se observaron directamente en el microscopio confocal. Para cada fluoréforo:
el Hoechst se excita a 405 nm y se detecta a 430-490 nm, la eGFP se excita a 488 nmy
se detecta a 500-590 nm y el CellMask™ Deep Red se excita a 633 nm y se detecta a
650-723 nm.
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Ensayo de infeccién con Leishmania.

Las células THP-1 fueron sembradas a una concentracidén de 120.000 células/mL en
placas multipocillo P24 (Nunc, Roskilde, Denmark) y diferenciadas a macréfagos
durante 24 horas en 1 mL de medio RPMI-1640 con forbol 12-miristato 13-acetato 10
ng/mL (PMA) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). El medio de cultivo fue retirado y
se afiadieron 1.2x10° amastigotes de Leishmania en 1mL de medio de THP-1 a cada
pocillo. Tres horas mas tarde, se retiré el medio con los amastigotes que no habian
infectado, se lavaron las células tres veces con suero salino tamponado con fosfato
(1X PBS) y se afiadid nuevo medio de cultivo de THP-1 y el correspondiente
tratamiento. Tras 48 6 96 horas de tratamiento, se retird el medio, se lavaron las
células tres veces con 1X PBS y se despegaron de la placa con TrypLE™ Express
(Invitrogen, Leiden, Netherlands) siguiendo las instrucciones del fabricante. La
infeccion fue cuantificada mediante citometria de flujo en el canal FL-1
correspondiente a la fluorescencia verde.

Modelado por homologia y prediccidn de hot-spots de dimerizacion.

Los alineamientos de secuencia se realizaron utilizando el programa CLUSTALW2 170

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Para construir el modelo de la
TryR se utilizé el programa SWISS-MODEL "% *7? (http://swissmodel.expasy.org/). La
prediccién de los hot-spots de dimerizacién se realizé mediante el empleo de los
programas NACCESS 173 174
(http://ambermd.org/) y por observacion de la estructura del modelo con el visor de
estructuras PyMOL (http://www.pymol.org/).

(http://www.bioinf.manchester.ac.uk/naccess/), AMBER

Mutagénesis.

A la hora de generar las distintas mutantes se disefiaron los correspondientes oligos
con el programa online de la casa Stratagene llamado Quik Change® Primer Design
Program (http://www.stratagene.com/qcprimerdesign). Los oligos empleados para
cada mutante fueron: WB81A 5 GTCTGGCGGCTTCGGAGCGGAGATGAACCGC3' vy
5'GCGGTTCATCTCCGCTCCGAAGCCGCCAGAC3’; E436A 5'GACAGCGCGCCTGCGATCATC-
CAGAGC3’ y 5’GCTCTGGATGATCGCAGGCGCGCTGTC3’; Q439A 5'CGCGCCTGAGATCAT-
CGCGAGCGTCGGTATTTGC3 y 5'GCAAATACCGACGCTCGCGATGATCTCAGGCGCG3’;
E436K 5’CGGCGACAGTGCGCCTAAGATCATCCAGAG3’ y 5'CTCTGGATGATCTTAGGCGCA-
CTGTCGCCG3’; C444S 5'CCAGAGCGTCGGCATTAGCATGAAGATG-GG3’ y 5'CCCATCTTC-
ATGCTAATGCCGACGCTCTGG3'. La mutagénesis se realizé mediante PCR con el kit
Quik Change Il XL (Stratagene-Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) siguiendo
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las indicaciones del fabricante. Se comprobd el éxito de la mutagénesis mediante
secuenciacién de ADN.

Expresion y purificacidn de proteinas.

Los ADNs de la TryR silvestre y de las distintas mutantes, clonados dentro del vector
PRSET A, fueron transformados en la cepa BL21 (DE3) pLysSs de E. coli. Se crecieron
en medio LB (Luria Bertoni broth) con ampicilina 100 pug/mL y cloranfenicol 34 pug/mL
a 372Cvy 220 rpm, hasta alcanzar una densidad éptica (DO) de 0.4, momento en el que
se indujo la expresidn adicionando isopropyl B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) 1 mM
y se incubaron a 262C y 220 rpm durante 16 horas. El cultivo resultante se recogié por
centrifugacion a 8000 g durante 5 minutos a 42C. El pellet himedo se resuspendié en
tampén con NaCl 300 mM, Tris 50 mM pH 8.0 y céctel inhibidor de proteasas (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, USA), y se lis6 afiadiendo lisozima 1 mg/mL e incubando 30
minutos en hielo para después sonicar 20 minutos en hielo mediante pulsos del 50%
a potencia 7 con un Sonifier Cell Disruptor B15 (Branson, Danbury, CT, USA). El lisado
se centrifugd a 8000 g y 49C durante 1 hora y 30 minutos. Decantamos el
sobrenadante desechando el pellet y se volvié a sonicar en las mismas condiciones 5
minutos mas. El lisado se cargd en la columna de cromatografia (KimbleKontes-
Gerresheimer, Dusseldorf, Germany) con resina de sefarosa acoplada a 4cido
nitrilotriacético-niquel (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) equilibrada con el tampon
NaCl 300 mM, Tris 50 mM pH 8.0. Se lavé la proteina unida con tampdén NaCl 300 mM,
50 mM imidazol, Tris 50 mM pH 8.0 y se eluyd con un gradiente de imidazol de 50 a
500 mM en tampdén NaCl 300 mM, Tris 50 mM pH 8.0. Las fracciones que contenian
cada proteina mas pura se combinaron y concentraron utilizando un Amicon Ultra-4
(Milipore, Billerica, MA, USA) con una membrana con diametro de poro para
proteinas de 30 kDa, donde se retiré el imidazol mediante lavados sucesivos con
tampdn NaCl 300 mM, Tris 50 mM pH 8.0. Una vez cuantificada y para su posterior
almacenamiento a -802C, se diluyd cada proteina al 50% en glicerol.

El ADN de la TryR silvestre con el FLAG-tag clonado dentro del vector pET24a, fue
transformado en la cepa Rosetta de E. coli. Se crecieron en medio LB (Luria Bertoni
broth) con kanamicina 100 pg/mL y cloranfenicol 34 pg/mL a 372C y 220 rpm, hasta
alcanzar una densidad dptica (DO) de 0.4, momento en el que se indujo la expresion
adicionando isopropyl B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) 1 mM y se incubaron a 262C
y 220 rpm durante 16 horas. El cultivo resultante se recogié por centrifugacion a 8000
g durante 5 minutos a 42C. El pellet himedo se resuspendié en tampdn con NaCl 300
mM, Tris 50 mM pH 8.0 y céctel inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MO, USA), y se lis6 afiadiendo lisozima 1 mg/mL e incubando 30 minutos en hielo para
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después sonicar 20 minutos en hielo mediante pulsos del 50% a potencia 7 con un
Sonifier Cell Disruptor B15 (Branson, Danbury, CT, USA). El lisado se centrifugd a 8000
g y 4°C durante 1 hora y 30 minutos. Decantamos el sobrenadante desechando el
pellet y se volvid a sonicar en las mismas condiciones 5 minutos mas. El lisado se
purificé con el T7-Tag® Affinity Purification Kit (Novagen-Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) segln las instrucciones del fabricante. Las fracciones que contenian la
proteina mas pura se combinaron y concentraron utilizando un Amicon Ultra-4
(Milipore, Billerica, MA, USA) con una membrana con diametro de poro para
proteinas de 30 kDa, donde se retiré el imidazol mediante lavados sucesivos con
tampdn NaCl 300 mM, Tris 50 mM pH 8.0. Una vez cuantificada y para su posterior
almacenamiento a -802C, se diluyd al 50% en glicerol.

Ensayo de actividad de TryR.

175 Se trata de

un ensayo multipocillo en placas P96 (Nunc GmbH, Langenselbold, Germany) en un
volumen final de 250 pL con TryR 7.5 nM, HEPES 40 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, NADPH
0.15 mM y DTNB 25 uM en el que se dispara la reaccién adicionando TS, 1 uM. Se

Se disefid el ensayo segln el protocolo propuesto por Hamilton et al.

sigue el curso de la reaccién registrando la absorbancia a 405 nm durante una hora en
un espectrometro Wallac 1420 VICTOR? (EG&G Wallac, Gaithersburg, MD, USA).

Para los ensayos cinéticos se montaron reacciones de actividad de TryR como la
anterior variando la concentracién de TS,: 5 uM, 15.625 puM, 31.25 uM, 62.5 uM, 125
1M, 250 uM, 500 uM y 1 mM. El tripanotion oxidado se comprd a la casa Bachem
(Bachem GmbH, Weil am Rhein, Germany).

Los datos se analizaron mediante regresiéon no lineal con el programa informatico
GraFit 6 (Erithacus, Horley, Surrey, UK).

Dicroismo circular.

Las mediciones de los espectros de dicroismo circular se realizaron en un
espectropolarimetro Jasco J720 (Jasco, Easton, MD, USA), registrando el espectro
entre las longitudes de onda 200-260 nm, a 42C y con paso de celda de 1 mm. El
programa de adquisicién de datos es el Spectrum Measurement (Jasco, Easton, MD,
USA). Se realizaron 4 medidas para cada muestra de proteina a 0.5 mg/mL en tampdn
NaCl 300 mM, Tris 50 mM pH 8.0 y se promediaron.
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Electroforesis en condiciones nativas.

Las muestras se prepararon diluyendo cada proteina purificada en proporcién 9:1 con
tampon nativo 10X (Tris-HCI 0.2 M pH 8.8, glicerol 84%, azul de bromofenol 1%). Las
proteinas se resolvieron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 10%, en
presencia de tampdn Tris-HCl 25 mM pH 8.8, glicina 200 mM, a 90 V y 49C durante 3
horas.

Electroforesis en condiciones desnaturalizantes.

Las muestras para la electroforesis se diluyendo cada proteina purificada en
proporcién 3:1 con tampdn de carga 4X (Tris-HCI 0.25 M pH 6.8, 20% glicerol, SDS 2 %,
B-mercaptoetanol 0.5%, azul de bromofenol 1%) e hirviéndolas durante 5 minutos a
95 9C. Las proteinas se resolvieron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida
al 10%, en presencia de tampdn Tris-HClI 25 mM pH 8.8, glicina 290 mM y SDS 0,1% a
200 V durante una hora.

Tincion de geles de poliacrilamida.

Una vez finalizadas las electroforesis, las proteinas se tifieron sumergiendo los geles
de poliacrilamida en una solucién de azul de Coomasie 0.25%, etanol 50%, acido
acético 10% durante 10 minutos con agitaciéon y se retird la tincién inespecifica
sumergiendo los geles en una solucidn de etanol 50%, 4cido acético 10 % durante una
hora con agitacidn, para lavarlos finalmente en agua destilada durante 24 horas con
agitacion.

Ultracentrifugacion analitica.

Todos los experimentos se realizaron en una ultracentrifuga analitica XL-1 (Beckman
Coulter, Fullerton, CA, USA). Los experimentos de velocidad de sedimentacion se
realizaron a 202C con las muestras de cada proteina a 1 mg/mL en tampdn NaCl 300
mM, Tris 50 mM pH 8.0 tomando como referencia una celda con el tampdn sin
proteina. Los experimentos de equilibrio de sedimentacidn se realizaron a 202C con
las muestras de proteina a 3 concentraciones distintas, 0.2, 0.5 y 1.0 mg/mL en
tampdn NaCl 300 mM, Tris 50 mM pH 8.0 tomando como referencia una celda con el
tampodn sin proteina. El programa utilizado para el analisis de los datos es el Sedfit
11.71'"® (http://www.analyticalultracentrifugation.com/sedfit.htm).
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Ensayo de unién de FAD.

Se cuantificd la absorbancia de las muestras a 280 y 450 nm en un espectrofotémetro
Ultrospec 3000 (Amersham Pharmacia Biotech-GE healthcare, Piscataway, NJ, USA)
utilizando una cubeta de cuarzo (Hellma, Millheim, Germany) de 10 mm de paso.

Péptidos.

Todos lo péptidos fueron sintetizados por Peptide Protein Research (Funtley,
Fareham, UK).

Ensayo de dimerizacion e inhibicién de la dimerizacién in vitro de la TryR.

Se incubaron FLAG-TryR 400nM, His-TryR 400nM y una mezcla de las dos a las mismas
concentraciones en un volumen total de 200 puL de tampdn NaCl 300 mM, Tris 50 mM
pH 8.0 en presencia y ausencia del péptido 3 durante 16 horas a 372C con agitacién.
Se pasaron las muestras a una placa ANTI-FLAG® HS, M2 COATED (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, MO, USA) donde se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente
con agitacién. La proteina no unida se retird lavando cuatro veces con tampdn TBST
(salino tamponado con fosfato y Tween-20 al 1%). Para detectar la TryR-His unida, se
afiadieron 200 pL de anticuerpo policlonal anti-His de conejo (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), diluido 1:5000 en TBST y se incubd durante una
hora. Después la placa fue lavada 5 veces con TBST y se afiadieron 200 uL de
anticuerpo anti-conejo conjugado con peroxidasa (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA), diluido 1:10000 en TBST y se incubd durante una hora. Para detectar
la TryR total unida, se afiadieron 200 pL de anticuerpo policlonal anti-T7 de cabra
(Abcam, Cambridge, MA, USA), diluido 1:5000 en TBST y se incubd durante una hora.
Después la placa fue lavada 5 veces con TBST y se afiadieron 200 puL de anticuerpo
anti-cabra conjugado con peroxidasa (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA),
diluido 1:10000 en TBST y se incubd durante una hora. A continuacién la placa fue
lavada 5 veces con TBST y se afadieron 100 pL de solucién de dihidrocloruro de 1,2-
fenilenediamina (OPD) y se incubd durante 10 minutos. Se leyd la absorbancia a 490
nm. Todas las incubaciones en la placa fueron realizadas a temperatura ambiente.

Analisis estadistico.

En los analisis estadisticos se realizéd una comparacion de medias con el T-test de dos
colas y no pareado mediante el programa Excel (Microsoft).
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RESULTADOS

Como hemos comentado en los objetivos, el trabajo que corresponde a esta tesis se
divide en dos bloques, el primero de ellos dedicado a la blusqueda sistematica de
nuevos compuestos con actividad leishmanicida y el segundo basado en una
estrategia dirigida utilizando la TryR como diana terapéutica.

1. Cribado de alto rendimiento de compuestos con posibilidades de ejercer un
efecto leishmanicida.

1.1. Infecciones de macréfagos con amastigotes de L. infantum.

A la hora de evaluar la actividad leishmanicida de cualquier compuesto, existen
multitud de opciones perfectamente validadas en las que se prueba la efectividad de
la molécula sobre el parasito libre. Las mayores dificultades surgen cuando se quiere
evaluar dicha actividad en parasitos que se encuentren dentro de un macroéfago tras
una infeccion. El primer problema radica en como detectarlos. Histéricamente se ha
recurrido a la tincién con Giemsa, mediante la cual los protozoos adquieren una
tonalidad azul, para posteriormente recurrir a un contaje visual o mediante algun
programa informatico basado en la captura de imagenes al microscopio. Esta técnica
resulta tediosa y con un margen de error alto, por lo que nos planteamos una
estrategia alternativa. Mediante técnicas de biologia molecular, obtuvimos una cepa
de L. infantum capaz de expresar una forma recombinante de la proteina fluorescente
verde (eGFP). Con los amastigotes de dicha cepa, se realizaron las infecciones de los
macrdfagos humanos THP-1, de tal manera que las células infectadas pueden ser
facilmente detectadas gracias a la fluorescencia emitida por los amastigotes
intracelulares (Fig. 10) mediante citometria de flujo.

