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RESUMEN

Las leishmaniosis son enfermedades zoondticas parasitarias prevalentes es
cuatro de los cinco Continentes. Este complejo de enfermedades son causadas por
parasitos del género Leishmania spp. un tripanosomatido digenético transmitido por
un diptero phlebotomino en paises en vias de desarrollo. Aunque mayoritariamente
es un problema de Salud Publica que podria enderezarse con medidas de higiene,
el cambio climatico, el hacinamiento en las grandes urbes y su presencia en
animales de compafiia que actuan como reservorios ha producido una propagacion
hacia regiones aparentemente exentas de riesgo. En la actualidad, el arsenal
terapéutico en medicina humana esta desprovisto de vacunas eficaces y la mayoria
de los farmacos de primera linea estan obsoletos, son toxicos o lo que es peor,
necesitan una administracion es vital abrir nuevas vias de lucha frente a este
parasito mediante la identificacién de nuevas dianas terapéuticas y el consiguiente

disefio de inhibidores especificos.

A partir de la reunién celebrada en 2003 en Ginebra, se establecié el
objetivo de desarrollar hasta 13 nuevos tratamientos frente a estas enfermedades
en un periodo no mayor a 15 afios. A esta iniciativa liderada por Organizaciones No
Gubernamentales como Médicos Sin Fronteras con el apoyo de instituciones
publicas de prestigio de Brasil, Francia, India, Malasia, Kenia y la OMS (Special
Programme for Research and Training in Tropical Diseases; TDR) se le conoce
como Drug for Neglected Diseases intitative (DNDi) y se espera que en 2018 haya
cubierto sus objetivos. Por su parte, la rama de investigacion de Glaxo Smith Kline
(GSK) en Madrid (Tres Cantos Open Lab) ha asumido el compromiso de poner sus
librerias de cientos de miles de compuestos quimicos a disposicion de los
investigadores académicos que aportan mano de obra cualificada y plataformas
validadas de evaluacion fenotipica de alguna de las enfermedades olvidadas para
ser cribadas in vitro en sistemas robotizados de alto rendimiento (HTS). Para utilizar

estas instalaciones, se estan desarrollando plataformas de cribado de pequefas



moléculas bajo las premisas de miniaturizacién, robustez, y reproducibilidad
dependientes (Target-Based Screening) o independientes (Phenotypic-Based

Screening).

Como continuacién de trabajos anteriores en nuestro laboratorio, en la
primera parte de esta Memoria hemos establecido una plataforma de cribado ex
vivo en explantes de bazo de ratones BALB/c infectados por una cepa de
Leishmania infantum (responsable de leishmaniasis visceral en el area
Mediterranea) modificada genéticamente para que emita fluorescencia infrarroja en
todas las etapas de su ciclo vital, con el que hemos cribado varias colecciones de
moléculas pequefias — 298 en total. Este método reduce el numero de animales
utilizados ya que con un solo bazo infectado se pueden sembrar hasta dieciséis
placas de 384 pocillos, permitiendo asi la evaluacién de varias colecciones de

pequefias moléculas a dosis Unica.

Complementariamente, la segunda parte de la Memoria, ha consistido en
hacer un estudio basado en la DNA-topoisomerasa IB recombinante de Leishmania
como diana molecular de intervencidn terapéutica y sus consecuencias con varias
series de compuestos — un total de 37 moléculas pequeias — de estructura
indenoisoquinolinica que habian destacado como potenciales leishmanicidas en los
ensayos anteriores. Se estudié la capacidad de inhibicion de la enzima del
patdégeno, comparada con la humana y la tendencia a formar complejos con el
DNA. Finalmente, se demostré que estos compuestos producian roturas de doble
cadena de DNA que eran detectados por la fosforilacién de la histona yH2A y daban

lugar a cambios en el ciclo celular del patégeno.
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Revision Bibliografica

1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. LEISHMANIOSIS

La leishmaniosis es un conjunto de enfermedades presentes en 4
continentes y 88 paises, 22 de ellos del Nuevo Mundo y 66 del Viejo Mundo (Alvar,
2001). Cuenta con una prevalencia muy elevada (12 millones de casos) ademas de
unos 350 millones de personas en potencial riesgo. Las cifras publicadas indican
una incidencia estimada de 2 millones de casos nuevos al afo, de los que 1,5
padecen leishmaniosis cutanea (LC) y 0,5 leishmaniosis visceral (LV) (OMS, 2010).
Por ello la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) considera la leishmaniosis
como una de las enfermedades prioritarias dentro de su “Special Programme for

Research and Training in Tropical Diseases”.

I Ctaneous feishmaniasis
Visceral leishmaniasis

Figura 1.1. Distribucidon geografica de la leishmaniosis visceral y cutanea en el Viejo y Nuevo Mundo.
Modificado de  Global Medicine. Leishmaniasis Datos adaptados desde OMS:
www.who.int/leishmaniasis.

La mas comun de estas enfermedades es la LC que produce Ulceras en la

piel sin que haya invasién de los 6rganos internos, dejando cicatrices permanentes



Revision Bibliografica

y discapacidades graves. La mayor parte de los casos se da en América del Sur,
Cuenca del Mediterraneo, Oriente Medio y Asia Central, y son causados por las
especies del complejo L. mexicana en el Nuevo Mundo (L. amazonensis, L.
mexicana) y por el complejo L. major (L. tropica, L. major) y L. aethiopica en el Viejo
Mundo (Ashford, 2000). La leishmaniosis mucocutanea es mas dafina, esta
causada por especies del complejo braziliensis y en algunos casos puede resultar
mortal. Esta enfermedad produce la destruccién parcial o total de las membranas
mucosas de la nariz, boca y garganta. La mayoria de los casos se dan en
Sudamérica. Por ultimo, en India, Afganistan, China, Kenia, paises Europeos
Mediterraneos y Sudamérica, se presenta también la LV (Kala azar), causada por L.
donovani y L. infantum en el Viejo Mundo y por L. chagasi en el Nuevo Mundo.
Afecta a dérganos internos tales como el higado, el bazo, la médula 6sea y los
ganglios linfaticos. Es una enfermedad grave e incluso mortal si no se trata. Se
estima una mortalidad anual de 59.000 personas (35.000 hombres y 24.000
mujeres), si bien es cierto que en algunas areas, debido a las grandes diferencias
sociales y de genero, la mortalidad femenina puede ser hasta tres veces mayor
(Berman, 2006). (Fig. 1.1)

No se dispone de datos fiables sobre la prevalencia y la incidencia que
permitan llevar a cabo una evaluacion exhaustiva del impacto de la leishmaniosis
de forma global. La falta de disponibilidad de datos objetivos se debe a los
siguientes factores: i) la transmision de la enfermedad se produce en zonas rurales
remotas; ii) muchos casos no se diagnostican debido a que no hay acceso o no se
recibe atencion médica vy iii) s6lo en 33 de los 88 paises endémicos la leishmaniosis
es una enfermedad de declaracién obligatoria (OMS, 2007). Ademas, la incidencia
de la leishmaniosis es geograficamente muy heterogénea, ya que aunque puedan
comunicarse bajas tasas de infeccion en regiones concretas, pueden existir focos
intensamente afectados (Bern, 2008). Desde 1993, lo que parecia una enfermedad
de paises pobres o en vias de desarrollo, se ha extendido a paises del llamado
“Primer Mundo” como Francia, Alemania, Espafia, etc. EI cambio climatico también
tiene su papel en la diseminacion de estas enfermedades ya que puede facilitar la
presencia de los vectores en zonas templadas en las que nunca antes habian sido
detectados (Desjeux, 2001).