A r B o
i GFP+ ] GFP+
oo 1ot i o B (TR T TRt
FL1 Log FL1 Log

Figura 10. Macrofagos THP-1 sin infectar (A) o infectados con amastigotes de L. infantum que
expresan eGFP (B) registrados mediante citometria de flujo en el canal FL-1 (fluorescencia verde).
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El segundo problema a la hora de evaluar infecciones es cémo saber si los parasitos
detectados estdn dentro del macréfago o simplemente adheridos al exterior de la
membrana celular, problema que no resuelve la tincién con Giemsa. En nuestro caso,
para certificar que los amastigotes estaban dentro de los macréfagos evaluamos las
infecciones mediante microscopia confocal (Fig. 11).

Figura 11. Fotografias de macréfagos THP-1 infectados con amastigotes de L. infantum mediante
microscopia confocal. A: Contraste de fases. B: Combinacion de fluorescencias azul (nlcleos tefiidos
con Hoechst 33258), rojo (membranas tefiidas con CellMask™ Deep Red) y verde (amastigotes
expresando la eGFP).

1.2, Compuestos con selenio (Se).

Recientemente se ha empezado a explorar el desarrollo y utilizacién de complejos
metdlicos como potentes agentes quimioterapéuticos frente a la leishmaniasis. Asi,
algunos compuestos organometadlicos y complejos de coordinacidon de paladio, oro,
iridio, rodio, platino y sulfato de zinc han sido probados frente al pardsito Leishmania
177 Ademds se han testado algunos intercalantes metdlicos del ADN basados en
platino, cobre y plata, demostrando tener una notable actividad anti-Leishmania 178,
Otro oligoelemento destacable es el Se. En este sentido, estudios previos realizados
en nuestro laboratorio *’° demostraron que el 2-fenil-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-1 o
ebselen, un compuesto heterociclico que contiene Se, posee un potente efecto
leishmanicida. Asi mismo, recientemente se ha comprobado que el incremento de la

concentracién de Se en plasma constituye una nueva estrategia defensiva frente a la
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infeccion por Leishmania o Trypanosoma . Las rutas bioquimicas a través

de las cuales actua el Se, asi como sus dianas celulares auin no han sido elucidadas.

En base a todo esto y debido a la imperiosa necesidad de nuevos farmacos en la lucha
contra la leishmaniasis, planteamos una colaboraciéon con el grupo de la doctora
Carmen Sanmartin, del departamento de Quimica Orgdnica y Farmacéutica de la
Universidad de Navarra, con el fin de aprovechar el trabajo llevado a cabo
previamente por su grupo y orientado a la sintesis de derivados de Se con actividad

184-1 . . .. ,
84186 En el intento de encontrar compuestos leishmanicidas mds

anti-cancerigena
potentes y selectivos de los disponibles en el arsenal farmacolégico actual hemos
evaluado la eficacia de selenocianatos, diseleniuros, imidoselenocarbamatos e

imidotiocarbamatos frente a Leishmania.

Selenocianatos y diseleniuros.

Los selenocianatos (1a-m) y diseleniuros (2a-n) responden a las siguientes férmulas
quimicas:

la-m: Ar-(CH,),-SeCN 2a-n:  Ar-(CH;),-Se-Se-(CH,).-Ar

Donde el anillo o anillos aromaticos (Ar) y la longitud de la cadena carbonada (n)
varian para cada compuesto. En primer lugar se probaron in vitro los compuestos a
tres concentraciones diferentes (6.25, 12.5 y 25 uM) frente a promastigotes de L.
infantum. Los porcentajes de inhibicién del crecimiento aparecen recopilados en la
tabla 1.
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Tabla 1. Actividades in vitro de los compuestos frente a promastigotes de L. infantum expresada en
inhibicion del crecimiento (%) a las 24 horas.

Anillo aromatico (Ar) n 25uM | 12.5uM | 6.25uM

4-aminofenil 76.3 38.2 14.4
1b 4-(N,N-dimetilamino)fenil 0 973 86.7 54.4
1c 4-amino-3-carboxifenil 0 SE* - -
id 4-acetamido-3- carboxifenil 0 SE - -
le 4-nitrofenil 1 98.0 95.0 82.3
1f 4-bromofenil 1 971 80.8 49.2
1g 4-trifluorometilfenil 1 98.8 97.2 79.4
1h 4-metiltiofenil 1 972 92.9 77.3
1i 4-metilfenil 1 986 82.8 52.8
1j 4-cianofenil 1 97.0 80.4 51.5
1k fenil 1 99.4 64.1 46.5
1l naftil 1 91.5 81.1 37.1
im 4-nitrofenil 2 889 81.8 46.6
2a 4-aminofenil 0 98.0 97.6 95.8
2b 4-(N,N-dimetilamino)fenil 0 776 67.7 51.5
2c 4-amino-3-carboxifenil 0 SE - -
2d 4-acetamido-3- carboxifenil 0 SE - -
2e 4-nitrofenil 1 987 96.3 81.8
2f 4-bromofenil 1 122 1.9 SE
2g 4-trifluorometilfenil 1 122 6.0 11.0
2h 4-metiltiofenil 1 175 SE SE
2i 4-metilfenil 1 2.5 SE SE
2j 4-cianofenil 1 328 219 10.9
2k fenil 1 60.4 43.6 33.2
21 naftil 1 SE - -
2m 4-nitrofenil 2 284 3.2 1.2
2n 4-metoxifenil 1 317 9.9 0.5

* SE: Sin efecto.
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Quince de los veintisiete compuestos evaluados producen una inhibicion en el
crecimiento de los promastigotes superior al 50% a una concentracién de 25 uM,
trece de estos son capaces de inhibir mas del 50% el crecimiento celular a una
concentracién intermedia y los nueve compuestos mas potentes mantienen esta
inhibicidn a 6.25 pM. Estos quince compuestos pasaron a la siguiente fase de cribado
en la que se evalué su actividad frente a amastigotes de L. infantum; al mismo tiempo
se estudid su citotoxicidad frente a células humanas, concretamente células Jurkat
(linfocitos) y THP-1 (monocitos).

Al objeto de determinar las concentraciones que causan un 50% de inhibicion del
crecimiento (ICsp) a las 24 horas, la actividad de cada compuesto se analizé a cinco
concentraciones diferentes: 0.08, 0.4, 2.0, 10.0 y 50.0 uM. Miltefosina y edelfosina
fueron usadas como farmacos referencia.

Tabla 2. Valores de ICsq + DE (desviaciéon estandar) (uM) de los compuestos mas activos para
promastigotes y amastigotes de L. infantum y citotoxicidad frente a células Jurkat y THP-1.

T e ey T T

11.2+1.1 9.3+1.2 43.8+6.2 5 > 50

1b 9.2+0.3 2.8+0.2 293+1.2 10 447+34 16

le 43+0.7 0.7+0.1 6.9+1.3 10 16.8+x1.8 25

1f 11.6 £ 0.6 79+1.0 12.7+2.1 2 28.9+3.9

1g 11.3+04 21+10 7.3+0.4 3 19.8+2.7

1h 11.6 +0.7 3.0+£0.6 51+1.0 2 17.0+1.8

1i 11.8+0.3 3.3+0.8 14.4+1.7 4 24.0%2.2

1j 4.1+0.2 0.5+0.2 13425 24 8.0+10 15

1k 79+%0.3 26+0.2 10.7+1.7 4 25.0£29 10

1l 11.2+1.2 37+1.1 140+14 4 16.8+3.1

1n 11.9+0.9 3.8+0.3 24+1.2 1 17.2+2.2

2a 1.0+0.1 0.6+0.0 204+28 32 153+08 24

2b 3.2+0.2 0.8+0.0 >50 >65 22.1+1.4 29

2e 40+0.4 0.4+0.0 26.8+33 71 29.1+23 77

2k 17.8+1.9 0.6 +0.0 26.1+59 41 322+25 51
Edelfosina 3.6+0.2 0.8+0.1 122+2.4 15 5.0+0.2 6
Miltefosina 15.0£10.8 2.8+0.1 48.2+4.8 17 18506 7

a T .. . P
El indice de selectividad (IS) es la ratio de los valores de ICsq de los compuestos para células

Jurkat o THP-1 respecto a los valores para los amastigotes de L. infantum.
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Atendiendo a los valores de ICsq para los amastigotes, 9 de los compuestos ensayados
se muestran mas potentes que la miltefosina (1b, 1g, 1e, 1j, 1k, 2a, 2b, 2e y 2k).
Ademas, 6 de ellos tienen una actividad leishmanicida mas alta que la edelfosina (1e,
1j, 2a, 2b, 2e y 2k).

En lo que se refiere a la citotoxicidad frente a las células humanas ensayadas, se
comprueba que los IS de los diseleniuros son siempre mayores que los de los
correspondientes selenocianatos.

El analisis de la selectividad de los diseleniuros frente a amastigotes en comparacién
con células Jurkat revelé que sus IS, partiendo de un valor de 71 decrecen segun el
orden 2e>2b>2k>2a hasta alcanzar un valor de 32. En la comparacion frente a células
THP-1, la mayor selectividad la alcanza de nuevo el compuesto 2e, con un valor de 77,
disminuyendo en el orden 2e>2k>2b>2a, rindiendo este ultimo un valor de 24. La
comparacién con los IS de edelfosina (IS = 15 para Jurkat e IS = 6 para THP-1) y
miltefosina (IS = 17 para Jurkat e IS = 7 para THP-1) revela que el compuesto 2e es 7.5
y 12.7 veces mas selectivo que la edelfosina para células Jurkat y THP-1y 4 y 11 veces
mas selectivo que la miltefosina para las mismas lineas celulares.

La actividad leishmanicida de las seis moléculas mas activas fue evaluada mediante
citometria de flujo en macréfagos infectados. Células THP-1 diferenciadas a
macrdéfagos fueron infectadas con amastigotes de L. infantum que expresan la eGFP y
posteriormente tratadas con los compuestos 1e, 1j, 2a, 2b, 2k y 2e durante 48 horas
(Fig. 12).
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Figura 12. Actividad de los compuestos en macréfagos THP-1 infectados con amastigotes. A:
Porcentaje de macréfagos THP-1 que emiten fluorescencia verde tras 48 horas de tratamiento con
DMSO (C), edelfosina 3uM (E), compuesto 1e 3uM, compuesto 1j 3uM, compuesto 2a 3uM,
compuesto 2b 3uM, compuesto 2k 3uM o compuesto 2e 3uM. La fluorescencia verde es debida a la
presencia de amastigotes de L. infantum que expresan la eGFP dentro de los macréfagos. B:
Intensidad media de fluorescencia (IMF) verde de los macréfagos THP-1 que contienen amastigotes
que expresan eGFP tras 48 horas de tratamiento con DMSO (C), edelfosina 3uM (E), compuesto 1le
3uM, compuesto 1j 3uM, compuesto 2a 3uM, compuesto 2b 3uM, compuesto 2k 3M o compuesto
2e 3uM. La IMF es proporcional a la cantidad de amastigotes de L. infantum presentes en el interior
de las células.

Mientras que el cultivo control de macréfagos infectados y tratados con DMSO
muestra un 37% de células infectadas, en aquellos cultivos tratados con edelfosina
dicho porcentaje se reduce en un 90% (5% de células infectadas); entre los
diseleniuros destaca el compuesto 2a, que lo disminuye un 75% (10% de células
infectadas) y el 2b que lo hace un 60% (15% de células infectadas) (Fig. 12A).
Atendiendo a la IMF de los macréfagos que todavia quedan infectados, que nos da
una idea de la cantidad de amastigotes intracelulares, observamos que tanto la
edelfosina como el compuesto 2a reducen el nimero de los mismos en un 30%,
mientras que el compuesto 2b lo reduce en un 18% (Fig. 12B).

De todos los compuestos investigados, el compuesto 2a es el que exhibe un mejor
perfil como molécula leishmanicida. Sus IS respecto a células humanas, 24 para THP-1
y 32 para Jurkat, resultan del orden de 2 y hasta 4 veces mayores que los obtenidos
con edelfosina o miltefosina, farmacos de referencia contra Leishmania. Ademas, su
efectividad en macréfagos infectados, donde tiene una muy baja citotoxicidad, queda
fuera de toda duda, llegando a rebajar los niveles de la infeccidn hasta valores en el
rango de los de la edelfosina.
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Alquil-imidoselenocarbamatos y alquil-imidotiocarbamatos.

Estudios previos han demostrado que, alquil-imiditiocarbamatos con actividad
antitumoral, veian incrementada la misma si se realizaba la sustitucidn isostérica del

187-190

azufre (S) por Se , por lo que nos por lo que nos planteamos si este seria el caso

para aquellos compuestos que presentaran actividad anti-Leishmania.

La formula quimica general es la siguiente:

_R
l”l'i O X=S§,Se
o Y=C, N
i "'CRN = .
| — R R=alquil
":"‘J R = H, CH3, OCH3, Cl, CN, CF3

En primer lugar se probaron in vitro los compuestos a 3 concentraciones diferentes
(6.25, 12.5y 25 uM) frente a promastigotes de L. infantum.

Tabla 3. Actividades in vitro de los compuestos frente a promastigotes de L. infantum expresada en
inhibicion del crecimiento (%) a las 24 horas.

compuesto | X ||~ R | % Tasum | 1250 | s2sum
1 S N 4.1 3.6 4.6

metil 2-Cl

2 Se N metil 2-Cl 77.3 64.7 48.8
3 S N metil H SE* - -

4 Se N metil H 94.3 88.8 78.7
5 S C metil H 9.1 6.5 14.1
6 Se C metil H 46.9 35.2 35.8
7 Se C metil 3,5-diOCH3 59.4 45.1 33.0
8 Se C isopropil 3,5-diOCH3 16.6 11.7 SE

9 Se C metil 3,4,5-triOCH; SE - -

10 Se C metil 4-Cl 19.3 22.9 23.4
11 Se C isopropil 4-C| 28.2 22.4 21.1
12 S C metil 4-CHs 17.8 8.9 8.7
13 Se C metil 4-CH,3 62.4 30.3 19.1
14 Se C metil 4-CF;3 63.7 47.0 37.8
15 Se C metil 4-CN 72.7 60.4 43.1

* SE: Sin efecto.
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De los quince compuestos evaluados, seis producen una inhibicién del crecimiento
superior al 50% a una concentracién de 25 UM, tres de estos siguen superando este
umbral de inhibiciédn a 12.5uM y solo uno de ellos lo hace a 6.25 uM. La actividad de
estos seis compuestos fue evaluada frente a amastigotes de L. infantum y, con objeto
de determinar su citotoxicidad, frente a las lineas celulares humanas Jurkat (linfocitos)
y THP-1 (monocitos). Se utilizaron edelfosina y miltefosina como farmacos referencia.
Para el calculo de los valores de ICsy a las 24 horas, se probd cada compuesto con
cada linea celular a cinco concentraciones diferentes 0.08, 0.4, 2.0, 10.0 y 50.0 puM.