Revision Bibliografica

En nuestro pais la leishmaniosis se presenta tanto en la forma cutanea
como en la visceral, producidas en ambos casos por L. infantum. Esta enfermedad
ha sido de declaracién obligatoria hasta 1996, momento en el que cambié el
sistema de vigilancia epidemiolégica y la dependencia fue transferida a las
Comunidades Auténomas. Se declaran entre 800 y 1.200 casos por afo, lo que
supone una incidencia anual de 0,3 casos/100.000 habitantes, que se concentran
mayoritariamente en la Cuenca Mediterranea y la Meseta Central (Lopez-Vélez y
Molina-Moreno, 2005). Sin embargo, la declaracion de la enfermedad es baja,
especialmente en los procesos cutaneos de evolucién benigna — entre el 25-40%
de los casos de LV y de casi un 100% de los casos de LC — la incidencia real es
desconocida y se calcula que como minimo es dos veces superior si tenemos en
cuenta los casos no declarados (Schoénian y col., 2008). La LV mediterranea ha
sido considerada como una enfermedad que afecta principalmente a la poblacién
infantil agravada por los casos de leishmaniasis canina. Un incidente digno de
mencién se produjo en Fuenlabrada (Madrid) en 2009, donde aumentd la
prevalencia rapidamente de 3 casos/100.000 habitantes en 2010 a 55,7/100.000
habitantes en 2011. Lo interesante de este brote es que, tal y como ha sido
demostrado, las liebres (Lepus granatensis) aparentemente sanas pero infectadas
con L. infantum sirvieron como reservorio silvestre del parasito previo paso al

mosquito vector (P. perniciosus) (Molina y col., 2012).

Otro aumento significativo en la prevalencia de la leishmaniasis es la co-
infeccién VIH-Leishmania que fue reconocida como una infeccion emergente en el
suroeste europeo, donde el 25-70% de los adultos con LV estaban coinfectados
con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Fig. 1.2) (De Gorgolas y Miles,
1994; Desjeux y Alvar, 2003). Ambos patégenos parecen ejercer un efecto
potenciador sinérgico y reciproco sobre la infeccion del otro, lo que redunda en una
mayor inmunosupresién y una progresion mas rapida de ambas enfermedades
(Wolday y col.,, 1999). Sin embargo, es importante tener en cuenta que las
manifestaciones clinicas de la leishmaniosis van a depender en gran medida de la
respuesta inmune del hospedador (Pintado y col., 2001). De esta forma, la difusion
global del VIH ha jugado un importante papel en la infeccién por Leishmania spp. El
estado de inmunosupresién inducido por el VIH aumenta entre 100 y 1000 veces la

probabilidad de desarrollar LV. Esto ha supuesto un cambio en el tipo de poblacion
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afectada por esta enfermedad, pasando de ser principalmente nifios a individuos
adultos. Ademas, aquellos pacientes infectados de VIH que no son tratados con
terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA), presentan una probabilidad
cercana al 90%, de sufrir co-infeccién por Leishmania spp. asi como graves

recaidas post infeccion (Kubary col., 1998).

Figura 1.2. Mapa de la distribuciéon geografica de infeccién por leishmaniosis (azul claro); y de co-

infeccion VIH-Leishmaniosis (azul oscuro).

La prevalencia de esta enfermedad oportunista se estima entre el 1,5 al 9%
de los pacientes con SIDA. La mayoria de estos casos fueron declarados en
Europa correspondieron a Espafia, Francia, Italia y Portugal, siendo Espana el pais
con mayor numero de casos de co-infeccion (835/1440; 58%) (Desjeux y Alvar,
2003).

1.1.2. Manifestaciones clinicas.

Como hemos dicho con anterioridad, se distinguen cuatro tipos de
leishmaniosis, segun el cuadro clinico, la localizacion de los sintomas (Alvar, 2001),
y la especie implicada (Tabla 1.2): LC, LMC, LV y leishmaniosis dérmica post-kala-
azar (LDPK).

Una de las caracteristicas de la LC es la correlacion existente entre el
numero de lesiones y el numero de picaduras que ha sufrido el paciente. Dichas

picaduras tienden o bien a ulcerarse directamente o bien evolucionan a
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formaciones nodulares que posteriormente se ulceran. Tras un periodo de
incubacion que puede durar entre 4 a 6 semanas o incluso afnos, las lesiones hacen
aparicién con una pequefia papula que genera una costra bajo la cual emerge la
ulceracion (Fig.1.3). Debido a su remision espontanea se puede considerar de tipo
benigno. Sin embargo, existe una complicacion en el caso de las infecciones con L.
tropica, denominada leishmaniosis cutanea recidivante, que consiste en la aparicion
de microlesiones que se ulceran mientras la lesion principal estd cicatrizando.
Akilov y colaboradores propusieron una clasificacion de los diferentes tipos de LC
atendiendo a la patogénesis del proceso y al analisis histologico de las lesiones
(Akilov y col., 2007), distinguiendo entre LC exégena (localizada y diseminada) y LC
enddgena (recurrente y LDPK), con varias subdivisiones en cada una. Aunque
generalmente se observa la diseminacion del parasito durante la LC en pacientes
infectados por L. major y L. tropica, recientemente se ha descrito una forma
multifocal de LC causada por L. infantum en los paises mediterraneos (Maniscalco
y col., 2007).

Tabla 1.1. Clasificacion de las principales especies de Leishmania en funcién del cuadro clinico
desarrollado en el paciente infectado.

Leishmaniosis Organismo Localizacién
Cutanea L. tropica Cuenca mediterranea, Afganistan

L. major Oriente Medio, O y N de Africa, Kenia

L. aethiopica Etiopia

L. mexicana América Central y cuenca del Amazonas
Visceral L. donovani China, India, Iran, Sudan, Kenia, Etiopia

L. infantum Cuenca mediterranea

L. chagasi Brasil, Colombia, Venezuela, Argentina
Mucocutanea Complejo L. braziliensis Brasil, Pert, Ecuador, Colombia, Venezuela

La manifestacion mas grave de LC en el Nuevo Mundo es la LMC que se
caracteriza por una invasion de los tejidos blandos a partir de una lesion cutanea
inicial. El sintoma clave es una elevada deformacion morfolégica, cursando con
destruccion de la piel circundante, faringe, orofaringe y traquea. En el ano 2009 se
mostré la alta prevalencia de leishmaniosis tegumentaria con presentaciones
atipicas (53% de incidencia mucocutanea) o localizaciones inusuales (27% en

areas genitales) en pacientes sudamericanos positivos a VIH (Lindoso y col., 2009).
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Figura 1.3. Morfologia de lesion de LC. Papula: lesién < 1 cm de diametro, elevada por encima de la
superficie de la piel y cubierta por epidermis. Nédulo: ampliaciéon >1 cm una papula, sélida y facilmente
palpable. Ulcera: Parte de la lesién no esta cubierta por epidermis. Puede formarse por una capa de
costra. Modificado de Olliario y col., (2013).

La forma mas grave de leishmaniosis es la LV, castiga principalmente al
Viejo Mundo y buena parte de Sudamérica. A diferencia de la LC, la LV no presenta
curaciones espontaneas, siendo por lo tanto necesario el tratamiento del paciente
para evitar su muerte. Tras un periodo de incubacion, que puede durar varios
meses, los parasitos invaden los organos diana; bazo, higado, médula ésea,
mucosa intestinal y glandulas suprarrenales, lo que puede desencadenar un fallo
multiorganico. Se diferencian tres sintomas caracteristicos: fiebre, leucopenia y

hepatoesplenomegalia.

Ademas de la transmision clasica mediada por vector, recientemente ha sido
descrita la infeccion de pacientes a los que se les habia trasplantado un érgano,
especialmente el rifdn. Al igual que se observé en pacientes infectados por VIH, los
individuos con trasplante renal sufrieron multiples recaidas, y en muchos casos,
presentaron formas atipicas de leishmaniosis, tanto mucosa como cutanea (Simon

y col., 2011). En algunos casos, los pacientes que han presentado un cuadro de LV
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pueden desarrollar LDPK debido, principalmente, a un tratamiento farmacolégico
insuficiente o inadecuado. Esta variedad de leishmaniosis, que se concentra
principalmente en el subcontinente indio y Sudan, se caracteriza por la presencia
de placas hipopigmentadas dispersas por la piel, junto con sintomas leproides. Los
individuos afectados se comportan como reservorios del parasito en la fase
antropondética del ciclo. La mayoria de estos casos ocurren tras la infeccién con L.
donovani y en menor medida con L. infantum. Sin embargo, la LDPK es
extremadamente rara en pacientes infectados con L. chagasi (Singh y col., 2011).
Ademas, la LDPK ha sido identificada como una manifestacion de tipo sindrome
inflamatorio de reconstitucion inmune (SRI) en pacientes VIH-positivos tras la
administracion de TARGA (Antinori y col., 2007). En el afio 2008 se comunicé el
primer caso de un paciente con SIDA afectado por LDPK debida a L. chagasi en
forma de SRI (Sinha y col., 2008).