Tabla 4. Valores de ICs5 + DE (M) de los compuestos mas activos para promastigotes y amastigotes
de L. infantum y citotoxicidad frente a células Jurkat y THP-1.

T ) e T E N

31.6+3.3 47+05 25250 226+1.1 5

4 3.7+£0.2 3.0%£0.2 48+05 2 11.8%24 4

7 18.2+0.4 149+0.8 20460 1 26.9+29 2

13 285+1.0 13.4+38 27539 2 24115 2

14 29.0+£0.7 176+1.0 200+08 1 153%0.7 1

15 309+23 16.6+0.7 264+33 2 36327 2
Edelfosina 3.6+0.2 0.8+0.1 122+24 15 5002 6

Miltefosina 15.0+0.8 28+0.1 482+48 17 18506 7

a , . .. . ,
El indice de selectividad (IS) es la ratio de los valores de 1Cs5y de los compuestos para células

Jurkat o THP-1 respecto a los valores para los amastigotes de L. infantum.

Los mejores IS son los obtenidos para los compuestos 2 y 4, que ademas son los mas
activos frente a amastigotes de L. infantum. Los valores son similares a los obtenidos
con miltefosina y edelfosina para THP-1, pero menores de los que se obtienen con
estos farmacos de referencia para Jurkat.

La actividad leishmanicida de las seis moléculas mas activas fue evaluada mediante
citometria de flujo en macréfagos infectados. Células THP-1 diferenciadas a
macrdéfagos fueron infectadas con amastigotes de L. infantum que expresan la eGFP y
posteriormente tratadas con los compuestos 2, 4, 7, 13, 14 y 15 durante 96 horas. Las
células infectadas se identificaron por la fluorescencia verde de sus amastigotes
intracelulares (Fig. 13A).
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Figura 13. Actividad de los compuestos en células THP- 1 diferenciadas a macréfagos e infectadas
con amastigotes. A: Porcentaje de macrofagos THP-1 que muestran fluorescencia verde tras 96
horas de tratamiento con DMSO (Control), edelfosina 1 UM, compuesto 2 3 uM o compuesto 4 3
L1M. La fluorescencia verde es debida a la presencia dentro de los macréfagos de amastigotes de L.
infantum que expresan la eGFP. B: Intensidad media de fluorescencia (IMF) verde de las células THP-
1 que todavia contienen amastigotes que expresan eGFP, tras 96 horas de tratamiento con DMSO
(Control), edelfosina 1 uM, compuesto 2 3 uM o compuesto 4 3 uM. La IMF es proporcional a la
cantidad de amastigotes de L. infantum que hay dentro de las células.

Nuestros resultados indican que, mientras que el 16% de las células permanecen
infectadas en los controles sin tratar, sélo el 2% de ellas permanecen infectadas tras
el tratamiento con edelfosina (reduccién del 87%) y el 6% (reduccion del 62%) o el
13% (reduccion del 19%) de ellas contienen parasitos tras el tratamiento con los
compuestos 4 y 2 respectivamente. No se observd una reduccién significativa con el
resto de compuestos (datos no mostrados). Ademads, el nimero medio de pardsitos
dentro de las células que se mantienen infectadas tras el tratamiento se vio
significativamente reducido en el caso del compuesto 2 (26% de reduccién) y del
compuesto 4 (35% de reduccion), llegando este ultimo a los mismos niveles de
reduccion en la carga parasitaria que las células tratadas con edelfosina, tal y como se
deduce de la similar disminucién en la intensidad de la fluorescencia celular (Fig. 13B).
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1.3. Compuestos catidnicos derivados de los sistemas de azaquinilizinio vy
quinolizinio.

Como ya hemos comentado, algunos de los agentes antiprotoziticos mds efectivos se

191, 192

desarrollaron originalmente como farmacos antitumorales siendo el ejemplo

mas claro el de la miltefosina *® " 1%, Aprovechando el sistema de cribado de alto
rendimiento puesto a punto en el laboratorio, planteamos una colaboraciéon con el
grupo del doctor Juan José Vaquero del Departamento de Quimica Orgdanica de la
Universidad de Alcald, que posee mas de 20 afios de experiencia en la sintesis de
compuestos con distinto interés farmacoldgico, destacando entre ellos los

heterociclos con propiedades antitumorales.

En el momento de escritura de la presente tesis doctoral, se estd tramitando la
solicitud de la patente para el uso de algunos de los compuestos evaluados como
farmacos anti-Leishmania, por lo que no es posible incluir en esta memoria la
estructura completa de dichos compuestos, sino sélo un pequefio esquema de las
sales de azaquinilizinio (EBM) y quinolizinio (PVL) que se evaluaron:

Figura 14. Esquema estructural de las sales de azaquinilizinio (EBM) y quinolizinio (PVL).

A la hora de realizar el cribado de esta bateria de moléculas, inicialmente se evalud su
actividad frente a promastigotes de L. infantum ensayando tres concentraciones de
cada farmaco 1.0, 5.0 y 25.0 uM
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Tabla 5. Actividades in vitro de los compuestos frente a promastigotes de L. infantum expresada en
inhibicion del crecimiento (%) a las 24 horas.

EBM-007 EBM-24 87.4 68.2 58.0
EBM-T9 97.9 97.3 49.1 EBM-54 71.3 33.0 163
EBM-T35b SE = = EBM-T60 98.8 66.0 11.0
EBM-T47b SE = = EBM-71a 87.8 63.2 455
EBM-51 40.4 27.6 116 EBM-T71f 42.5 17.8 3.8

EBM-T59 40.8 14.3 SE EBM-T76h 82.7 425 17.2
EBM-70a 99.5 92.6 3438 EBM-T78d 85.8 435 391
EBM-78a 65.6 52.8 9.8 EBM-T78e 16.9 2.1 =

EBM-82a 34.0 15.6 SE EBM-82b 33.3 260 113
EBM-T83b 39.6 14.9 0.6 EBM-T82c 99.2 76.7 21.4
EBM-455 81.8 28.9 4.6 EBM-T93 39.6 13.6 4.6
EBM-863 97.0 87.4 40.2 EBM-348 89.5 65.6 19.8
EBM-F23 42.6 17.2 3.2 EBM-349 89.3 61.0 324
EBM-F32 42.8 17.6 2.3 EBM-352 89.5 51.0 31.9
EBM-F41 99.1 93.5 84.8 EBM-353 72.2 36.1 27.9
EBM-F002 90.6 813 77.0 EBM-354 85.1 61.2 39.6
EBM-F003 81.8 64.0 14.7 EBM-355 96.8 954 945
EBM-002 99.6 99.3 98.2 PVL-134 98.6 91.8 28.0

EBM-011 99.3 45.6 10.0 PVL-139 SE = =
EBM-012 SE = = PVL-141 71.7 32.1 1.8
EBM-23 85.2 53.0 246

* SE: Sin efecto.

De los 41 compuestos evaluados, 26 producen una inhibicién del crecimiento superior
al 50% a una concentracion de 25 uM, 19 de estos la mantienen a 5 uM y 4 de ellos a
1uM. La actividad de estos 26 compuestos fue evaluada frente a amastigotes de L.
infantum vy, para determinar su citotoxicidad, frente a las lineas celulares humanas
Jurkat (linfocitos) y THP-1 (monocitos). Se utilizaron edelfosina y miltefosina como
farmacos de referencia. Para el célculo de los valores de ICsq a las 24 horas, se probd
cada compuesto con cada linea celular a cinco concentraciones diferentes 0.04, 0.2,
1.0,5.0y 25.0 uM.
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Tabla 6. Valores de ICs5 + DE (uM) de los compuestos mas activos para promastigotes y amastigotes
de L. infantum y citotoxicidad frente a células Jurkat y THP-1.

Compuesto | promsigre | Amasigore | ukat | 15| e | 5 |

EBM-T9 1.5+0.1 >25.0 2305 = 6.7+0.3 =
EBM-70a 21+0.1 11+0.1 11.3+0.6 10 13.4+0.7 12
EBM-78a 6.0+0.2 147+1.7 22.1+1.2 1 >25.0 =
EBM-455 13.0+0.2 21.0+1.0 23.6+0.9 1 >25.0 =
EBM-863 0.8+0.1 0.1+0.0 28+04 28 26+03 27
EBM-F41 0.6+0.1 14.2+2.2 6.4+0.2 0 53+0.5 =
EBM-F002 0.5+0.1 0.2+0.0 >25 >147 4.2+0.5 26
EBM-F003 53+%0.2 0.4+0.0 9.2+1.0 26 95+1.2 27
EBM-002 0.5+0.1 153+1.4 0.9+0.1 = 29+0.1 =
EBM-011 6.7+1.0 14.0+3.3 11.5+0.3 1 20.5+1.1 1

EBM-23 4.6 £0.5 4.0+0.3 4.0+0.2 1 34101 1

EBM-24 0.6+0.1 0.4+0.1 46+0.4 12 0.1+0.0 =

EBM-54 139+1.4 11.1+1.5 4.8+0.3 = 0.6+0.0 =
EBM-T60 4.2+0.3 3.0£05 8.8+15 3 59+14 2
EBM-71a 2.1+0.1 0.3+0.1 >25.0 >147 0.2+0.0 =

EBM-T76h 88+13 0.7+0.1 15.8+0.6 21 13.0+16 17
EBM-T78d 8.1+1.2 >25.0 129+1.3 = 13.3+0.4 =
EBM-T82c 3.1+0.3 >25.0 29+0.3 = 2.7+0.1 =
EBM-348 44+0.1 0.7+0.1 20.6+1.3 30 16.5+0.6 24
EBM-349 3.4+£0.2 1.7+0.1 4.8+0.3 3 0.1+0.0 =
EBM-352 4.7+0.2 0.1+0.0 21.0+2.7 234 0.1+0.0 1
EBM-353 12.8+1.8 0.1+0.0 0.5+0.1 4 0.6+0.1 4
EBM-354 29+0.3 0.7+0.1 23.1+1.3 34 0.1+0.0 =
EBM-355 0.2+0.1 >25.0 >25.0 = 0.1+0.0 =

PVL-134 24+0.1 >25.0 3.2+0.2 = 4.5+0.5 =

PVL-141 16.3+0.9 >25.0 13.5+1.0 = 12.9+0.1 =
Edelfosina 3.6+0.2 0.8+0.1 12.2+2.4 15 5.0+0.2 6
Miltefosina 15.0+0.8 28+0.1 48.2+4.8 17 18.5+0.6 7
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En el caso de las células Jurkat, los mejores IS son los obtenidos para los compuestos
EBM-352 > EBM-F002, EBM-71a > EBM-354 > EBM-348 > EBM-863 > EBM-F003 >
EBM-T76h > EBM-24 > EBM-70a, mientras que para las THP-1 son EBM-863, EBM-
FO03 >EBM-F002 > EBM-348 > EBM-T76h > EBM-70a. Todos éstos presentan mejores
IS que miltefosina y edelfosina para Jurkat y THP-1 a excepcién de los compuestos
EBM-70a y EBM-24 para el caso de las células Jurkat.

La actividad leishmanicida de las diez moléculas mas activas fue evaluada, mediante
citometria de flujo, en macréfagos infectados. Macréfagos THP-1 infectados con
amastigotes de L. infantum que expresan la eGFP fueron tratados con dichos
compuestos durante 48 horas. De éstos, sélo los compuestos EBM-70a, EBM-F002 y
EBM-F003 demostraron tener una actividad leishmanicida en macrdéfagos infectados.
Las células infectadas se identificaron por la fluorescencia verde emitida por sus
amastigotes intracelulares.
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Figura 15. Actividad de las mejores sales de azaquinilizinio en macréfagos THP-1 infectados con
amastigotes. A: Porcentaje de macréfagos THP-1 mostrando fluorescencia verde tras 48 horas de
tratamiento con DMSO, edelfosina 3uM, compuesto EBM-70a 3p1M, compuesto EBM-F002 3uM o
compuesto EBM-F003 3uM. La fluorescencia verde es debida a la presencia dentro de los
macroéfagos de amastigotes de L. infantum expresando la eGFP. B: Intensidad media de fluorescencia
(IMF) verde de los macréfagos THP-1 que contienen amastigotes expresando eGFP, tras 48 horas de
tratamiento con DMSO (C), edelfosina 3uM (E), compuesto EBM-70a 31.M, compuesto EBM-F002
3uM o compuesto EBM-FO03 3uM. La IMF es proporcional a la cantidad de amastigotes de L.
infantum que hay dentro de las células.
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Nuestros resultados indican que, mientras que casi el 40% de las células permanecen
infectadas en los controles sin tratar, sélo el 8% de ellas permanecen infectadas tras
el tratamiento con edelfosina lo que equivale a una caida en la infeccidon del 80%,
mientras que con los compuestos EBM-70a, EBM-F002 y EBM-F003 la reduccidn en la
infeccidn es del 74, 76 y 90% respectivamente (Fig. 15A). No se observd una reduccion
significativa con el resto de compuestos (datos no mostrados). Ademas, el nimero
medio de pardsitos dentro de las células que se mantienen infectadas se reduce
significativamente tras el tratamiento con el compuesto EBM-70a (50% de reduccién),
EBM-F003 (34% de reduccion) y EBM-F002 (25% de reduccién), siendo los dos
primeros tanto o mas efectivos que la edelfosina (34% de reduccién), como se
observa por la disminucién de la intensidad de la fluorescencia celular (Fig. 15B). No
se observo toxicidad alguna de los compuestos en los macréfagos infectados o en los
controles sin infectar.
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2. Inhibicidn de la dimerizacién de la TryR de L. infantum.

En el momento en el que se empezd a realizar el trabajo de la presente tesis doctoral,

no se habia caracterizado la estructura de la TryR de L. infantum, por lo que en primer

lugar se construyd un modelo por homologia y se empezd a trabajar en base al

mismo.

2.1. Modelado por homologia de la TryR de L. infantum.

Para la construccién del modelo se utiliz6 como molde la estructura, determinada por

difraccion de rayos X, de la TryR de Crithidia fasciculata (PDB id. 1FEC) que presenta

un 78,8 % de homologia de secuencia con la de L. infantum (fig. 16).
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Figura 16. Alineamiento de secuencia entre la TryR de L. infantum y la de C. fasciculata realizado con

CLUSTALW2 *°
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Para construir el modelo de la TryR se utilizé el programa SWISS-MODEL *'* "2 (fig.
17).

Figura 17. Modelo por homologia de la TryR de L infantum basado en la enzima de C. fasciculata
(PDB id.1FEC). Los dos mondmeros o cadenas polipeptidicas que conforman la estructura nativa
aparecen coloreados en azul y verde.