1.2. EL GENERO LEISHMANIA

Las especies del género Leishmania pertenecen a la familia
Trypanosomatidae, del orden Kinetoplastida. Estos protozoos se caracterizan por la
presencia de DNA extranuclear de aspecto enmarafado localizado en la base de la
bolsa flagelar de su unica mitocondria (KDNA). ElI kDNA estd compuesto
aproximadamente por mas de 10.000 minicirculos y entre 20-50 maxicirculos, estos
ultimos, contienen genes que codifican proteinas involucradas en la produccién de
energia, ademas de RNA ribosomales (rRNA) y proteinas estructurales (Maslov y
col.,1984) (Fig. 1.4).

. maxicircle -/

catenated
minicircles

minicircles [

Figura 1.4. Imagen de microscopia electronica del kKDNA de Leishmania spp.
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Las especies del Género Leishmania son parasitos digenéticos con un
flagelo Unico, ademas de una red de microtubulos que conforma la mayor parte de
su citoesqueleto (Ashford, 2000). Su ciclo bioldgico consiste en dos estados bien
diferenciados; la forma movil y flagelada se denomina promastigote y reside en las
hembras de dipteros de los géneros Phlebotomus (en el Viejo Mundo) y Luztomiya
(en el Nuevo Mundo). Esta forma libre cuenta con la capacidad de penetrar e
invadir las células del sistema monocito-fagocitario del hospedador vertebrado
diferenciandose en una forma intracelular redondeada y sin flagelo denominada
amastigote. En la Fig. 1.5 se muestra de manera esquematica los distintos

organulos del parasito tanto en la forma promastigote (A) como amastigote (B).
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Figura 1.5. Infografia que muestra los distintas estadios de Leishmania y la distribucion de los

organulos en su interior. Modificado de Teixeira y col. (2013).

Otra caracteristica de Leishmania sp. es que la superficie celular esta
recubierta por una capa de lipofosfoglicanos heterogéneos (LPG). El LPG se ancla
a la membrana a través de una molécula de glicosilfosfatidil inositol (GPI), y tiene
un cuerpo central formado por heptasacaridos fosforilados con una galactofuranosa
exclusiva de esta molécula. Finalmente, la parte externa consta de azucares

fosforilados y azucares terminales, esta zona es variable de unas especies a otras
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en contenido y en longitud. Esta estructura se encuentra tanto en la forma
promastigote como amastigote, y estd implicada en la infectividad y en la
supervivencia del promastigote, tanto en el vector como en los macréfagos de

mamifero al inicio de la infeccion (McConville y col., 1992)

El numero de cromosomas varia entre las especies de Leishmania siendo
de 34 6 35 para las del Nuevo Mundo y de 36 para las del Viejo Mundo. Su tamafio
es menor que el de los metazoos pero presentan un mayor empaquetamiento
genico al carecer de intrones, una caracteristica unica dentro de los eucariotas. Los
genes dan lugar a la formacion de transcritos policistronicos a partir de promotores
no definidos, y el mMRNA se procesa mediante “trans-splicing” de dos transcritos
primarios distintos, formando asi un RNA hibrido (Kazemi, 2011). Se ha
secuenciado el genoma de tres especies (L. major, L. infantum 'y L. braziliensis), en
el que se han identificado al menos 3.800 genes codificantes, de los cuales casi el
40% se clasifican dentro de 662 familias formadas por entre 2 y 500 miembros. Los
genes grandes suelen estar por todo el genoma dispuestos en tandem, mientras

que los pequenos forman grupos de uno a tres genes (Myler y Fasel, 2008).

La clasificacion de las distintas especies de Leishmania se ha basado
histéricamente en las manifestaciones clinicas, distribucion geogréfica, tropismo o
especie del vector (Pratt y David, 1981; Lainson y Shaw, 1987). Aunque se han
utilizado numerosos métodos moleculares para definir la taxonomia de Leishmania,
aun sigue siendo objeto de debate. En 2010, Fraga y col. propusieron una nueva
nomenclatura basandose en la secuencia del gen que codifica la proteina de
choque térmico 70 (hsp70). Analizaron 17 especies de diferentes zonas geograficas
dando como resultado solo 8 grupos monofiléticos y quedando la clasificacion tal y

como se muestra en la Tabla 1.2.
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Tabla 1.2. Nueva propuesta de nomenclatura de Leishmania spp. basada en la secuencia del gen
hsp70. Modificado de Antinori y col. (2012).

Genero

Complejo

Especie

Distribucién geografica

Especies hsp70

L. (Leishmania)

L. (Viannia)

L.donovani

L. tropica

L. mexicana

L. guyanensis

L. braziliensis

L

. donovani

. infantum

. chagasi

. archibaldi

. tropica

. aethiopica

. major

. mexicana

. amazonensis

. garnhami

. guyanensis

. panamensis

. naiffi

. braziliensis

. peruviana

China, subcontinente indio,
Etiopia, Sudan, Kenia, Iran,
Arabia Saudi, Yemen

Albania, Argelia, Francia, Espafia,
Grecia, Italia, Marruecos,
Portugal, Siria, Tunez, Turquia,
Yemen

Argentina, Bolivia, Brasil,
Colombia, Ecuador, El Salvador,
Guadalupe, Guatemala,
Guayana holandesa Honduras,
Martinica, México, Nicaragua,
Paraguay, Venezuela

India, Sudan, Etiopia, Libano,
Israel

Afganistan. Argelia, Azerbaiyan,
Grecia, Iran, Irak, Israel,
Marruecos, Tunez, Turquia,
Yemen

Etiopia, Kenia

Afganistan, Argelia, Chad, Iran,
Irak, Israel, Libia, Mauritania,
Marruecos, Siria, Sudan

Belice, Colombia, Costa Rica,
Republica Dominicana, Ecuador,
Guatemala, Honduras, México,
Panama, Venezuela

Bolivia, Brasil, Colombia, Costa
Rica, Ecuador, Guayana
francesa, Panama, Peru,

Venezuela

Venezuela

Brasil, Colombia, Ecuador,
Guayana Francesa, Peru,
Guayana holandesa, Venezuela

Belice, Colombia, Costa Rica,
Ecuador, Honduras, Nicaragua,
Panama, Venezuela

Brasil, Guayana francesa,
Ecuador, Peru

Argentina, Belice, Bolivia, Brasil,
Colombia, Costa Rica, Ecuador,
Guatemala, Honduras,
Nicaragua

Peru

L. donovani

L. tropica

L. major

L. mexicana

L. guyanensis

L. naiffi

L. braziliensis
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1.2.1. El ciclo biolégico de Leishmania spp.

El ciclo bioloégico de Leishmania consta de dos fases bien diferenciadas; una
en el intestino del vector y otra en el hospedador (Fig. 1.6). Comenzando por el
vector infectado, su saliva contiene compuestos peptidicos bioactivos con
caracteristicas vasodilatadoras que son esenciales para que pueda alimentarse.
Durante la ingesta de sangre los promastigotes metaciclicos que se encuentran en
la probéscide son introducidos en la piel del hospedador (Valenzuela y col., 2004).
Estos promastigotes estdn parcialmente protegidos por los agentes
inmunomoduladores presentes en la saliva del insecto, inhibiendo de manera

parcial las funciones de las células T y los macréfagos (Gillespie y col., 2000).

El mosquito inyecta los
promastigotes en el

hospedador al alimentarse Los promastigotes se transforman
en amastigotes en el
interior de los macréfagos

) 5>
Los promastigotes son é§} )
fagocitados por los

Los promastigotes se dividen macréfagos &ﬁzg 50
y migran al aparato chupador W
del mosquito (S
Mosquito y Humano

Los amastigotes se
diferencian a promastigotes en
el tracto digestivo medio

) 2 Q ® @
Ingestion de células @ 0O a
ki&‘ =) ®q », Y&
0.98Ce . 0% ©
7 » (s
e e £2 22 El mosquito ingiere macréfagos e
By Ty infectados cuando se Los amastigotes se
alimenta de la sangre multiplican en la células
de diversos tejidos

Figura 1.6. Ciclo vital del parasito Leishmania spp. A la izquierda se muestra el desarrollo dentro del
vector y a la izquierda esta representada la parte del ciclo que corresponde al hospedador vertebrado,
en este caso, el hombre.