2.2. Prediccion de hot-spots de dimerizacion.

La energia libre de unién que describe la asociacion proteina-proteina del dimero de
TryR es la diferencia entre la energia libre, G, del dimero y la de la suma de los
respectivos monémeros:

AC:‘unic}n = Gdimero — (Gmonémero + Gmonémero)
El valor de G para cada especie puede descomponerse en los siguientes términos:
G = Egas + G50| - TS

Egas = Eint + Eele + Evaw

Eint = Eenlace *+ E:Smgulo + Etorsion

Gsol = Ggp + Gno-polar
Gho-polar =Y SASA
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Donde Eg,s es la energia en fase gas calculada usando el campo de fuerzas de AMBER,
Assisted Model Building with Energy Refinement, %4como la suma de la energia
interna (Eint), que a su vez se descompone en la suma de la energia de enlaces (Eenjace),
angulos de enlace (Esnguio) Y angulos diedros (Eiorsicn), Mas las energias no enlazadas
tanto couldmbicas (Eee) como de van der Waals (E,qy). La energia de solvatacién (Gsg)
se descompone en contribuciones polares y no polares. La contribuciéon polar (Ggg) se
calcula resolviendo la ecuacién de Born **°, mientras que la contribucién apolar se
estima a partir de la superficie accesible al disolvente, SASA 196 vy es la constante de la
tensidn superficial. T y S son la temperatura y la entropia respectivamente. S se
calcula habitualmente haciendo uso de la estadistica clasica y analisis de los modos
normales de instantdneas representativas y previamente minimizados de una
trayectoria de dinamica molecular, pero en una primera aproximacion, este término
no se comprobd en nuestro analisis.

2.2.1. Calculo de la superficie accesible al disolvente (SASA).

Se realizd utilizando el programa NACCESS 173 (http://www.bioinf.manches-
ter.ac.uk/naccess/), que calcula la superficie accesible para &acidos nucleicos y
proteinas. Mediante el calculo de las diferencias en SASA entre dimero y mondmeros
por separado, da una medida de la superficie enterrada para cada residuo (fig. 18).
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Figura 18. Area de la superficie accesible al solvente (SASA) enterrada por residuo.
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2.2.2. Célculo de la contribucidn electrostatica y de van der Waals.

Mediante el programa AMBER (http://ambermd.org/), se calcularon las
contribuciones energéticas individuales, tanto electrostaticas (fig. 19) como de van
der Waals (fig. 20) a la energia de dimerizacion de la TryR.
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Figura 19. Residuos con mayor contribucion electrostatica a la energia de dimerizacién de la TryR.
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Figura 20. Residuos con mayor contribuciéon de v. der Waals a la energia de dimerizacion de la TryR.
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Se observd que hay tres residuos que destacan simultdneamente en dos de los tres
parametros estudiados (tabla 1) por lo que, a priori, parecen claves para la
dimerizacién de la TryR. Son el triptéfano 81 (W81), el glutdmico 436 (E436) y la
glutamina 439 (Q439).

Tabla 7. Residuos que contribuyen en mayor medida a la energia de dimerizacién de la TryR.

. SASA Contribucion Contribucion de
Residuo "
enterrada electrostatica van der Waals
Y69 &

F79 e
ws1 = w2
ES2 w3

N91 i

E436 i i
Q439 i i

1458 *

El W81 interacciona con un nicho apolar formado por Y69, M70, 173, L88, P90, G209 y
Y210 del otro mondémero (fig. 21A). El carboxilo del E436 interacciona mediante
puentes de hidrégeno con los NH de S464 y A465 del esqueleto polipeptidico del otro
monodmero (fig. 21B). Ademas, el CO de la Q439 interacciona con el NH de la V460 (fig.
21C). Cabe destacar la disposicion de las C444 en ambos mondmeros, puesto que se
encuentran enfrentadas y a una distancia que podria sugerir la existencia de un
puente disulfuro intermolecular (fig. 21D).
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Figura 21. Detalle de residuos considerados clave para la dimerizacidn de la TryR. Cada mondmero
aparece coloreado en verde y azul respectivamente. Los dtomos de O se marcan en rojo, los N en
azul y los S en amarillo. Asi mismo se indican distancias de enlace (A) en color negro. Figuras
generadas con PyMOL.

2.3. TryR silvestre y generacion de mutantes de la TryR. Expresion y purificacion.

En primer lugar, la secuencia codificante de la TryR fue amplificada mediante PCR,
tomando como molde el ADN gendmico de nuestra cepa de L. infantum. El producto
de PCR fue purificado, doblemente digerido con las endonucleasas de restriccion
BamH | y Hind Ill y clonado en el vector de expresidén de proteinas pRSET A digerido
con las mismas endonucleasas.

Con objeto de determinar la importancia de los tres residuos que parecen contribuir
en mayor medida a la energia de dimerizacion de la TryR, se utilizaron técnicas de
mutagénesis dirigida para crear tres mutantes, una por cada residuo, en las que cada
uno de ellos se sustituyé por una alanina. Las mutantes generadas se denominan
W81A, E436A y Q439A. La secuencia de ADN codificante para cada una de las formas
recombinantes fue clonada en el vector de expresion pRSET A y transformado en la
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cepa de expresién de proteinas BL21 (DE3) plLysSs, donde se determinaron las
condiciones Optimas para la expresion y solubilidad de la proteina silvestre (WT) y las
respectivas mutantes (fig. 22).

W81A E436A Q439A WT
M1 234 1234 1 2341324

75kD .
50kD — e PR —

37kD

Figura 22. Test de expresion y solubilidad de TryR WT y las mutantes W81A, E436A y Q439A. M:
marcador de pesos moleculares; 1: preinduccién; 2: postinduccion (ImM IPTG, temperatura
ambiente, 16h); 3: fraccion insoluble; 4: fraccidn soluble. PM (TryR) = 53 kDa.

Una vez establecidas las condiciones dptimas de expresion, se pasé a purificar cada
proteina mutante en un cultivo de 0.4L de bacterias. La purificacién se realizé en
condiciones nativas y mediante cromatografia de afinidad utilizando una resina de
sefarosa acoplada a acido nitrilotriacético-niquel (Ni-NTA) en la que quedan retenidas
las proteinas mediante la cola de 6 histidinas o His-tag que se les incorpora durante su
expresion en el vector pRSET A. La eluciéon de las mismas se realizd utilizando un
gradiente de imidazol, analizdndose cada una de las fracciones en un gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (fig. 24). La purificacion pudo seguirse
desde un punto de vista macroscopico ya que cada dimero de TryR nativa une dos
moléculas de FAD, que es de color amarillo en solucidn (fig. 23).

Figura 23. Columna de cromatografia
cargada con resina de sefarosa-Ni-NTA de
color azul y TryR WT de tonalidad amarilla
por las moléculas de FAD.
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Figura 24. Gel tefiido con azul de Coomasie correspondiente a la electroforesis en condiciones
desnaturalizantes de las fracciones obtenidas en la purificacion de TryR WT. Pre: preinduccidn; Post:
postinduccion; FT: Flow Through (lisado que no se une a la columna).

Del mismo modo se purificaron las 3 mutantes, obteniéndose perfiles de elucién
analogos (datos no mostrados).

Las fracciones mas puras se combinaron, concentraron con un Amicon de 30kDa de
cut-off donde se sustituyd el tampdn en el que estaban contenidas para eliminar el
imidazol, obteniéndose del orden de 10 mg de proteina TryR pura por cada 400 mL de
cultivo inicial.

2.4. Ensayo de actividad de TryR WT y mutantes W81A, E436A y Q439A.

Los ensayos de actividad de la TryR han estado histéricamente limitados desde el
punto de vista econdmico dado el elevado precio del tripanotiéon oxidado (TS,),

sustrato natural de la TryR; debido a esto, se planted '”

un ensayo en el que la
reduccion del mismo por parte de la TryR, se acopla a la reduccion del acido
ditionitrobenzdico (DTNB) a acido 2-nitro-5-mercaptobenzéico (TNB). En estas
condiciones el tripanotion reducido [T(SH);] producido por la TryR se oxida
rapidamente regenerdndose de nuevo TS,, manteniendo asi constante Ila
concentracion de sustrato y evitando desviaciones en la linealidad de la velocidad de

reacciéon debidas al agotamiento del mismo (fig. 25).
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Figura 25. Ensayo de actividad de la TryR acoplado a DTNB. La TryR toma el poder reductor del
NADPH oxidandolo, reduce el TS, a T(SH), y este vuelve a la forma oxidada por accién del DTNB.

Dado que el TNB es un compuesto coloreado, con un coeficiente de extincién molar
de 13484 Mt.cm™ a 412 nm, el progreso de la reaccion puede seguirse facilmente
analizando la absorbancia de la solucién a 412 nm.

Tradicionalmente el progreso de la reaccién de reduccidn del tripanotion oxidado se
ha seguido mediante el analisis de la caida de la absorcién a 340 nm debida a la
oxidacion de NADPH, que tiene un coeficiente de extincién molar de 6200 M™*-cm™.
Mientras que por cada molécula de TS, que se reduce, sélo se oxida un equivalente de
NADPH, en el conjunto de reacciones acopladas que constituyen nuestro ensayo por
la misma molécula de TS, se generan dos de TNB. Dadas las diferencias
estequiométricas y de los coeficientes de absorcion molar de cada cromdforo, al
medir la actividad de la TryR mediante la aparicion del TNB, la sensibilidad del ensayo
se multiplica por cuatro.

La actividad de la proteina silvestre y de las tres formas mutantes se determind
mediante un ensayo enzimatico con TryR 7.5 nM (WT, W81A, E436A o Q439A), HEPES
40 mM pH 7.5, EDTA 1 mM, NADPH 0.15 mM y DTNB 25 uM en el que se dispard la
reaccion adicionando TS, 1 puM. Se siguid el curso de la misma registrando la
absorbancia a 405 nm durante una hora (fig. 26).
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Figura 26. Ensayo de actividad de TryR para la proteina WT y las mutantes W81A, E436A y Q439A.

Se observo que la mutante Q439A no ve practicamente afectada su actividad con
respecto a la proteina silvestre, la W81A pierde parte de la actividad y la E436A
resulta practicamente inactiva.

2.5. Estudio cinético de las reacciones catalizadas por TryR WT y las mutantes
WS81A, E436A y Q439A.

Se realizaron experimentos de actividad enzimatica (fig. 12) con distintas
concentraciones de TS, (5 uM, 15.625 uM, 31.25 uM, 62.5 uM, 125 uM, 250 uM, 500
UM y 1 mM) para determinar los parametros cinéticos de constante de Michaelis-
Menten (K.,) y velocidad mdxima (Vmax). La Vimay de una enzima es la velocidad maxima
en la formacién de producto, velocidad constante que se alcanzaria en condiciones
saturantes de sustrato. La K., es la concentracién de sustrato a la que se alcanza una
velocidad que es la mitad de la V.. Se puede aplicar Michaelis-Menten porque en
todo momento, en la escala de tiempo analizada, la concentracidon de sustrato es
mucho mayor que la de la enzima y la concentracion del complejo enzima-sustrato
puede considerarse constante. Ademds, es util determinar una constante mads
general, el numero de recambio (k.it), que se define como la cantidad de sustrato
transformado por unidad de tiempo cuando la enzima estd saturada del mismo. En el
modelo de Michaelis-Menten k¢: equivale a k,, es decir, a la velocidad con que la
enzima transforma el complejo enzima-sustrato en producto. Para evaluar la
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eficiencia catalitica de una enzima se determina la constante especifica, que no es

mas que el cociente entre ke ¥ K. El valor maximo de esta constante se alcanza en

aquellas enzimas en las que el complejo enzima-sustrato sélo evoluciona en la

direccién de formar producto y nunca revierte al estado de enzima + sustrato. Dicho

de otra manera, cada vez que el enzima se encuentra con el sustrato lo transforma a

producto. Este limite estd controlado por los procesos de difusiéon de las moléculas y

estd en el rango de 10%-10° M*s. Por tanto, cuanto mayor sea el valor de ke/Kn

menos reversible sera el equilibrio de asociacion entre enzima y sustrato. Podemos

comprobar que la TryR estd muy lejos de alcanzar la perfeccién catalitica.

Todos estos pardmetros enzimaticos aparecen tabulados en la tabla 8.
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Figura 27. Cinéticas enzimaticas de TryR WT, W81A, E436A y Q439A. Graficos creados con GraFit 6.
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Tabla 8. Parametros cinéticos de TryR silvestre y mutantes. K,: constante de Michaelis-Menten.

Vmax: Velocidad maxima de la reaccion. ke,t: nUmero de intercambio. ke.t/Km: constante especifica.

[TryR] (uM) 0,0075 0,0075 0,0075 0,0075

K (M) 20,64 49,27 192,22 25,30

Vmax (maU-s™) 0,0228 0,0125 0,0006 0,0308
Keat (™) 30,22 16,57 0,80 40,83
Keat/Km (UM ™-s7) 1,464 0,336 0,004 1,614
Ratio mutante / WT 1,000 0,230 0,003 1,102

Como podemos observar, la mutante W81A presenta un numero de recambio de
aproximadamente la mitad del valor de la proteina WT y una eficiencia catalitica 4
veces menor. Por el contrario, la Q439A tiene unos parametros cinéticos bastante
similares a los de la WT, indicando que |la mutacién de este residuo no parece afectar
a la actividad enzimatica. El caso mas destacado es el de la E436A, ya que tiene un
numero de recambio casi 38 veces inferior al de la proteina silvestre y una eficiencia
catalitica 366 veces mas pequefia.

En conclusién, estamos en disposicion de afirmar que el E436 es un residuo clave para
la actividad enzimatica de la TryR.

2.6. Estudio del plegamiento y oligomerizaciéon de TryR WT, W81A, E436A y Q439A.

Nuestros resultados confirman que el residuo E436 es clave para la actividad de la
TryR, pero todavia no permiten determinar si la perdida de actividad es debida a
alteraciones en el proceso de dimerizacién de la proteina, a defectos en el
plegamiento de la misma o a cambios en la estructura del centro activo. Debido a ello,
se procedié a estudiar el plegamiento y el estado de oligomerizaciéon de la proteina
silvestre y las respectivas mutantes.
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2.6.1. Estudio del plegamiento: dicroismo circular.

Para determinar si las mutaciones en la secuencia de la TryR producian algin cambio
en el plegamiento de la misma, se realizaron experimentos de dicroismo circular tanto
para la proteina WT como para las 3 mutantes (fig. 28).
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Figura 28. Espectros de dicroismo circular de las distintas TryR (A: WT; B: W81A; C: E436A; D:
Q439A). Los valores representados para cada proteina corresponden al promedio de 4 medidas
independientes.

Se observd claramente que tanto la proteina silvestre como las tres mutantes estdn
perfectamente plegadas y de la misma manera, ya que se observa el caracteristico
perfil de espectro de DC con los dos minimos correspondientes a hélices a en torno a
210y 220 nm que es practicamente idéntico para las cuatro proteinas.

2.6.2. Electroforesis de proteinas en condiciones nativas.

En una electroforesis en condiciones desnaturalizantes en geles de poliacrilamida, las
proteinas se encuentran con una carga neta negativa debida al dodecilsulfato de
sodio (SDS), por tanto la relacidén carga/masa es igual para todas las proteinas y estas
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migran dentro del gel de poliacrilamida exclusivamente en funcién de la longitud de
su cadena polipeptidica. Como las proteinas se tratan con un agente reductor,
rompiéndose todos los puentes disulfuro que pueda haber y se desnaturalizan con
calor, la TryR en estas condiciones migra como un Unico mondmero de 53 kDa. Ahora
bien, si la electroforesis se realiza en condiciones nativas sin SDS ni agentes
reductores y sin hervir la muestra, la proteina se mantendra en su estado nativo y su
migracion dependera de la masa y forma de las especies existentes (mondmero,
dimero o agregado) y de la carga neta de las mismas.