La alta densidad de promastigotes que se a llega a alcanzar produce el
taponamiento de la faringe de la mosca, por lo que para poder llevar a cabo la
succion de la sangre, es necesario que regurgite este "tapon" infectivo. Estudios de
imagen in vivo demostraron que la picadura del vector induce una rapida infiltracion

de neutrofilos y un reclutamiento sustancial de macréfagos en la piel,
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independientemente de la presencia o no de parasitos, demostrando que este
reclutamiento es producto del dafno tisular asociado a la picadura (Peters y col.,
2008). La picadura de una mosca portadora transmite una media de 1.000
promastigotes metaciclicos (Rogers y col., 2004), aunque existen estudios en los
que el numero de la parasitos puede llegar a 100.000. Sin embargo, los animales
infectados con un menor nimero de promastigotes tienen un proceso patolégico

limitado pero son reservorios infectivos mas duraderos (Kimblin y col., 2008).

Los leucocitos polimorfonucleares son las primeras células efectoras en las
reacciones inflamatorias inducidas por la infeccidon y juegan un papel fundamental
en la fagocitosis de los parasitos, dando lugar a la eliminacién de una gran parte de
ellos. Esto es debido a la activacion del complemento por rutas dependientes e
independientes de opsonina (Ofek y col., 1995; Uthaisangsook y col., 2002). Sin
embargo, no se ha podido demostrar que los promastigotes metaciclicos se
diferencien en amastigotes o que se produzca proliferaciéon dentro de neutréfilos
(Laufs y col., 2002)

El LPG, presente en la membrana celular del parasito que, tiene cadenas
peptidicas de mayor longitud en las formas metaciclicas y es capaz de prevenir la
unioén de las C5b y C9 del complemento, mientras que la glicoproteina de superficie
gp63 es capaz de convertir la proteina C3b en su forma inactiva C3bi, que se une a
la superficie del protozoo evitando asi el ataque de la proteina C5 del complemento
(Sacks y col., 1995). Ademas, las proteinas C3b y C3bi favorecen la opsonizacion,
atrayendo a los macréfagos hacia los promastigotes, que se unen a los receptores
CR1 y CR3 de los macrofagos de los tejidos locales para ser fagocitados, formando
una vacuola parasitéfora y fusiondndose con los lisosomas (Spath y col., 2003).
Una vez que estan dentro de la célula hospedadora, los promastigotes metaciclicos
quedan encerrados en el interior de los fagosomas, rodeados por la membrana
originaria a partir de la célula hospedadora. Seguidamente, el fagosoma madura
mediante la fusién a endosomas tardios y lisosomas con moléculas asociadas,
tales como las proteinas asociadas a lisosomas (LAMP) 1y 2 y las catepsinas B, D,
HyL (Langy col., 1994).
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La visualizacion de la transferencia de parasitos libres desde neutrofilos
apoptoticos a macréfagos (Peters y col., 2008) sugiere que la teoria propuesta por
van Zandbergen en 2004 del caballo de Troya podria no ser correcta. De hecho,
cada vez cobra mas fuerza el modelo del "conejo troyano" que postula la
incorporacion simultanea de parasitos provenientes tanto de neutréfilos apoptéticos
como de origen externo (Ritter y col., 2009). Existe un segundo tipo de células
involucradas en la infeccion y migracion de Leishmania, las células dendriticas
dérmicas. Estas células se infectan en el sitio de inoculacion en la piel y son
capaces de migrar a los ganglios linfaticos proximos a la region afectada (Ng y col.,
2008).

En el interior de los macréfagos del hospedador el promastigote sufre una
fuerte reordenacién ultraestructural dando lugar a la forma amastigote (Akiyama y
McQuillen, 1972), lo que conlleva ademas, la perdida del flagelo y un cambio en la
composicion de su LPG (Moody y col., 1993). Este cambio responde a una
estrategia inmunoevasiva en Leishmania. Estudios realizados mediante analisis por
imagen sugieren que el LPG inhibe la redistribucion de la actina-F inducida por la
fagocitosis, retrasando de esta forma el reclutamiento de la protein quinasa Ca, y
por lo tanto, aplazando la fusién fagosoma-lisosoma (Scianimanico y col., 1999;
Dermine y col., 2000). Esta inhibicion de la fusiéon fagolisosomal es un factor
limitante para que se pueda producir la diferenciacién del amastigote, ya que de
esta forma existe tiempo suficiente para que se complete el proceso (Holm y col.,
2001). Sin embargo, recientes estudios de imagen en tiempo real han demostrado
que no existen diferencias entre las cinéticas de reclutamiento de proteinas de
membrana LAMP de fagosomas conteniendo una cepa salvaje de L. donovani y los
que albergan una cepa deficiente en LPG (Forestier y col., 2011). Los amastigotes
dentro del macréfago se dividen de forma binaria, pueden llegar a ser desde
decenas hasta cientos dentro de un mismo macro6fago. Este estado replicativo hace
que los amastigotes se liberen periédicamente por un mecanismo poco definido y
reinfectar rapidamente otros fagocitos (macréfagos o células dendriticas) y algunos

tipos de células no fagociticas como los fibroblastos (McConville y col., 2007).

Una vez dentro del vector, el parasito sufre una serie de transformaciones

complejas en el intestino medio del insecto, liberandose los amastigotes del interior
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de las células hospedadoras. La disminucién de la temperatura corporal promueve
la diferenciacién de los amastigotes a promastigotes prociclicos, que tienen
morfologia fusiforme y flagelo, replicandose en la sangre ingerida encapsulados
dentro de una matriz peritréfica secretada por el epitelio intestinal. Tras unos dias,
los promastigotes prociclicos retrasan su replicacion para diferenciarse en
promastigotes nectomona, de unos 15-20 ym de longitud y moviles, que se
acumulan en la parte anterior de la matriz provocando su ruptura. Los parasitos
libres se encaminan en su mayoria hacia el intestino anterior hasta alcanzar el
limite con el epigastrio del insecto, donde se unen al epitelio del intestino mediante
el LPG. Una vez han alcanzada la valvula estomoidal, los promastigotes nectomona
evolucionan a promastigotes leptomona, algo mas cortos que aquellos. Cuando los
parasitos alcanzan la faringe del insecto se unen a su superficie mediante una
estructura derivada del extremo libre del flagelo llamado hemidesmosoma.
Finalmente, los promastigotes se diferencian a su forma metaciclica, plenamente

infectiva, listos para ser nuevamente inoculados (Kamhawi, 2006).

1.2.2. Respuesta inmune del hospedador

Una vez que el parasito se encuentra dentro del hospedador, los
macrofagos son las células diana donde se establece a infeccion y tiene lugar la
replicacion. Estas células pertenecen al sistema inmune y son las encargadas de
presentar los antigenos parasitarios a través de las moléculas de las clases | y Il del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad a los linfocitos. Es decir, son las
encargadas de iniciar la respuesta inmune especifica. La resistencia del
hospedador va a estar determinada por una respuesta de tipo Th1, mediada
principalmente por el componente celular, y la respuesta Th2 que se caracteriza por

la produccion de anticuerpos (Kemp, 2000; Spellberg y Edwards, 2001).