Con objeto de determinar la posible distribucion de cada proteina entre sus formas
monomeérica y dimérica, se realizaron dos tipos de electroforesis: una en condiciones
nativas (fig. 29A) y otra en condiciones desnaturalizantes (fig. 29B) tanto para la
proteina WT como para las mutantes W81A, E436A y Q439A.
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Figura 29. Geles de poliacrilamida tefiidos con azul de Coomasie correspondientes a la electroforesis
nativa (A) y en condiciones desnaturalizantes (B) de 5 pg de TryR WT (1), W81A (2), E436A (3) y
Q439A (4) respectivamente. La flecha roja indica la presencia de una banda extra para la E436A y la
W81A, aunque mas débil, respecto a la WT. M: Marcador de pesos moleculares.

En el gel correspondiente a la electroforesis en condiciones nativas (fig. 29A) se
observa que mientras que sélo aparece una banda para las proteinas WT (carril 1) y
Q439A (carril 4), hay una banda extra muy clara en la E436A (carril 3) que también se
aprecia, aunque mucho mas sutiimente en la W81A (carril 2). Cuantificando por
densitometria y normalizando respecto a la Unica banda de la WT, la banda extra que
se observa en la E436A constituye un 25% de la sefal, mientras que la banda que
migra a la altura de la de la WT representa el 75%. Para el caso de la mutante W81A,
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la banda extra constituye el 5% del total de la proteina. Por otra parte, en el gel de la
electroforesis en condiciones desnaturalizantes se observa una Unica banda para
todas las proteinas, lo que descarta la posibilidad de que alguna de ellas pueda haber
sido digerida parcialmente (fig. 29B). Dado que los resultados obtenidos en los
espectros de dicroismo circular indican que no hay cambios sustanciales en la
estructura de ninguna de las mutantes, parece razonable interpretar la existencia de
una segunda banda con menor movilidad como la consecuencia de cambios en el
estado de oligomerizacion.

Nuestros resultados apoyan la idea de que la mutacion en el E436 a alanina produce
un cambio en el estado de oligomerizacion de la TryR.

2.6.3. Ultracentrifugacion analitica.

A la hora de caracterizar el estado de oligomerizacién de una proteina no basta con
aplicar una Unica técnica. Una segunda opcién perfectamente validada es el anilisis
mediante experimentos de ultracentrifugacién analitica. Concretamente se realizaron
dos tipos de experimentos:

- Velocidad de sedimentacidn: técnica hidrodindmica sensible a la masa y la
forma. Se someten las muestras a un elevado campo centrifugo de tal
manera que la fuerza de centrifugacién es mayor que la de difusién, por lo
que existe un transporte neto de material hacia el fondo de la celda. La
migracion de las proteinas va quedando registrada por una serie de medidas
de absorbancia a distintas longitudes de onda y a intervalos regulares de
tiempo. Las macromoléculas se fraccionan asi en funcidn de su coeficiente
de sedimentacion, una funcién de la masa, la densidad y la forma
macromolecular. Este fraccionamiento es muy Util para detectar y cuantificar
la estequiometria y la afinidad de complejos macromoleculares.

- Equilibrio de sedimentacion: técnica termodinamica sensible exclusivamente
a la masa. Se realiza a velocidades inferiores, donde se igualan las fuerzas
opuestas de centrifugacidn y difusion (condicién de equilibrio). En estas
condiciones, las especies macromoleculares se distribuyen formando un
gradiente de concentracién que se caracteriza porque a) no varia con el
tiempo, b) es independiente de las propiedades hidrodindmicas (forma) de
las macromoléculas y c) depende Unicamente de la masa molecular de la
especie que sedimenta. Esta técnica permite la determinacién de la masa
molecular de las especies macromoleculares que sedimentan, asi como la
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deteccion y el andlisis cuantitativo (en términos de estequiometria, afinidad
y reversibilidad) de las asociaciones que dan lugar a la formaciéon de
complejos macromoleculares en disolucion.

Se realizaron experimentos de velocidad de sedimentacion para las cuatro proteinas a
una concentracién de 1.0 mg/mL y de equilibrio de sedimentacién a tres
concentraciones distintas, 0.2, 0.5 y 1.0 mg/mL, en todas ellas la densidad dptica a
230 nm de las proteinas se mantiene en el rango 0.2-0.5.

43kD | 92kD 48kD | 98kD
(4%)  (95%) : (5%)  (94%)

48kD 91kD - 44kD | 97kD
(22%) (75%) ' (2%) (97%)

ny = ! =3 —— .

Figura 30. Experimentos de velocidad de sedimentaciéon mediante ultracentrifugacién analitica de
TryR WT (A), W81A (B), E436A (C) y Q439A (D).

Los resultados del anadlisis de velocidad de sedimentaicdn revelan que mientras que
para las TryR WT, W81A y Q439A précticamente la totalidad de la proteina estd en
forma de un dimero de unos 92-98 kDa y sélo hay en torno a un 4% de poblacion
monomeérica, para la E436A el porcentaje de mondmero es 5 veces mayor, alcanzando
un 22% de la cantidad de proteina.

En este momento podemos afirmar que la mutacién del E436 a alanina, esta
inhibiendo la dimerizacién de la TryR.
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2.6.4. Ensayo de union de FAD.

En condiciones nativas la TryR es un dimero y cada mondmero es capaz de unir una
molécula de NADPH y otra de FAD. Teniendo en cuenta que la proteina debe estar en
dicha conformacién dimérica para que sea capaz de unir las moléculas de FAD, se
puede hacer una estimacion del estado de dimerizacién mediante un cdlculo de la
cantidad de FAD unido por unidad de masa de proteina basdandonos tan sélo en datos
obtenidos mediante espectroscopia. Se tomaron las proteinas TryR WT, W81A, E436A
y Q439A purificadas y se midié la absorcién de cada muestra a 280 nm (maximo de
absorcién de proteinas) y a 450 nm (mdaximo de absorcion del FAD). La ratio entre
dichas absorbancias nos da la cantidad de FAD unido para cada proteina (fig. 31).
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WT W81A E436A Q439A

Figura 31. Cantidad de FAD unido por cada una de las TryR calculado mediante el ratio As50/Ag0.

Mientras que las mutantes W81A y Q439A son capaces de unir la misma cantidad de
FAD que la WT, la mutacién en el E436 hace que la TryR sea capaz de unir un 30%
menos de cofactor.
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2.7. Profundizacidn en el estudio de la dimerizacion de la TryR.

2.7.1. Generacion de nuevas mutantes de TryR.

Hemos demostrado que en la dimerizacién de la TryR juegan una papel fundamental
las interacciones no covalentes que se establecen entre el E436 de un mondmero con
el mondmero complementario, pero cabe la posibilidad de que ademads exista una
interaccién covalente de tipo puente disulfuro entre las C444 de cada mondmero (ver
apartado 2.2.2.). Para elucidar si esto es asi, nos propusimos generar una serie de
mutantes de la TryR nuevas; ademas, nos planteamos generar una mutante nueva del
E436 en la que cambiamos el residuo dacido por uno bdasico, lo que deberia
desestabilizar aun mas el dimero que en el caso de la E436A.

C444S: cambio de la cisteina 444 por una serina en la TryR WT.
E436A/C444S: cambio de la cisteina 444 por una serina en la TryR E436A.
E436K: cambio del glutdmico 436 por una lisina.

El proceso de mutagénesis dirigida, clonaje, expresidon y purificaciéon de las nuevas
mutantes fue andlogo al llevado a cabo para las anteriores (ver apdo. 2.3.), con el
Unico inconveniente de que la E436K resulta ser una proteina mucho mas insoluble
que el resto; aun asi se obtuvo suficiente cantidad como para poder ser purificada.

2.7.2. Caracterizacion enzimatica de TryR E436K, C444S y E436A/C444S.

La actividad enzimatica de las nuevas mutantes se caracterizé (fig. 32) de forma
similar a lo ya descrito anteriormente, determindndose sus distintos parametros
enzimaticos (tabla 9). En todo caso se tomd como referencia la proteina WT.
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Figura 32. Cinéticas enzimaticas de TryR WT y mutantes E436K, C444S y E436A/C444S.

Tabla 9. Parametros cinéticos de TryR silvestre y mutantes E436A, E436K, C444S y E436A/C444S. K,:
constante de Michaelis-Menten. V. velocidad maxima de la reaccion. ke numero de

intercambio. kcat/Km: constante especifica.

[ wn [ e [ ][ e || By |

[TryR] (uM) 0,0075 0,0075 0,0075 0,0075 0,0075

Km (M) 20,64 192,22 434 20,17 60,37

Vinax (maU-s™) 0,0228 0,0006 0,0001 0,0191 0,0002
Keat (s™) 30,22 0,80 0,1 25,32 0,27
Keat/Km (LM™:s?) 1,464 0,004 0,024 1,255 0,004
Ratio mutante /WT 1,000 0,003 0,016 0,857 0,003

80



Lo primero que observamos es que el cambio del E436 por un residuo basico como es
la lisina produce, como parecia légico, una enzima mucho menos activa, con un n2 de
recambio 300 veces mds pequefio que el de la proteina WT y una eficiencia catalitica
60 veces mas pequenia.

Por otra parte, el cambio de la C444 a serina sélo parece afectar ligeramente a la
actividad de la enzima, puesto que tanto su nimero de recambio como su eficiencia
catalitica son muy similares a los de la TryR WT. Ahora bien, en el caso de la doble
mutante, el afiadir la mutacién C444S a la E436A genera una TryR con la misma
eficiencia catalitica, pero con un nimero de recambio ain mas bajo, de menos de la
mitad del observado para la E436A, lo que nos dice que la E436A/C444S es capaz de
reducir menos de la mitad del tripanotidon que reduce la E436A en el mismo tiempo.

2.7.3. Estudio del plegamiento y oligomerizacion de TryR E436K, C444S vy
E436A/C444S.

Previamente a los estudios de oligomerizacién de las nuevas mutantes, se comprobé
mediante dicroismo circular que las tres estaban correctamente plegadas (datos no
mostrados). Se procedido a estudiar el estado de oligomerizacién de cada una
mediante las mismas técnicas empleadas anteriormente:

- Electroforesis de proteinas en condiciones nativas:
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Figura 33. Geles de poliacrilamida tefiidos con azul de Coomasie correspondientes a la electroforesis
nativa (A) y en condiciones desnaturalizantes (B) de 5 pg de TryR WT (1), E436K (2), C444S (3) y
E436A/C444A (4) respectivamente. La flecha roja indica la presencia de una banda extra para la
E436K y la E436A/C444S. M: Marcador de pesos moleculares.
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Se observd que la mutacion del E436 a lisina (carril 2) sigue produciendo la aparicion
de la banda de proteina extra correspondiente al mondmero de TryR, pero
aparentemente no hace que haya una mayor cantidad que en caso de la E436A (figura
29, carril 3). La mutacion de la C444 a serina (carril 3) no parece alterar el estado de
oligomerizacién de la TryR ya que, al igual que en el caso de la WT (carril 1), aparece
Unicamente la banda correspondiente a la proteina dimérica. En el caso de la doble
mutante E436A/C444S (carril 4) se mantiene el patrén de dos bandas correspondiente
a mondémero y dimero de TryR ya observado en la E436A. Al realizar la electroforesis
en condiciones desnaturalizantes, se observa que, en el carril correspondiente a la
E436K, aparecen algunas bandas débiles de tamafio menor y mayor respecto al
monomero de TryR, lo que podria estar hablando de degradacién de la proteina y de
la presencia de agregados supramoleculares dificiles de desnaturalizar.

- Ultracentrifugacién analitica:
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Figura 34. Experimentos de velocidad de sedimentacidn mediante ultracentrifugacion analitica de
TryR WT (A), E436K (B), C444S (C) y E436A/C444S (D).

Se observd que, mientras que para las TryR WT (A) y C444S (C) practicamente la
totalidad de la proteina esta en forma de un dimero de unos 100-109 kDa y sélo hay
un 5% de poblacion monomérica, para la E436K (B) el porcentaje de mondmero es 4
veces mayor, alcanzando un 23% de la cantidad de proteina, pero ademds empiezan a
aparecer agregados de mayor tamafio. Para el caso de la doble mutante (D) se
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determind que, si bien para la E436A tenemos un 22% de mondmero, al afiadir la
mutacién C444S la poblacién monomérica practicamente se duplica hasta alcanzar un
42% del total, quedando tan solo un 46% de especie dimérica.

Por tanto, nuestros resultados demuestran que la mutacion C444S por si sola no es
capaz de alterar la dimerizacién de la TryR, pero acompafnada de la mutacién E436A si
parece tener un efecto en la misma.

- Ensayo de unién de FAD:
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Figura 35. Cantidad de FAD unido por cada una de las TryR calculado mediante el ratio As50/Ag0.

Una vez mas se observd que, si bien la mutacién de la C444 a serina no disminuye la
capacidad de la enzima de unir FAD, la doble mutante E436A/C444S es capaz de unir
hasta un 45% menos de FAD que la WT y aproximadamente un 30% menos que
E436A. Cabe destacar asi mismo el caso de la E436K, que resulta la proteina con
menor capacidad para unir FAD, hasta un 73% menos que la WT, lo que podria
deberse a la gran inestabilidad de la proteina resultante que tiende a formar
agregados mayores que el dimero nativo.
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2.8. Inhibicion de la dimerizacion de la TryR.
2.8.1. Diseiio de un inhibidor de la dimerizacion de la TryR.

Hemos determinado que el E436 es un residuo clave para la dimerizacién vy, por tanto,
la actividad enzimatica de la TryR. El siguiente paso consistio en disefiar una molécula
capaz de inhibir la dimerizacién de la TryR silvestre.

El E436 se encuentra dentro de una hélice a contenida en el dominio de dimerizacién
de la proteina, asi que inicialmente se optd por la aproximacién mas sencilla, que era
probar como inhibidor un péptido formado por la secuencia de aminodacidos de dicha
hélice (péptido 1). Dado que entre las C444 se podrian formar puentes disulfuros
intermoleculares que podrian afectar a la inhibicion de la dimerizacidn, se propuso
sintetizar otro péptido en el que se cambia dicho residuo por serina (péptido 2). Estos
dos péptidos llevan los extremos amino y carboxilo libres, lo que puede favorecer la
degradacién de los mismos por accion de proteasas. Debido a esto, se disefid un
tercer péptido igual que el 2, pero con los extremos protegidos: el extremo amino
acetilado y el carboxilo en forma de amida (péptido 3). Por ultimo, se disefid un
cuarto péptido que tuviera la secuencia minima para mantener la helicidad del mismo
(verificado con el programa AGADIR, http://agadir.crg.es/), también con los extremos
protegidos de la misma manera que el péptido anterior (péptido 4). Todos estos
péptidos se mandaron sintetizar a una casa comercial.