El destino de los amastigotes en el interior de los macréfagos va a depender
de su estado de activacién (Alexander y Bryson, 2005). Los linfocitos que participan
el la respuesta protectora producen de forma predominante citoquinas pro-
inflamatorias Th-1 (productoras de IFN-y). Los macrofagos activados por la ruta
clasica (M1) secretan IL-12 con lo que inducen la produccién de IFN-y en las

células natural killer (Park y col., 2000). El IFN-y interacciona con los macrofagos lo
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que desencadena la liberacion de TNF-a. IFN-y y TNF-a tienen una accién
sinérgica que produce la activacion de la 6xido-nitrico-sintasa (NOS2), generando
NO a partir de L-arginina (Muhoz-Fernandez y col.,, 1992). Los macrofagos
activados por linfocitos Th2 promueven una ruta alternativa (M2) mediada por
citoquinas entre las que se incluyen TGF-3, IL-4, IL-10 e IL-13, lo que hace que la
célula inmune se vuelva permisiva al desarrollo del parasito debido a la activacion
de la sintesis de poliaminas a partir de la L-arginina. La IL-10 evita que las células
Th1 sinteticen citoquinas, especialmente el IFN-y (Wu y col., 1993). Por su parte, el
papel de la IL-13 no esta del todo claro, sin embargo, se ha visto que esta citoquina
podria estar involucrada en la regulacién de la liberacion de IFN-y en macrofagos
estimulados (Murray y col., 2006).

[ iNOS regulation | [ arginase regulation |
ll\IFv, TNFaq, IL1, IL2, IL10 A
Th-1 Th-2 | TGFB, IL4, IL10, IL13
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iNOS arginase | \-—» yrea AL h \
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Figura 1.7. Representacion esquematica de las rutas metabdlicas de la L-arginina en el hospedador y
en el parasito. Extraido de Balafia-Fouce y col. (2012a).
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El metabolismo de la arginina (Fig. 1.7.) juega un papel muy importante en la
activacion del macrofago asi como en la supervivencia del parasito durante la
infeccién. La activacion M1 induce la actividad NOS2 en los macréfagos que
producen NO vy citrulina. La produccién de NO inducira la sintesis de otras especies
reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrogeno (RNOS) (Wanasen y Soong, 2008).
Ademas de la regulacion transcripcional que llevan a cabo las citoquinas y las
interleuquinas sobre el sistema NOS2/arginasa, existe una regulacion metabdlica a
nivel de intermediarios entre ambas enzimas. La N-w-hidroxi-L-arginina (NOHA) es
un intermediario de la degradacion de la L-arginina a NO vy citrulina, e inhibe de
forma competitiva la arginasa, previniendo directamente la formacion de ornitina v,
como consecuencia, de putrescina (Iniesta y col., 2002). Como resultado final de
esta activacion Th1 se produce la muerte del parasito, el fin de la infeccion y el

comienzo del proceso de auto curacion.

Por el contrario, la activacién de los macréfagos por linfocitos Th2 causa un
aumento de la actividad de la arginasa | del hospedador, dando lugar a la formacion
de ornitina, uno de los aminoacidos precursores de la sintesis de poliaminas del
parasito. Las poliaminas sintetizadas, tanto por el parasito como por el hospedador,
son utilizadas por los amastigotes para proliferar dentro de las vacuolas
parasitéforas, lo que resulta en la progresion de la infeccidon y en la muerte del

hospedador (Muleme y col., 2009).

1.3. TRATAMIENTO ACTUAL DE LA LEISHMANIOSIS

En el afio 1945 comienzan a utilizarse los atimoniales pentavalentes (Sb")
para el tratamiento de la LV. La eficacia de estos farmacos — Pentostam® y
Glucantime® — se ha visto reducida debido a la aparicién de cepas resistentes y por
su alta toxicidad. Como alternativa, existen otros farmacos como la pentamidina y
el alopurinol que llevan también asociados estos problemas aunque de manera mas
reducida (Alvar, 2001; Balafia-Fouce y col., 1998), pero requieren de largos
tratamientos de administracién parenteral (Amato y col., 2008). Actualmente, la
anfotericina B liposomal (L-AMB) es utilizada como droga de eleccién para el

tratamiento de la LV en paises desarrollados. Sin embargo, su introduccion en los
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paises de menos recursos se esta retrasando debido a la prolongada pauta
posolégica de administracion y a su elevado coste. Recientemente, con el fin de
facilitar la introduccion de estos farmacos en estos paises, ciertas empresas
farmacéuticas por mediacion de la OMS, han concertado bajar los precios, y elevar
las dosis para asi reducir la duracién del tratamiento (Sundar y col., 2003; Sundar y
col., 2010).

En cuanto a la LC, no existe un consenso en torno a cual es la mejor
aproximacion terapéutica. Esto se debe a que existen importantes deficiencias en: i)
la identificacion de las especies causantes, ii) establecer un criterio de curacion
correcto, iii) el tiempo de seguimiento médico necesario para este proceso infectivo
(Gonzélez y col.,, 2010). En el afio 2007, Amato y col. (2007) realizaron un
exhaustivo estudio de los casos de LMC en la literatura cientifica, incluyendo tanto
los tratamientos aplicados como las tasas de curacion observadas. Los datos
mostraron que el tratamiento con Glucantime® curaba al 88 % de los pacientes,
mientras que el Pentostam® sélo alcanzaba un porcentaje de curacién de apenas el
51 %. Por ello, los autores establecieron que el Glucantime® podria ser la droga de
eleccion en el tratamiento de la LMC, ya que ademas, cuando se comparaban las
tasas de curacion con las de la L-AMB o de la pentamidina, los valores resultantes
eran muy similares. En la Tabla 1.3 se recogen los precios de la principales drogas
leishmanicidas en uso con fecha de julio de 2011 presentados por den Boer y col.
(2011).

Tabla 1.3. Precio de los actuales farmacos de uso leishmanicida (julio 2011)

Compuesto Nombre y Fabricante | Precio estimado

Anfotericina B deoxicolato | AmBisome® Variable, precio medio 7,5 US$/vial de 50 mg

Anfotericina B liposomal Gilead (EEUU)* Precio negociado OMS 18 US$/vial de 50 mg

Miltefosina Impavido® Adultos: 45-54 € por 56 capsulas (50 mg)
Paladin (Canada)* Nifios: 35-39 € por 56 capsulas (10 mg)

Paromomicina Paromomycin Precio aprox. 15 US$ adultos (21 dias)

GlandPharma (India)*

Estibogluconato de sodio Pentostam 66 &/vial (100 mL), 100 mg/mL
GSK (UK)
Antimoniato de Meglumina Glucantime Precio negociado OMS 1,2 US$ vial (5 mL)

Aventis (India)*

(*) fabricante unico
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Una alternativa de reciente aparicion a estos farmacos son los
quimioterapicos orales, como los derivados de la alquilfosfocolina (miltefosina y
edelfosina), la paromomicina y los compuestos azodlicos. La miltefosina se
desarrollé originalmente como agente antineoplasico, y ha resultado ser un gran
avance en la terapia frente a la leishmaniosis visceral al ser el primer compuesto de
administracion oral con unos niveles de curacién del 94% en estudios de fase lll
incluyendo casos de resistencia a antimoniales pentavalentes. La seguridad de este
medicamento es muy prometedora, ya que los efectos secundarios se limitan a
molestias gastrointestinales y al aumento de creatinina sérica. En la India se han
realizando estudios en fase IV de experimentacién clinica después de haber sido
aprobada por sus Autoridades Sanitarias con el nombre de Impavido®. La
miltefosina oral ha sido aprobada por la Agencia Europea del Medicamento (EMEA)
como farmaco "huérfano” en junio de 2002, y se comercializa en Alemania bajo el
nombre de Impavido®, tras demostrar sus efectos en 39 pacientes europeos con
leishmaniosis visceral (van Griensven y col., 2010) y en pacientes con
leishmaniosis post kala—azar. En Espafia se comercializa con el nombre de Miltex®
pero como tratamiento topico de recidivas cutaneas de cancer de mama. A
principios de 2007 se ha comenzado a vender para uso veterinario en el tratamiento

de la leishmaniosis canina bajo el nombre de Milteforan®.

1.4. NUEVAS ESTRATEGIAS PARA EL DESCUBRIMIENTO DE
FARMACOS ANTIPARASITARIOS

Como se ha dicho a lo largo de esta Memoria, los miembros de la Familia
Trypanosomatidae son responsables de enfermedades graves que afectan a las
capas menos favorecidas de los paises en desarrollo. Aunque la patogenia de
estas enfermedades es el resultado de una desregulacion del sistema inmune del
hospedador y a pesar de que los individuos que las han padecido y sobrevivido a
ellas han desarrollado una inmunidad adquirida para el resto de su vida, no existe
en el mercado una vacuna eficaz para ninguna de estas enfermedades. Por otro
lado, los tratamientos farmacoldgicos actuales son téxicos, requieren la
administracion intravenosa, y se ha abusado de ellos hasta el punto de originar
cepas resistentes. Cabe mencionar aqui el hecho de que las personas afectadas

tengan escasos recursos econémicos y que pertenezcan a paises con poca o nula
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cobertura sanitaria, hace que las grandes empresas farmacéuticas carezcan de

interés en invertir en |+D para erradicar estas enfermedades.

Sin embargo, a partir de la reunién celebrada en 2003 en Ginebra, se
establecid el objetivo de desarrollar hasta 13 nuevos tratamientos frente a estas
enfermedades en un periodo no mayor a 15 anos. Esta iniciativa liderada por
Organizaciones No Gubernamentales (ONGs) como Médicos Sin Fronteras (MSF)
con el apoyo de instituciones publicas de prestigio de Brasil, Francia, India, Malasia
y Kenia y la OMS (Special Programme for Research and Training in Tropical
Diseases; TDR) recibe el nombre de Drug for Neglected Diseases intitative (DNDi) y
se espera que en 2018 haya cubierto sus objetivos. Por su parte, la rama de
investigacion de Glaxo Smith Kline (GSK) en Madrid (Tres Cantos Open Lab) ha
asumido el compromiso de poner sus librerias de cientos de miles de compuestos
quimicos del repositorio de GSK a disposicion de los investigadores académicos
que aportan mano de obra cualificada y plataformas validadas de evaluacién
fenotipica de alguna de las enfermedades olvidadas para ser testadas in vitro en

sus instalaciones.

Con objeto de utilizar estas instalaciones, se estan desarrollando nuevas
plataformas de cribado de pequefias moléculas bajo las premisas de
miniaturizacion, robustez, reproducibilidad y alto rendimiento en formatos de
microplaca de 96 y 384 pocillos (High Throughput Screening: HTS) ya sean
dependientes (Target-Based Screening TBS) o independientes de diana
(Phenotypic-Based Screening PBS) basadas en la estrategia “from hit to lead”, una

aproximacion holistica de | + D utilizada por las empresas farmacéuticas.

Una aproximacién muy interesante de HTS son los cribados de alto
contenido (High Content Screening: HCS) cuyas lecturas estan basadas en el
tratamiento mudultiple de imagenes de microscopia confocal con un software
adecuado (Sistemas Opera®, Operetta® PerkinElmer y similares). Alternativamente
se ha considerado una alternativa valida el uso de parasitos transgénicos que
expresan marcadores fenotipicos (fluorescentes o Iluminiscentes) facilmente

detectables in vitro. Los parasitos luminiscentes tienen la ventaja adicional de poder
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ser utilizados in vivo en ensayos preclinicos usando modelos murinos que infectan

organos internos por medio de dispositivos de bioimagen.

1.4.1. Cribados basados en Dianas (TBS)

El objetivo de los TBS se basa en interrumpir proteinas especificas del
patdgeno que: i) sean esenciales para su supervivencia; ii) estén ausentes o sean
estructuralmente diferentes a las del hospedador vy iii) que a pesar de no ser Unicas,
se expresen mayoritariamente en el parasito. La disponibilidad de bases de datos
gendmicas de los tritryps y otros parasitos englobados dentro de las NTDs ha
permitido la evaluacion de distintas dianas farmacoldgicas obtenidas mediante
expresion heterdloga de las proteinas codificadas a partir de la informacién de sus
genes codificantes ortélogos (lvens y col., 2005). Los estudios predictivos de
interaccion in silico entre librerias de compuestos y sus dianas modeladas 3D — a
partir de los estudios de difraccion de rayos X de sus cristales — constituyen un
primer paso para la seleccion de aquellas moléculas con mejores constantes de
afinidad.

El Special Programme for Research and Training in Tropical Diseases (TDR)
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ofrece un banco de dianas
potenciales obtenidas a partir de datos bioquimicos, genéticos y farmacolégicos de
varios patdégenos conocidos que satisfacen las premisas anteriores de exclusividad
y expresion diferencial respecto al hospedador (http://tdrtargets.org/). En los
primeros puestos de esta lista se encuentran enzimas que no tienen réplica en el
anfitrién y que son necesarias para la supervivencia del parasito como la tripanotién
reductasa, una enzima involucrada en el mantenimiento de equilibrio redox de los
tripanosomatidos (Eberle y col., 2011); la dihidrofolato reductasa, enzima necesaria
para la sintesis de novo de purinas; la cistein proteasa B, un factor de virulencia
que es secretado por la forma amastigote en los fagolisosomas del macréfago
(Caffrey y col.,, 2011); o las DNA topoisomerasas, enzimas implicadas en la
replicacién, transcripcién y recombinacion del DNA, cuya estructura difiere

radicalmente de la del anfitrion (Prada y col., 2013).

22



Revision Bibliografica

No obstante, los TBS no estan exentos de inconvenientes a la hora de
validar un “hit”: i) el amastigote se localiza en el interior de la vacuola parasitofora
de los macrofagos, donde el compuesto debe entrar y permanecer activo. En
consecuencia, con el fin de retener su eficacia, el “hit” debe ser suficientemente
permeable como para poder atravesar varias membranas, y permanecer estable en
un medio 4cido; ii) el “hit” no deberia ser degradado por las enzimas oxidativas de
xenobiodticos — tanto del anfitrion como del parasito; iii) en numerosas ocasiones el
“hit” no es suficientemente selectivo frente al patégeno, lo que ocasiona la muerte
de las células del hospedador. Estos hechos demuestran que la potencia mostrada
por el “hit” en los TBS es una condicidbn necesaria pero no suficiente para su
validacion. Por esta razén se necesita complementar los resultados del TBS con

cribados PBS como fase previa a los ensayos preclinicos en animales.

1.4.2. Cribados basados en Fenotipo (PBS)

Los modelos de cribado PBS utilizan el patégeno completo como diana
independientemente del modo de accién de las moléculas utilizadas. Para su
validacion, estas plataformas deben imitar lo mas posible el entorno real en el que
se produce la interaccién con el hospedador definitivo. Los parasitos monoxenos,
tales como las formas hematicas prociclicas de T. brucei, modificadas o no para
expresar reporteros, puede servir por si mismas como modelos para la deteccidn
de “hits” bajo condiciones HTS in vitro. Por otro lado, los PBS disefiados para
parasitos heteroxenos como T. cruzi y Leishmania spp. deben utilizar la forma
parasitaria responsable de la infeccion en el hospedador definitivo, ya que se han
demostrado variaciones de sensibilidad a farmacos dependientes de estadio. De
esta manera, los estudios preliminares utilizando promastigotes de Leishmania
demostraron que apenas el 4% de los “hits” identificados tenian algin efecto sobre
las formas amastigotes intracelulares (Freitas-Junior y col., 2012). Estos resultados
refuerzan el criterio de que el cribado fenotipico de parasitos intracelulares debe
basarse en la forma amastigote. De acuerdo con esta premisa se han realizado
cribados de miles de compuestos frente a amastigotes axénicos de Leishmania
spp. ¥ T. cruzi en ausencia de las células hospedadoras (Bustamante y col., 2011).
Sin embargo, una critica a este modelo de estudio es que el perfil de expresién

génica de los amastigotes axénicos presenta marcadas diferencias con el de los
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amastigotes derivados de lesion (Holzer y col.,, 2006). Ademas, o como
consecuencia de lo anterior, la vacuola parasitéfora donde habita el patégeno esta
sometida a condiciones de pH y temperatura extremas, que podrian ser
responsables de la degradacion de muchos farmacos. Para solucionar estos
problemas y poder mimetizar al maximo el ambiente en el que el compuesto
quimico va a interaccionar con el patégeno, los HTS basados en el fenotipo de
parasitos intracelulares, deben llevarse a cabo preferentemente en amastigotes
intracelulares. En este contexto, el uso de lineas celulares monociticas parece ser
una alternativa interesante aunque técnicamente compleja. Con este sistema se
han cribado mas de 300.000 moléculas pequefias procedentes de diferentes
librerias de compuestos en L. donovani que infectaban cultivos de leucemia
monocitica humana (THP-1) mediante un sistema de deteccion multiple de
imagenes de microscopia confocal de alto contenido (HCS) (Siqueira-Neto y col.,
2012).