Péptido 1: H,N-PE4361QSVGICMKM-COOH
Péptido 2: H,N-PE43¢IIQSVGISMKM-COOH
Péptido 3: Ac-PE436llQSVGISMKM-Amd

Péptido 4: Ac-PE436!IQSVGIS-Amd

Figura 36. Secuencia y estructura de los péptidos propuestos como inhibidores de la dimerizacion de
la TryR. Péptido 1, con la misma secuencia que la TryR WT y péptido 2 con la secuencia WT, pero
cambiando la C444 por serina. En ambos se indica en amarillo el E436.
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2.8.2. Inhibicién de la actividad de la TryR.

La actividad de la enzima silvestre en presencia de los posibles inhibidores se
determiné de forma andloga a los ensayos de actividad anteriores: TryR WT 75 nM,
HEPES 40 mM pH 7.5, EDTA 1 mM y NADPH 0.15 mM, con la diferencia de que se
preincubd la proteina con cada uno de los péptidos a 25 uM o con DMSO (solvente de
los péptidos), durante una hora con agitacién. Se afiadié el DTNB 25 uM y se disparé
la reacciédn anadiendo TS, 1 uM. El curso de la reaccién se siguidé midiendo la
absorbancia a 405 nm durante veinte minutos (fig. 37).
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Figura 37. Ensayos de actividad de la TryR WT en presencia de DMSO vy los péptidos 1 (A), 2 (B), 3(C)
0 4(D) a una concentracién de 25 uM (# p<0.05; * p<0.01; ** p<0.005; ***p<0.001).

Se observé que tanto el péptido 1, como el 2 tienen un pequefio efecto inhibitorio de
la actividad de la TryR; el péptido 4 no solo no inhibe, si no que parece activar
ligeramente la TryR. Finalmente el péptido 3 si que tiene un fuerte efecto inhibitorio
de la actividad enzimatica de la TryR silvestre.
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2.8.3. Inhibicién de la dimerizacién de la TryR.

Hemos disefiado un péptido (péptido 3) capaz de inhibir la actividad de la TryR pero,
una vez mas, no sabemos si estamos inhibiendo la dimerizacién de la proteina.
Necesitamos disefiar un ensayo de dimerizacion que nos permita determinar la
influencia de nuestro péptido en este proceso. Para ello nos basamos en un método

. . 197
descrito por Sluis-Cremer et al. o

. En pocas palabras, la técnica se basa en marcar
una TryR WT con un FLAG-tag y ponerla en contacto con otra TryR WT que esta
marcada con His-tag. El proceso de dimerizacién es un equilibrio entre los dimeros y
los respectivos mondmeros. Si dejamos las dos TryR en contacto el tiempo suficiente y
en las condiciones adecuadas, se formara un determinado porcentaje de
heterodimero (el término heterodimero se refiere tan sélo a la presencia de tags
distintos en cada mondmero ya que, a excepcién de los tags los dos mondmeros son
idénticos) que portara tanto el His-tag, como el FLAG-tag (fig. 38A). Después, en una
placa tapizada con un anticuerpo anti-FLAG retendremos selectivamente sélo las
proteinas que tengan dicho tag, tanto el homodimero FLAG-tag/FLAG-tag como el
heterodimero FLAG-tag/His-tag. Por Ultimo realizaremos un ensayo por
inmunoabsorcion ligada a enzimas (ELISA) con un anticuerpo anti-His, de tal manera
que detectaremos de forma selectiva el heterodimero (fig. 38B).
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Figura 38. A. Ensayo de dimerizacion de la TryR. A: Equilibrios dimero-mondémeros para cada una de
las TryR WT. Se indican los 2 posibles homodimeros y el heterodimero resultantes.
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Figura 38. B. Diagrama del ELISA disefiado para la deteccidn del heterodimero.

Ademas, en este disefio las dos TryR tienen un tag extra, el T7, con lo que se puede
realizar un ELISA con un anticuerpo frente a T7 que nos servird como un pseudo-
control de carga, para ver si las diferencias de sefial en el ensayo se deben a inhibicion
de la dimerizacidén o a menor cantidad de proteina unida a la placa.

Generacion de una TryR-FLAG.

Lo primero que necesitdbamos era una TryR marcada con el FLAG-tag pero sin el His-
tag (en este punto recordar que la proteina silvestre utilizada en todos los ensayos
descritos anteriormente en esta memoria fue purificada gracias a la presencia del His-
tag). Para ello, tomando como molde el pRSET A-TryR y mediante técnicas de biologia
molecular, se digirié el ADN obteniéndose la secuencia de la TryR sin el His-tag y se le
ligd la secuencia codificante para el FLAG-tag. Esta construccion se clond en el vector
de expresion pET24a, que posee el T7-tag generdndose la construccién pET24a-FLAG-
TryR (fig. 39).

Figura 39. Construccion pET24a-FLAG-TryR. Se indica en rojo el T7-tag perteneciente al vector.
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Con este ADN se transformaron bacterias competentes DH5a.. Realizamos un cribado
por PCR de las colonias para determinar cudles habian incorporado la construccién,
seleccionando una positiva, se purifico el ADN del plasmido y con el mismo
transformamos la cepa de expresion Rosetta de E. coli. Se realizé un cultivo
preparativo de las mismas, induciendo la expresién de una forma analoga a la
utilizada para las anteriores mutantes y se realizd una purificacidon por cromatografia
de afinidad en columna con una agarosa con el anticuerpo anti-T7 acoplado
covalentemente (fig. 40).
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Las fracciones con la proteina FLAG-TryR purificada (5-9) se concentraron con un
Amicon de 30kDa de cut-off donde ademas cambiamos el tampdn por el mismo en el
que estaba la His-TryR, obteniendo alrededor de 1mg de proteina purificada.

Ensayo de dimerizacion de la TryR.

Una vez obtenidas las dos TryR marcadas con His-tag y FLAG-tag respectivamente,
pasamos a montar el ensayo de dimerizacién que consiste en lo siguiente: cantidades
equimolares de FLAG-TryR Y His-TryR son coincubadas con agitacién y a 372C durante
16 horas para favorecer la disociacion de los dimeros. Después, pasamos las proteinas
a una placa tapizada con un anticuerpo frente a FLAG donde se incuban con agitacion
a temperatura ambiente durante 2 horas. Lavamos la proteina no unida
especificamente vy, para detectar el heterodimero FLAG-TryR/His-TryR, realizamos un
ELISA frente a His. Para verificar que la cantidad de proteina dispuesta en cada pocillo
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es la misma, se realiza en paralelo un ELISA frente a T7 (fig. 41). Como controles del
experimento realizamos el mismo proceso incubando sélo FLAG-TryR 6 sélo His-TryR
(en ambos casos a doble concentracidn para igualar la concentracion de TryR del
ensayo en el que se mezclan ambos tags).

0,9 m 1:5000 anti-His
m 1:5000 anti-T7

As90

FLAG-TryR His-TryR FLAG-TryR +
His-TryR

Figura 41. Ensayo de heterodimerizacion de TryR. Cuantificacién mediante ELISA de la cantidad de
heterodimero FLAG-TryR—His-TryR formado. En azul la sefial correspondiente al ELISA con anti-His y
en rojo la sefial correspondiente al ELISA con anti-T7 (control de carga de proteina).

Al analizar la sefial debida al anticuerpo anti-His (columnas azules) observamos que en
los pocillos en los que hay una mezcla de las dos TryR se observa un incremento de la
sefial con respecto a las sefiales de las dos proteinas por separado lo que indica que,
tal y como se esperaba, con la incubacién durante 16 horas a 372C se produce un
intercambio de subunidades entre los dimeros que conduce a la aparicidon de dimeros
mixtos FLAG-TryR/His-TryR que quedan retenidos en la placa tapizada con anti-FLAG y
son luego detectados con anti-His. El revelado con anti-T7 (columnas rojas) verifico
que este incremento de la sefial no se debe a una mayor cantidad de proteina en el
pocillo, tal y como se deduce de la sefial equivalente observada en los pocillos que
contienen solo FLAG-TryR y aquellos que contienen FLAG-TryR/His-TryR (recordemos
que ambas construcciones estdn marcadas con T7). Las sefiales en el ELISA con anti-
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His (columnas azules) que se observan en los pocillos donde sélo hay FLAG-TryR (no
deberia haber sefial con anti-His) y His-TryR (no deberia haber proteina pegada a la
placa) se deben a cierta inespecificidad del anti-His utilizado en el ELISA y del anti-
FLAG que tapiza la placa respectivamente.

Inhibicion de la dimerizacion de la TryR.

Con el ensayo de dimerizacién puesto a punto, se procedié a testar la capacidad del
péptido 3 de inhibir la dimerizacién de la TryR. Para ello, se realizé un ensayo de
dimerizacidn analogo al anterior, solo que en este caso se incubd la mezcla de FLAG-
TryR y His-TryR con concentraciones crecientes del péptido 3 (0.5, 1.0, 2.0, 4.0 y 8.0
1M) durante las 16h de agitacién a 37°C. El resto del ensayo se realiz6 exactamente
en las condiciones ya descritas (fig. 42).

1,2 4 = 1:5000 anti-His
® 1:5000 anti-T7
1 <
0,8 -
o
2 06 -
<
0,4 -
0,2 -
o 4 —
FLAG-TR His-TR FLAG-TR+ | FLAG-TR+ | FLAG-TR+ | FLAG-TR+ | FLAG-TR+ | FLAG-TR+
His-TR His-TR His-TR His-TR His-TR His-TR
[pépt 3]
(uM) 0 0 0 0,5 1 2 4 8

Figura 42. Ensayo de inhibicién de la heterodimerizacién de TryR por el péptido 3. Cuantificacion
mediante ELISA de la cantidad de heterodimero FLAG-TryR—His-TryR formado en presencia de
concentraciones crecientes de péptido 3. En azul la sefial correspondiente al ELISA con anti-His
(cantidad de heterodimero) y en rojo la sefial correspondiente al ELISA con anti-T7 (control de carga
de proteina).
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Los resultados mostrados en la figura 42 demuestran que el péptido 3 no solo es
capaz de inhibir la actividad de la TryR sino también su dimerizacién. Se observé que
existe un claro efecto de dosis-respuesta entre la cantidad de péptido presente en el
ensayo y el porcentaje de heterodimero formado. La ICso del péptido 3 con referencia
a la inhibicién de la formacién del dimero de TryR es de 1.4 + 0.2 uM. Ademas se
observa que, aunque en mucha menor medida, la incubacién con el péptido también
disminuye la sefial del ELISA con anti-T7, lo que indica una disminucion en la cantidad
de proteina en el pocillo. Parece légico ya que el péptido no sélo inhibe la formacion
del heterodimero FLAG-TryR—His-TryR sino también la del homodimero FLAG-TryR—
FLAG-TryR, evitdndose de esta manera la formacidon de este tipo de dimero y
reduciéndose por tanto la cantidad de proteina con T7 presente en la placa.

2.8.4. Efecto leishmanicida del péptido 3 en infecciones de macréfagos con
amastigotes.

Nuestros resultados indican que hemos sido capaces de disefiar un péptido capaz de
inhibir la dimerizacién y por tanto la actividad de la TryR de L. infantum. ¢Tiene este
péptido un efecto leishmanicida? En primer lugar realizamos un ensayo de viabilidad
incubando los amastigotes de Leishmania y los macréfagos THP-1 con
concentraciones crecientes de dicho péptido. No se observa toxicidad alguna para
ninguno de ellos (resultados no mostrados). Es posible que para que el péptido pueda
ejercer un efecto téxico, los amastigotes tengan que estar sometidos a un estrés
oxidativo del que les sea mas dificil escapar, al tener inhibida la funcionalidad de una
de las proteinas involucradas en las rutas de detoxificaciéon. Para elucidar esta
cuestién, procedimos a realizar infecciones de macroéfagos THP-1 con amastigotes de
L. infantum que expresan la proteina eGFP. Se trataron los macréfagos con
concentraciones crecientes del péptido 3 y, a las 48 horas, se estudié tanto el
porcentaje de células infectadas, como la intensidad de fluorescencia media de las
mismas (fig. 43).
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Figura 43. Actividad del péptido 3 en macréfagos THP-1 infectados con amastigotes. A: Porcentaje
de macroéfagos THP-1 que emiten fluorescencia verde tras 48 horas de tratamiento con DMSO,
péptido 3 a 5.0, 12.5y 25.0 uM y edelfosina 3 uM respectivamente. La fluorescencia verde es debida
a la presencia de amastigotes de L. infantum que expresan la eGFP dentro de los macréfagos. B:
Intensidad media de fluorescencia (IMF) verde de los macréfagos THP-1 que contienen amastigotes
que expresan eGFP tras 48 horas de tratamiento con DMSO, péptido 3 a 12.5y 25.0 uM y edelfosina
3 pM.

Atendiendo al porcentaje de infeccion observamos que, mientras que el 44% de las
células control tratadas exclusivamente con DMSO estan infectadas, este valor
disminuye hasta el 15% en las células tratadas con una concentracion 25 uM de
péptido 3, lo que supone una reduccidon del 65% en las tasas de infeccién. Es
destacable que a esta concentracién no se observa citotoxicidad alguna en los
macrofagos. De la figura 28 se deduce también un claro aumento del efecto protector
del péptido 3 en funcidn de su concentracidn.

El andlisis de la intensidad media de fluorescencia de las células infectadas se
incrementa sorprendentemente segin aumenta la concentracion del péptido 3. Este
resultado podria ser interpretado inicialmente como un aumento en el nimero de
amastigotes presentes en los macrdéfagos que se mantienen infectados tras el
tratamiento. Sin embargo un anadlisis detallado de los resultados indica que el
aumento de la sefal fluorescente debe considerarse debido a la emisién de
fluorescencia por el propio péptido, tal y como se deduce del hecho de que el citado
aumento de fluorescencia se observe también en macréfagos sin infectar incubados
con el péptido (datos no mostrados).

Nos vemos en condiciones de afirmar que el péptido 3 tiene un efecto leishmanicida
dosis-dependiente en macréfagos THP-1 infectados con amastigotes de L. infantum.
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DISCUSION

Jamds hemos tenido un arsenal tecnoldgico tan sofisticado para tratar las
enfermedades y aun asi, el vacio de su repercusion en la salud se va haciendo mds y
mds grande, Esto es inaceptable. Este ruego, reivindicando llenar el vacio existente
paises ricos y pobres, fue pronunciado por Margaret Chan en su primer discurso
oficial como Directora General de la OMS en agosto del 2007. El drama reside en que
es una reivindicacidn se une las que vienen sosteniendo sus antecesores en el cargo

1
98, las enfermedades

durante los ultimos treinta afios. Segin datos de la OMS
tropicales olvidadas (NTD por el inglés Neglected Tropical Deseases) afectan a 1.000
millones de personas, un sexto de la poblacién mundial, produciendo 550.000
muertes al afio *°, por lo que representan uno de los mayores retos a los que se
enfrenta la ciencia y la salud publica. A pesar de ello, el grifo de produccién de nuevos
farmacos para el tratamiento de las NTD estd practicamente cerrado. No es un
problema de falta de recursos en la investigacion basica, que es de alta calidad, sino
del proceso de trasladar los resultados de esta investigacion al campo del
tratamiento, un proceso largo y costoso, que desalienta a las farmacéuticas a invertir
en el desarrollo de farmacos para el tratamiento de estas enfermedades. Ademas,
conviene recordar que nuestra “cultura académica”, enfocada a recompensar
publicaciones y a la creacion de riqueza, no ha hecho sino agravar el problema vy
ensanchar ese vacio.

Dentro de las NTD, aquellas enfermedades producidas por agentes englobados en la
familia Trypanosomatidae y que se concentran principalmente en las regiones rurales
mas pobres del planeta, son unas de las que poseen indices de mortalidad mas altos.
Concretamente, Trypanosoma es responsable de la enfermedad de Chagas en
Sudamérica y la enfermedad del suefio en Africa, mientras que Leishmania es
responsable de los distintos tipos de leishmaniasis que son endémicas en 88 paises
distribuidos en Africa, sur de Asia y Latinoamérica. A pesar de sus terribles indices de
mortalidad, son poco o nada conocidas en el mundo occidental. Los farmacos
disponibles para el tratamiento de estas enfermedades son escasos, toxicos y en su
mayoria con décadas de antigliedad, lo que unido a la mala praxis ha originado la
aparicion de pardsitos resistentes a los distintos farmacos. En estos momentos, la
terapia combinada de los mismos es la Unica solucidn factible para combatir estas
enfermedades, ya que se consigue mejorar la eficacia de los farmacos, disminuir su
toxicidad, evitar la generacién de resistencias y disminuir el tiempo y coste del
tratamiento.
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En el caso concreto de la leishmaniasis y de cara al futuro mas inmediato, las
perspectivas segln la OMS no son nada halagliefias ya que, al no existir en estos
momentos ningun nuevo candidato susceptible de entrar en ensayos clinicos, no se
prevé el desarrollo de ninglin farmaco anti-Leishmania nuevo en la proxima década.

La necesidad de desarrollar nuevos tratamientos seguros, eficaces y econdmicos
contra las distintas formas de leishmaniasis constituye el leitmotiv del trabajo
presentado en esta tesis.

1. Cribado de alto rendimiento de compuestos con posibilidades de ejercer un
efecto anti-Leishmania.

Hemos puesto a punto un método de cribado de alto rendimiento de compuestos
gue nos ha permitido, gracias a las colaboraciones con distintos grupos especializados
en sintesis, evaluar la actividad leishmanicida de mas de 160 compuestos en las dos
etapas de su ciclo vital, esto es promastigotes y amastigotes, y probar su citotoxicidad
en dos lineas celulares humanas. Aun estando lejos de la capacidad de cribado de la
que disponen las grandes empresas farmacéuticas 2°°, no deja de ser resefiable que se
haya puesto a punto un sistema como éste en un pequefio laboratorio que se
encuentra dentro del entorno universitario ya que, con las colaboraciones actuales y
venideras, se sientan las bases implementar un método disefiado para la bisqueda de
nuevos farmacos anti-Leishmania. Sin duda, la puesta a punto de un rapido método
de analisis de las poblaciones de parasitos que utiliza las caracteristicas de adquisicion
del citdmetro de flujo FC-500 ha sido esencial para permitir un cribado de moderada
capacidad.

1.1. Compuestos con Se.

Se probaron un total de 38 compuestos con Se, divididos en selenocianatos y
diseleniuros (27 en total) y alquil-imidoselenocarbamatos (11) ademas de algunos
alquil-imidotiocarbamatos (4).

Selenocianatos y diseleniuros.

Tras realizar las primeras fases del cribado y como puede verse en los resultados
mostrados en las tablas 1y 2, se seleccionaron un total de 9 compuestos con actividad
leishmanicida mayor que la de la miltefosina (1b, 1g, 1e, 1j, 1k, 2a, 2b, 2e y 2k) siendo
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6 de ellos también mas potentes que la edelfosina (1e, 1j, 2a, 2b, 2e y 2k), dos
53,201

farmacos referencia por su actividad anti-Leishmania

En lo que se refiere a la toxicidad comparada entre parasitos y células humanas,
los indices de selectividad de los diseleniuros son siempre mayores que los de los
correspondientes selenocianatos y, los de todos ellos, mayores que los de los
farmacos referencia. En este punto el compuesto mds interesante es el 2e que resulta
7.5y 12.7 veces mas selectivo que la edelfosina para células Jurkat y THP-1y 4y 11
veces mas selectivo que la miltefosina para las mismas lineas celulares.

Cuando pasamos a evaluar la actividad de los mejores selenocianatos vy
diseleniuros en macréfagos infectados con amastigotes, descubrimos que los
primeros no tienen ningun efecto protector para los macréfagos pues resultan
incapaces de revertir la infeccidn, cosa que si consiguen en mayor o menor medida los
diseleniuros. Ahora bien, de los 4 diseleniuros mas prometedores, el 2e resulté ser un
compuesto con muy baja actividad frente a amastigotes intracelulares. Sin embargo,
tanto el compuesto 2a, como el 2b disminuyen un 75% y 60% el porcentaje de
macrofagos infectados, llegando a niveles cercanos a los de la edelfosina (90% de
reduccion). Ademds, al analizar la carga parasitaria de los macréfagos que se
mantienen infectados tras el tratamiento, observamos que 2a la reduce en un 30%,
idéntico valor que el obtenido para edelfosina, y 2b lo hace en un 18% (fig. 12). Es
muy posible que la pérdida parcial de efectividad que se observa en los compuestos
en los ensayos sobre macroéfagos infectados respecto de la obtenida en cultivos de
amastigotes in vitro sea debida a la existencia de barreras fisicas y metabdlicas que
tienen que ser superadas por cualquier molécula a la hora de ejercer su efecto
leishmanicida dentro de un macréfago humano.

Los resultados obtenidos a lo largo de todo el proceso de cribado ponen de
manifiesto que, dada la complejidad de los procesos que deben tener lugar hasta que
un posible fdrmaco alcanza su diana, es relativamente frecuente que compuestos que
tienen un excelente comportamiento en las primeras fases de cribado no lleguen a
consolidarse como buenos candidatos para el tratamiento de la enfermedad segun los
ensayos se acercan progresivamente a la situacién natural: un individuo completo
infectado por el parasito. En este sentido, 9 compuestos mostraron indices de
selectividad mejores que los de miltefosina en los ensayos in vitro. Sin embargo,
ninguno de ellos fue capaz de superar la actividad leishmanicida de edelfosina en
ensayos con macréfagos infectados. Previsiblemente el proceso de eliminacién
progresiva de moléculas candidatas se intensificara cuando el analisis se realice sobre
animales.
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Tomados todos los resultados en su conjunto, se deduce que los mejores
compuestos son el 2a, con un sustituyente amino, y el 2b, con un sustituyente N, N-
dimetilamino en la posicidon 4 del anillo aromatico respectivamente. Esta serie de
compuestos no solo muestra prometedoras propiedades como profarmacos, sino que
ademds su sintesis es sencilla y econdmica lo que apoya futuros estudios in vivo y el
desarrollo de su posible utilizacion en paises en vias de desarrollo, donde el coste de
las terapias es uno de los principales factores limitantes.

Alquil-imidoselenocarbamatos.

Los resultados mostrados en las tablas 3 y 4 no nos permiten establecer una
relacion estructura-actividad precisa en los alquil-imidoselenocarbamatos, pero si que
es posible sefalar algunas tendencias generales:

1) La sustitucion del Sen 1, 3, 5y 12 por Se para obtener las estructuras 2,4, 6 y
13 tiene un efecto positivo en la actividad: mientras que los compuestos con S pueden
considerarse inactivos, sus andlogos con Se presentan una actividad notable. Esta

.z . . . o . . 187-
observacidn concuerda con estudios previos relativos a su actividad antitumoral 8

190

2) Los anillos heteroaromaticos confieren una mayor actividad leishmanicida que
los anillos aromaticos simples. Concretamente, el compuesto 4, un derivado de
piridina no sustituido es muy activo frente a la forma promastigote (mas del 50% de
inhibicidn del crecimiento en todas las concentraciones utilizadas), mientras que su
analogo aromatico 6 no es efectivo en las mismas condiciones. La misma conclusiéon
se obtiene al comparar el compuesto 2 (anillo de piridina con un cloro) y el 10 (anillo
fenilo).

3) No se puede establecer ninguna correlaciéon en relaciéon a la presencia en el
anillo aromatico de sustituyentes con grupos electronegativos (trifluorometil, cloro) o
grupos dadores de electrones (metil, metoxi). Por ejemplo, los compuestos 13 (con un
metil) y 14 (con un trifluorometil) son activos, mientras que los compuestos 10 (con
un cloro) y 9 (con un trimetoxi) son inactivos.

Los compuestos con mejor actividad frente a los amastigotes de Leishmania son
el 2 (ICso = 4.7 uM) y el 4 (ICso = 3.0 uM), que a su vez son los que muestran mejores
indices de selectividad al realizar ensayos de citotoxicidad con células humanas. Sus
valores son similares a los de la edelfosina y miltefosina para las THP-1 y algo mas
pequefios que para las Jurkat.

98



En lo que se refiere a la actividad leishmanicida en macroéfagos infectados de los
alquil-imidoselenocarbamatos mds potentes, observamos que tanto el compuesto 2
como el 4 tienen un efecto protector claro, moderado en el caso de 2 (13% de
reduccion a las 96h) y tan solo ligeramente inferior al de edelfosina (reduccion del
87%) en 4 (reduccién del 62%). Ademas, atendiendo al nimero de pardsitos que
guedan dentro de los macréfagos, para los compuestos 2 y 4 se observa una
reduccion del 26% y 35% respectivamente, siendo esta Ultima una reduccién similar a
la alcanzada con edelfosina (fig. 13).

Resumiendo, el presente trabajo confirma la actividad leishmanicida de los
imidoselenocarbamatos, entre los que los compuestos 2 y 4, ambos con un anillo de
piridina, sobresalen como los dos derivados mas prometedores. Dada la sencillez de la
sintesis de estos compuestos, es posible preparar una gran variedad de analogos para
optimizar sus actividades in vitro e in vivo. Todos los compuestos presentados aqui se
sintetizan de una forma simple y sencilla, lo que puede ser importante a la hora de
escalar el proceso con vistas al tratamiento de enfermedades que afectan a paises en
vias de desarrollo.

1.2. Compuestos cationicos derivados de los sistemas de azaquinilizinio y
quinolizinio.

El cribado realizado sobre una bateria de sales de azaquinilizinio y quinolizinio nos
ha permitido evaluar un total de 41 compuestos y determinar que 10 de los mismos
no solo tienen un potente efecto leishmanicida in vitro, sino que ademas, atendiendo
a nuestros estudios de citotoxicidad, presentan mejores indices de selectividad que
los farmacos referencia empleados: edelfosina y miltefosina.

Posteriormente, al evaluar su actividad en macréfagos infectados con
amastigotes de L. infantum, el numero de compuestos con una actividad
leishmanicida satisfactoria se redujo a 3: las sales de azaquinilizinio EBM-70a, EBM-
F002 y EBM-F003. Los dos primeros son capaces de rebajar el porcentaje de células
infectadas al mismo nivel que la edelfosina: 74% de reduccién en el caso de EBM-70a,
76% de reduccidon para EBM-F002, 80% de reduccidon para edelfosina. EBM-F003
resulta incluso mas efectivo, reduciendo el porcentaje de macréfagos con amastigotes
intracelulares en un 90%. Ademas, el nUmero medio de parasitos dentro de las células
que se mantienen infectadas se reduce significativamente tras el tratamiento con el
compuesto EBM-70a (50% de reduccién), EBM-F003 (34% de reduccién) y EBM-F002
(25% de reduccidn), siendo los dos primeros tanto o mas efectivos que la edelfosina
(34% de reduccion).
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Estas sales de azaquinilizinio son estructuralmente parecidas a algunos derivados
de quinoxalina que ya han demostrado tener propiedades anti-Leishmania en

estudios previos en promastigotes en cultivo 202

. En nuestro caso hemos conseguido ir
un par de pasos mas alla puesto que, no sélo hemos detectado 10 compuestos con un
potente efecto leishmanicida frente a amastigotes en cultivo, sino que ademas 3 de
ellos mantienen dicha actividad en macrdéfagos humanos infectados con esos
amastigotes sin que se observe toxicidad alguna en los macréfagos humanos
ensayados. Estos resultados abren la via para futuros ensayos in vivo y, ademas, los
compuestos EBM-70a, EBM-F002 y EBM-F003 se pueden tomar como cabeza de serie
para el desarrollo de nuevas moléculas mas activas y con mejores indices de

selectividad.
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2. Inhibicidn de la dimerizacién de la TryR de L. infantum.

La inhibicion del proceso de dimerizacion de proteinas como terapia
farmacoldgica en el tratamiento de enfermedades parasitarias es una estrategia
pionera que se estd utilizando con éxito hoy en dia en el campo otras enfermedades

como son el SIDA, inhibiendo la dimerizacién de la transcriptasa inversa del HIV-1 164-

167, 2 204 . . aps . . .y
67,203,208 5 o] cancer de mama, inhibiendo la dimerizacién del receptor del factor de

crecimiento epidérmico (EGF) humano 2% 2%,

Gracias a la red de colaboradores establecida entre nuestro grupo de
investigacién, el Laboratorio de Modelado del Dr. Federico Gago en el departamento
de Farmacologia de la Universidad de Alcalad y el grupo de la Dra. M2 José Camarasa
en el Instituto de Quimica Médica, tenemos la posibilidad de afrontar el reto de la
inhibicion de la dimerizacion de la TryR mediante una estrategia multidisciplinar con
expertos en los campos de la bioinformatica, bioquimica, biologia molecular y quimica
sintética.

2.1. Hot-spots de la dimerizacion.

En primer lugar y dado que al comienzo de esta tesis no se habia caracterizado la
estructura de la TryR de L. infantum, el trabajo sobre la TryR comenzd con la
elaboracién de un modelo sobre la estructura de la proteina en base a su homologia
con otras proteinas descritas, tomando finalmente como molde la estructura de la
TryR de C. fasciculata. Durante el periodo de desarrollo de la fase experimental de la
presente tesis, la estructura de la enzima de L. infantum, obtenida en base a
experimentos de difraccién de rayos X, ha sido publicada Y la comparacién de
nuestro modelo con la estructura cristalografica genera una desviacidon cuadrdtica
media (RMSD) de 0.6 A, lo que demuestra la exactitud de nuestro modelo inicial.

Mediante el empleo de herramientas informaticas, procedimos a la busqueda de
los posibles hot-spots de dimerizacién. Gracias al programa NACCESS determinamos
cuales son los residuos que, para cada mondmero, se hallan menos expuestos al
disolvente en la TryR dimérica. Es decir, cudles son los residuos que se hallan mas
enterrados en el otro mondémero de la proteina. Los residuos que destacan en este
aspecto en mayor medida son Y69, W81, E436, Q439 e 1458.

Las interacciones electrostaticas y de van der Waals son especialmente relevantes
en la estabilizacidon de dimeros de proteinas. La contribucién de cada residuo a estas
interacciones en la interfaz de dimerizacién de TryR se evalué mediante el uso del
programa AMBER, seglin el cual los residuos con mayor contribucién a las
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interacciones electrostaticas son E82, N91, E436, y Q439, mientras que aquellos que
contribuyen en mayor medida a las interacciones de van der Waals son F79 y W81.