1.4.3. Cribados fenotipicos ex vivo

Recientemente se ha abierto un nuevo campo de investigacién que esta a
medio camino entre las infecciones in vitro con células THP-1 humanas y las
infecciones experimentales en ratones. Este nuevo enfoque consiste en la
utilizacion de explantes de organos infectados por Leishmania en ensayos
fenotipicos HTS. En estos modelos, los roedores (ratones o cricetos) estan
infectados experimentalmente con cepas de Leishmania transgénicas cuyos
organos diana — ganglios, higado o bazo — se van a recoger una vez establecida la
infeccién para desarrollar el explante. Los ratones BALB/c reproducen VL y CL
aguda por L. infantum y L. major, respectivamente, debido al desarrollo de una
respuesta inmune adaptativa de tipo Th2. Por su parte, el hamster es el animal
preferido para desarrollar un modelo de infeccion crénica de VL por L. donovani.
Los explantes infectados de ganglios linfaticos y de bazo muestran ventajas sobre
los modelos de infeccidon in vitro, ya que incluyen a toda la poblacién celular
implicada en la interaccién parasito/hospedador: macrofagos, células CD3+ vy
CD4+, linfocitos B y granulocitos; lo que podria afectar al efecto terapéutico del
compuesto ensayado. Ademas, el numero de animales utilizados en estos ensayos

puede ser drasticamente reducido, ya que con un solo bazo infectado se pueden
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sembrar cuatro placas de 96 o dieciséis placas de 384 pocillos, permitiendo asi la

evaluacioén de varias colecciones de pequefias moléculas a dosis unica.

Un HTS fenotipico de 4035 compuestos basado en explantes de bazo de
hamster ha sido validado por el grupo del Dr. Melby en la Universidad de Texas
Medical Branch en Galveston (TX, EE.UU.). Para ello utilizaron los bazos de
cricetos infectados con una cepa de L. donovani (luc) cultivados en un formato de
placa de 96 pocillos (Osorio y col., 2011). Recientemente, este grupo ha publicado
la validacién de un HTS fenotipico de explante de ganglio linfatico murino utilizando

en este caso, una cepa de L. major (luc) (Peniche y col., 2014).

1.4.4. Deconvolucion de dianas

Los métodos HTS basados en fenotipo miden la respuesta integral de un
sistema celular a una libreria de compuestos quimicos independientemente de la
interaccion de éste con aquel. Sin embargo, cualquiera que sea el modelo
fenotipico utilizado, es importante la identificacion de las dianas moleculares que
subyacen a las respuestas fenotipicas observadas: i) para comprender el
mecanismo fisiopatolégico de la enfermedad; ii) para ayudar al disefio racional de
farmacos al permitir estudios eficientes de Relacion Estructura-Actividad (SAR); iii)
para predecir los aspectos relacionados con la toxicidad y los efectos secundarios
de las moléculas. Recientemente, se perfila una estrategia retrospectiva de
identificar el mecanismo de accién de moléculas seleccionadas en un cribado

fenotipico: la deconvolucion de dianas.

El objetivo final de la deconvolucidon de dianas es la identificacion de las
moléculas bioldgicas que interactuan directamente con el “hit" seleccionado. Con
este fin se han descrito multitud de tecnologias diferentes basadas en la afinidad
por los componentes celulares del patégeno, bajo la premisa de que la interaccion
fisica es el requisito previo para definir los efectos funcionales. Sin embargo, no
existe un procedimiento operativo estandar y las metodologias para la identificacion
de dianas tendran que ser decididas caso por caso. La forma directa de identificar
dianas dentro del patéogeno es la cromatografia de afinidad y posterior

caracterizacion mediante espectrometria de masas de las proteinas retenidas por el
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compuesto inmovilizado en una matriz. Este método tiene una ventaja importante y
es que las proteinas identificadas mantienen su estructura terciaria intacta y pueden
ser analizadas mediante difraccion de rayos X tras su cristalizacion. Sin embargo, la
inmovilizacion y/o etiquetado del farmaco, es un problema a tener en cuenta ya que
puede alterar los parametros de interaccion con la diana. Esto significa que puede
ser necesario un estudio previo con el fin de identificar una posicién en la que la

molécula puede ser modificada con el fin de evitar que pierda su actividad bioldgica.

Algunos de los métodos utilizados de deconvolucion de dianas pueden ser
apoyados indirectamente por tecnologias basadas en microarrays de DNA vy
analisis protedomico. La aplicacién de estas tecnologias, que no necesitan la
modificacion del farmaco, puede también conducir a la identificacion de dianas
moleculares. Por ejemplo, la investigacién de los cambios globales de expresion
génica de un organismo inducida por un farmaco potencial y el analisis de un
determinado perfil transcriptomico y o protedmico puede ayudar a comprender el
mecanismo de accion de la molécula mediante "mapas de conectividad". El ultimo
paso para caracterizar el mecanismo de accién de una molécula es la confirmacioén
de las dianas identificadas asociadas con los efectos funcionales detectables en el
cribado fenotipico. Si estuvieran disponibles las estructuras tridimensionales de la
proteina identificada, se deberian realizar analisis estructurales in silico de la
interaccion proteina-compuesto. Ya que estos analisis generan Unicamente
predicciones, es necesario realizar ensayos directos de interaccion farmaco-
proteina y sus consecuencias funcionales. La resonancia de plasmén superficial
para estudiar el analisis de interacciones y los cambios fenotipicos asociados
mediante estudios genéticos funcionales como el ARN interferencia, o la

sobreexpresion de genes, son métodos de eleccién para la confirmacién de dianas.

1.4.5. Aplicacion de patoégenos modificados para el cribado fenotipico de
farmacos

El uso de parasitos vivos modificados genéticamente para el cribado masivo
de drogas tiene evidentes ventajas sobre los métodos clasicos de tincién vy
recuento, que son muy laboriosos y lentos. Los parasitos modificados —

fluorescentes o luminiscentes — que no hayan perdido la virulencia como
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consecuencia de la manipulacion genética, constituyen una alternativa ventajosa
para ser usados en condiciones de HTS. En este sentido, la bioluminiscencia tiene
ciertos inconvenientes con respecto a la fluorescencia: i) las proteinas
bioluminiscentes necesitan la adicion de un sustrato emisor de luz especifico, caro
y con una pobre penetracion en las células diana; ii) las placas o tejidos deben
fijarse con el fin de grabar la sefal, que junto con su corta vida media hace que sea
inservible para obtener mediciones repetidas de la misma muestra. Por su parte la
fluorescencia cubre la totalidad del espectro de luz visible — incluido el infrarrojo
cercano — lo que nos permiten seleccionar la longitud de onda que mejor se ajusta
a nuestro modelo experimental. Ademas, los marcadores fluorescentes permiten
usar varias proteinas simultaneamente sin interferencia entre ellas, por lo que se
hace factible el estudio de diferentes interacciones moleculares y/o celulares in
vitro. Sin embargo, la fluorescencia no estéd desprovista de inconvenientes: i) la
exposicion de las células a ciertas longitudes de onda de excitacion puede
perturbar las funciones celulares normales; ii) la baja penetrabilidad de la emisién
fluorescente la hace inapropiada, al dia de hoy, para los estudios in vivo con

patégenos que colonicen 6rganos internos del animal (Tabla 1.4).