Al contrastar los resultados obtenidos mediante las tres aproximaciones
computacionales pudimos observar que tres residuos destacan en al menos dos de los
tres parametros estudiados como parte importante de la energia de dimerizacién:
W81, E436 y Q439.

Concretamente, el W81 es el que presenta una mayor diferencia entre la
superficie expuesta en el dimero y en los monémeros por separado. Estructuralmente
se observa que este residuo queda “enterrado” dentro de un nicho apolar formado
por Y69, M70, 173, L88, P90, G209 y Y210 del otro mondmero. Por su parte, el
carboxilo del E436 de un mondmero interacciona mediante puentes de hidrégeno con
los NH de S464 y A465 del esqueleto peptidico del otro mondmero. De la misma
manera, el CO de la Q439 de un mondmero interacciona con el NH de la V460 del
otro. Una vez publicada la estructura de la proteina, se ha podido comprobar que los
tres residuos (W81, E436 y Q439) estan implicados en la estabilizacién del dimero
mediante puentes de hidrégeno o,

Para verificar nuestra hipdtesis acerca de la importancia de estos tres residuos en
la dimerizacion de la TryR, planteamos la generacidon de tres mutantes en las que
cambidbamos cada uno de éstos por una alanina, resultando las proteinas W81A,
E436A y Q439A. Como una primera aproximacion, estudiamos la actividad enzimatica
de las mismas, comparandolas con la de la TryR WT. Observamos que, mientras que la
Q439A presenta unas caracteristicas enzimaticas similares a las de la proteina
silvestre, tanto la W81A como la E436A son menos activas, resultando esta ultima
mutante una enzima prdacticamente inactiva.

Ahora bien, la disminucidn en la actividad puede ser debida a que, efectivamente,
hayamos causado una pérdida de la capacidad del enzima para dimerizar o,
simplemente, a que las mutaciones generan un plegamiento incorrecto de las
proteinas. Esto ultimo fue rdpidamente descartado al verificar mediante
experimentos de dicroismo circular que tanto la proteina silvestre como las cuatro
mutantes, no sdlo estaban correctamente plegadas, sino que ademds tenian un
plegamiento practicamente idéntico.

Para estudiar el estado de oligomerizacién de una proteina existen multitud de
técnicas experimentales: electroforesis de proteinas en condiciones nativas,
ultracentrifugacién analitica, cromatografia de exclusion molecular, dispersién

102



dindmica de la luz, microscopia electrénica, espectrometria de masas, crosslinking
quimico, etc. En nuestro caso nos decantamos por estudiar nuestras proteinas
mediante las dos primeras. Ademads, dada la limpieza y sencillez del ensayo, nos
planteamos complementar el estudio cuantificando mediante espectroscopia la
cantidad de FAD que eran capaces de unir las distintas TryRs.

Nuestros resultados indican sin ninguna duda que la TryR WT purificada por
nosotros se encuentra, practicamente en su totalidad, en forma de dimero, lo que
concuerda con los datos obtenidos por otros investigadores mediante cromatografia
de exclusién molecular */. Los mismos resultados se obtienen para las mutantes W81A
y Q439A de lo que se deduce que tanto el W81 como el Q439 no son claves en la
dimerizacién de la TryR. Por el contrario, tanto los experimentos de electroforesis de
proteinas en condiciones nativas como de ultracentrifugacion analitica, confirman la
existencia de dos especies en distinto grado de agregacion en la mutante E436A, un
75% de la proteina como TryR dimérica y un 22% en forma de mondmero. Ademas,
esta Ultima mutante es capaz de unir un 30% menos de FAD que las TryR WT, W81Ay
Q439A. Tomando todos estos resultados en conjunto, podemos afirmar que el E436
es un residuo clave que puede ser considerado un hot-spot en la dimerizacién de la
enzima.

Estd idea fue reafirmada al estudiar una nueva mutante, la E436K, en la que en
lugar de sustituir el E436 (residuo acido) por una alanina (sin carga), se cambid por
una lisina (residuo basico). La mutante resultante presenta problemas de solubilidad,
es aun menos activa que la E436A y, estando correctamente plegada, presenta una
dispersion entre distintos estados de agregacion entre los que se observan especie
monomeérica, dimero y agregados proteicos mayores. Ademas es capaz de unir un
73% menos de FAD que la enzima silvestre. De todo esto se deduce que esta mutacion
desestabiliza en gran medida a la TryR.

Al finalizar el estudio de los hot-spots de dimerizacién propuestos inicialmente
mediante célculos informaticos, nos vemos en condiciones de certificar que uno de los
tres (E436) efectivamente es un residuo clave para la dimerizacion de la TryR y otro de
ellos (W81), aunque no se muestra imprescindible para el mantenimiento de la
estructura dimérica, si parece relevante para el ajuste fino de ambas superficies de
dimerizacién, contribuyendo de manera efectiva a generar la estructura necesaria
para la correcta actividad del enzima. Debido a esto, planteamos que la inhibicion de
la dimerizacion centrada en este punto concreto, puede ser una interesante diana
farmacoldgica anti-Leishmania.
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2.2. Inhibicidn de la dimerizacién de la TryR como estrategia farmacoldgica.

Dado que como hemos demostrado, el E436 es un residuo clave en la
dimerizacién de la TryR y ésta es una proteina fundamental para el control del estrés
oxidativo del parasito, nos planteamos disefiar moléculas capaces de interaccionar
selectivamente con la zona que ocupa dicho residuo e inhibir, de esta manera, la
dimerizacién buscando generar una enzima monomérica y, por la tanto, inactiva.

Dado que el E436 se encuentra dentro de una hélice o, disefiamos una serie de
cuatro péptidos andlogos a esta, con distintas modificaciones en los extremos y
distinta longitud, buscando obtener aquel péptido que resulte mas estable como
hélice o y ademas sea lo mas resistente posible a la degradaciéon ejercida por
proteasas.

Ya que habiamos puesto a punto un sencillo ensayo de actividad TryR in vitro,
inicialmente evaluamos la capacidad de cada uno de ellos para inhibir dicha actividad.
Nuestros resultados prueban que de los 4 péptidos propuestos, el nimero 3 (Ac-
PEIIQSVGISMKM-Amd) es capaz de inhibir la actividad enzimatica de la TryR.

Una vez mas, esta caida en la actividad enzimatica no tiene porqué ser debida a
una inhibicidn de la dimerizacién de la proteina, por lo que disefiamos un ensayo en el
que se pudiera cuantificar de forma relativa la cantidad de dimero de TryR formado y,
una vez puesto a punto, ver si esa cantidad de dimero cae por la coincubacién de la
TryR con el péptido 3. Los resultados obtenidos indican que, efectivamente, dicho
péptido es capaz de inhibir la dimerizacién de la enzima, observando de forma clara
una relacidn dosis-respuesta.

En este punto, estamos en posesion de un péptido capaz de inhibir la
dimerizacién y por tanto la actividad in vitro de una enzima clave en la supervivencia
del pardsito, pero no sabemos cémo se comportard nuestro inhibidor en un modelo
biolégico como el parasito. Para averiguar si el péptido posee actividad leishmanicida,
probamos su efectividad en ensayos de toxicidad, comprobando que es
completamente inocuo tanto para amastigotes de Leishmania como para macréfagos
humanos THP-1. Es posible que el péptido sea incapaz de atravesar la membrana del
parasito, que sea degradado rapidamente, que la cantidad de TryR que inhiba sea
muy pequefia, o que los parasitos no necesiten mucha TryR activa en las condiciones
del ensayo.

Dado que no esperamos que en estas condiciones los pardsitos se encuentren
sometidos a condiciones de especial estrés oxidativo, nos propusimos probar la
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efectividad del péptido 3 en unos amastigotes que estuvieran sometidos a unas
condiciones mas agresivas. Para ello, estudiamos su efecto en células THP-1
infectadas con amastigotes que expresan la eGFP. En este caso si que fuimos capaces
de observar un claro efecto del péptido sobre los amastigotes intracelulares, ya que el
porcentaje de macréfagos infectados decae claramente tras el tratamiento con el
mismo. Un fendmeno curioso es que la fluorescencia de los macréfagos infectados
aumenta al tratarlos con el péptido 3, fendmeno que no estad relacionado con un
aumento del nimero de amastigotes intracelulares pues el aumento de fluorescencia
se observa en igual o incluso mayor medida en macréfagos no infectados. Estos
resultados sugieren que el péptido presenta cierta fluorescencia, lo que podria ser de
utilidad para determinar su localizacidn intracelular mediante microscopia.

Tenemos en nuestro poder un péptido que, siendo capaz de inhibir Ia
dimerizacién de la TryR in vitro, ademas ejerce un efecto leishmanicida en macréfagos
humanos infectados con amastigotes de L. infantum. Es decir, nuestro péptido es
capaz de atravesar las membranas de macréfagos y amastigotes e inhibir la TryR
dentro del parasito, con el resultado de disminuir la capacidad del mismo de
defenderse de un ataque oxidante.

Estos resultados abren toda una serie de vias de investigacion de cara a 1) probar
la efectividad del péptido 3 en un modelo animal, como pueden ser ratones
infectados con amastigotes de L. infantum, 2) probar la efectividad del péptido 3
frente a otros pardsitos tripanosomatidos como por ejemplo el Trypanosoma,
responsable de la enfermedad de Chagas y la enfermedad del suefio y 3) intentar
mejorar desde un punto de vista sintético el péptido inhibitorio.

2.3. La cisteina 444, ésensor bioldgico de estrés oxidativo en tripanosomatidos?

El andlisis detallado de la estructura de la TryR en su interfaz de dimerizacién nos
reveld la existencia de dos cisteinas, una correspondiente a cada mondémero, en
posicién 444 (C444) que se encuentran enfrentadas a una distancia de 3.33 A. A pesar
de ser una distancia ligeramente mayor de la esperada para la formacién de un
puente disulfuro, no se puede descartar la posible existencia de esta interaccién
covalente entre las dos mondmeros que seria capaz de estabilizar la forma dimérica
de la proteina. De ser asi, contradeciria las evidencias experimentales publicadas
hasta la fecha que afirman que, tanto en el cristal de la TryR de C. fasciculata 207,
como en el de T. cruzi *® la densidad electrénica observada corresponde a tioles
libres.
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Para intentar determinar de una forma indirecta la presencia de ese puente
disulfuro, nos planteamos generar dos mutantes: una en la que sustituimos la C444
por una serina (C444S) y otra en la que realizamos la misma sustitucion pero sobre la
mutante en la que previamente habiamos cambiado el E436 por una alanina,
obteniendo una doble mutante (E436A/C444S).

Al igual que hicimos para las anteriores mutantes, en primer lugar evaluamos la
actividad enzimdtica de las nuevas proteinas, observando que el cambio de la C444
por una serina no afecta en absoluto a la actividad enzimatica ya que la mutante
C444S posee unos parametros enzimaticos similares a los de la TryR WT. Lo que
resulta llamativo es que, si bien por si sola esta mutacién no afecta a la actividad, al
comparar la E436A con la doble mutante E436A/C444S se observa que esta Ultima es
una TryR con la misma eficiencia catalitica, pero con un nimero de recambio aiin mas
bajo, de menos de la mitad del observado para la E436A, es decir, la E436A/C444S es
capaz de reducir menos de la mitad del tripanotidon que reduce la E436A en el mismo
tiempo.

Una vez mas, para descartar que la caida en la actividad de la doble mutante se
debiera a un defecto en el plegamiento, estudiamos mediante dicroismo circular la
estructura secundaria de las nuevas mutantes, verificando que ambas estaban
correctamente plegadas y con una estructura secundaria practicamente idéntica a la
de la TryR WT.

Con la idea de determinar el estado de oligomerizacién de las mutantes C444S y
E436A/C444S, volvimos a recurrir a experimentos de electroforesis en condiciones
nativas, ultracentrifugacion analitica y de union de FAD por cantidad de TryR. Los
resultados obtenidos no dejan lugar a dudas: la sustitucion de la C444 por serina no
causa ningun defecto detectable por nuestros ensayos en la dimerizacidon pero,
asociada a una segunda mutacion (E436A), incrementa significativamente los defectos
en la dimerizacién ya observados en E436A, duplicdndose la cantidad de mondémero
existente hasta alcanzar un 42% del total de la proteina.

Estos resultados refuerzan nuestra teoria de la posibilidad de que se forme un
puente disulfuro intermolecular entre las C444 de cada mondémero. Curiosamente,
esta C444 esta perfectamente conservada en todos los tripanosomatidos, pero no en
la GR, analogo humano de la TryR (fig. 43).
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Figura 43: Alineamiento de secuencia de TryR de distintos tripanosomatidos y GR humana.
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Es posible que el estado de los tioles de las C444 dependa del entorno oxidante o

reductor en el que se encuentre la proteina. Dado que los tripanosomatidos durante

su ciclo vital sufren del estrés oxidativo producido por el sistema inmune del

hospedador, la C444 podria actuar como un “sensor biolégico” tal que, si el entorno

en el que se encuentra el parasito es reductor, sus tioles estén libres, permitiendo la

existencia de un equilibrio entre las formas monomeérica y dimérica de la proteina.

Segln este modelo, un aumento del estrés oxidativo conduciria a la formacién del

puente disulfuro que sacaria a las formas diméricas del equilibrio y conduciria a un

aumento de la capacidad reductora del sistema TryR/tripanotidn, alcanzandose una

mayor eficiencia en la detoxificacion de especies reactivas de oxigeno (ROS).

En futuros trabajos nos plantemos profundizar en la confirmacidn de la existencia

o no existencia del hipotético puente disulfuro entre las C444.
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CONCLUSIONES

10.

Hemos puesto a punto un método de cribado de alto rendimiento de
compuestos para determinar su actividad frente a promastigotes y
amastigotes de L. infantum en cultivos axénicos asi como su toxicidad en
células humanas.

Hemos puesto a punto un método de cribado de alto rendimiento de
compuestos para determinar su actividad en cultivos de macréfagos humanos
infectados con amastigotes de L. infantum.

Hemos llevado a cabo el cribado de mds de 160 compuestos tanto en
promastigotes y amastigotes de Leishmania, como en células Jurkat y THP-1
humanas.

De todos los compuestos ensayados, 15 muestran indices de selectividad
mejores que los de miltefosina y edelfosina en los ensayos en cultivos
axénicos.

De estos 15 compuestos, 3 de ellos, las sales de azaquinilizinio EBM-70a,
EBM-F002 y EBM-F003 presentan una actividad leishmanicida igual o mayor
que la de la edelfosina en macréfagos humanos infectados con amastigotes.
Esta alta actividad se complementa con una baja o nula citotoxicidad frente a
células THP-1 diferenciadas a macréfagos.

El glutdamico 436 (E436) es un residuo clave que puede ser considerado un
hot-spot en la dimerizacién de la tripanotion reductasa (TryR).

Hemos puesto a punto un ensayo que nos permite determinar la capacidad
de pequeiias moléculas para inhibir la dimerizacién de proteinas.

El péptido Ac-PEIIQSVGISMKM-Amd inhibe la dimerizacién vy, tal y como
esperdbamos, la actividad de la TryR.

Dicho péptido ejerce una actividad leishmanicida en macréfagos humanos
infectados con amastigotes.

La cisteina 444 (C444) podria actuar como un sensor bioldgico redox en
tripanosomatidos.
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