Tabla 1.4. Proteinas fluorescentes usadas en estudios fenotipicos HTS

Proteina color Nex Aem Referencias
GFP verde 395 nm 504nm (Tsien, 1998)
EGFP verde 488 nm 507nm (Tsien, 1998)
YFP amarillo 514 nm 527 nm (Ormo y col.,

1996)
Citrina verde 516 nm 519 nm (Griesbeck y
col., 2001)
DsRed rojo 558 nm 583 nm (Matz y col.,
2009)
mCherry rojo 587 nm 610 nm (Shanery col.,
2004)
tdTomato rojo 554 nm 581 nm (Shanery col.,
2004)
iF1.4 infrarrojo 683 nm 708 nm (Shu y col.,
2009)
iFRP infrarrojo 690 nm 713 nm (Filonov y col.,
2012)
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Precisamente es el uso de los parasitos transgénicos en los estudios
preclinicos in vivo el que genera mayores controversias sobre su adecuacion. Lo
primero, como ya se ha comentado antes, la cepa manipulada genéticamente debe
conservar intacta su virulencia respecto a la original. Este punto esta perfectamente
solventado como se vera mas adelante. En segundo lugar, el modelo animal de la
enfermedad que se quiera estudiar. Para las infecciones que afectan a érganos
internos, las proteinas bioluminiscentes son instrumentos mas sensibles y precisos
que las proteinas fluorescentes ya que permiten distinguir entre los procesos
inflamatorios asociados con una infeccion y la carga parasitaria. Multitud de
estudios han demostrado que la emisién de luz de la luciferasa tiene una
penetracion mas profunda en los tejidos que la fluorescencia. Los parametros
principales para formacion de imagenes in vivo son la fotoestabilidad, la
penetracion de la luz, el brillo y la relacion sefal-ruido. A pesar de que la
bioluminiscencia tiene mejor contraste que la fluorescencia, la emision fluorescente
es mas brillante, lo que permite tiempos de adquisicion menores (200-300 ms para
las proteinas fluorescentes vs. 5-10 min para las luminiscentes), reduciendo
drasticamente la cantidad de ruido adquirida. Sin embargo, a pesar de esta
superioridad de la bioluminiscencia en la deteccidon cuantitativa de patdégenos en
organos internos, no se debe olvidar la administracién obligada del sustrato emisor
de luz que es caro, requiere de administracion endovenosa y tiene una vida media
de emision de luz corta. Estos problemas no ocurren con las infecciones cutaneas
de estas enfermedades. La superficialidad de las mismas — almohadilla plantar de
las patas traseras o el dorso de la oreja de ratones — permite el seguimiento de la
emision de diferentes proteinas fluorescentes. Esto proporciona un considerable
ahorro de material, asi como contribuye a una reduccion significativa de la

manipulacién traumatica de los animales.

1.4.6. Estrategias para la generacion de patégenos modificados

Para ser totalmente funcionales los genes reporteros deben expresarse
durante el ciclo de vida completo del parasito. Para este fin, es muy recomendable
la transformacion del parasito con vectores integrativos. Si bien es cierto que los
vectores episomales tienen una tasa de replicacion superior, necesitan presién

antibidtica para evitar la pérdida del gen reportero lo que limita su uso cuando se
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llevan a cabo infecciones in vivo. Ademas, las estrategias integradoras evitan la
expresién desigual de los genes reporteros como consecuencia de la amplia
variacion en el numero de copias del plasmido. Por esta razon, la integracion de los
genes reporteros en los loci 18s rRNA se ha convertido en el lugar mas utilizado
para crear cepas transgénicas estables en el ciclo vital completo del parasito. Sin
embargo, varios estudios han demostrado que la tasa de expresion en las formas
intracelulares (amastigotes) procedentes de lesion son mucho menos brillantes que
las de los promastigotes prociclicos y metaciclicos que sirvieron para infectar los
animales. Esta expresion desigual de genes reporteros en la las formas
intracelulares se ha atribuido a varios factores: i) metabolismo mas lento del
amastigote; ii) diferencias en la composicion del medio de cultivo; iii) pH mas bajo y
iv) inactivacion por proteasas especificas de la fase amastigote, entre otras. Con el
fin de paliar este inconveniente, se ha planteado la hipétesis de insertar 3'UTRs de
genes especificos de la forma amastigote por debajo del gen reportero con el fin de
que proporcionasen las sefiales de procesamiento requeridas para mejorar las
tasas de expresion de estos genes. Mil3litz y colaboradores (2000) mostraron que
los niveles de expresion de la GFP en Leishmania fueron 2-10 veces superiores en
amastigotes que en promastigotes, cuando el gen reportero se coloco corriente
debajo de la region intergénica del gen LmCPB2.8 (especifico de amastigotes de la
cistein proteasa B). Por esta razon, el futuro desarrollo de nuevos vectores de
expresion debe incluir fragmentos que contengan estas secuencias intergénicas

responsables de las tasas elevadas de transcripcion en la fase amastigote.

1.4.7. El uso de tripanosomatidos fluorescentes en HTS

Los patégenos modificados genéticamente con reporteros fluorescentes se
han convertido en una herramienta util y versatil en el descubrimiento de nuevas
moléculas en HTS fenotipicos. Como dijimos anteriormente, la seleccion de la
plataforma HTS tiene como objetivo dirigirse especificamente a la etapa intracelular
de estos parasitos que es la realmente lesiva para el hospedador. A pesar de esto,
y probablemente debido a las dificultades encontradas en el manejo de estas
formas intracelulares en su forma axénica, los investigadores se han centrado en
estudiar la etapa de promastigote. La alternativa mas interesante a las dos
anteriores son las infecciones experimentales ya sea realizadas in vifro en una linea

celular o ya sea ex vivo a partir de explantes cultivados procedentes de un érgano
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infectado de forma natural. Hay muchos factores que deben tenerse en cuenta al
disenar un HTS de patdégenos intracelulares: i) la tasa de infeccion disminuye
gradualmente con el tiempo como resultado de la replicacion del parasito en los
fagolisosomas de los macréfagos; ii) los farmacos deben mantenerse en el medio
de cultivo el tiempo suficiente para asegurar su eficacia; iii) la posibilidad de
monitorear el estado del cultivo a diferentes tiempos sin perturbar su crecimiento.
Todos estos puntos los satisfacen los patégenos modificados con proteinas
fluorescentes ya que pueden obtenerse imagenes de los mismos a diferentes
tiempos sin la necesidad de proceder a su fijacidon — proceso irreversible que acaba
con la viabilidad del cultivo. La Tabla 1 muestra diferentes estudios en los que se
han utilizado parasitos fluorescentes y luminiscentes para cribar moléculas

pequefas.

Los primeros resultados obtenidos comparando amastigotes axénicos con
intracelulares fueron obtenidos por el grupo Canadiense del Centre for Host-
Parasite Interactions (CHPI) de la Universidad de Laval, Quebec (Canada). En
estos trabajos pioneros se evalu6é la actividad leishmanicida de dos agentes
antimicrobianos de uso clinico — Pentamidina® y Glucantime® — en una cepa
transfectada de Leishmania spp. con la luciferasa de Iluciérnaga (luc).
Papadopoulou y colaboradores llegaron a la conclusion de que los amastigotes
intramacrofagicos eran mas sensibles a los dos farmacos que los axénicos. Por su
lado Lang y colaboradores demostraron resultados semejantes cuando se
evaluaron varios derivados quinolinicos en amastigotes de L. amazonensis (luc)
que infectaban macrofagos murinos de médula 6sea. Un estudio realizado con
posterioridad con aislados clinicos de L. donovani resistentes a antimoniales se
transfectaron con GFP vy sirvieron para infectar macréfagos murinos J744A.1. Los
amastigotes resultantes mostraron sensibilidad a miltefosina, pentamidina,
paromomicina y anfotericina B, pero conservaron la resistencia a los antimoniales
después de la manipulacidon genética. Resultados incluidos en la presente Memoria
demuestran la idoneidad de una cepa transgénica de L. infantum (mCherry) como
plataforma de cribado de farmacos en amastigotes intracelulares. Esta cepa ha
demostrado una sensibilidad semejante a la salvaje con farmacos de uso clinico

frente a VL como la anfotericina B, paromomicina y miltefosina.
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Tabla 1.5. Estudios realizados usando tritryps fluorescentes o luminiscentes

Especie Forma gen Expresion Aplicacion Referencias
Leishmania
L. donovani Promast. gfp Integrativo HTS (Singh y col., 2003)
Episomal
Promast. luc Episomal HTS (Luque-Ortega y
col., 2009)
Promast. luc Episomal HTS (Ashutosh y col.,
2005)
Promast. luc Integrativo Infeccion in  (Roy y col., 2000)
Episomal Vivo
L. major Promast. luc Integrativo Infecciéonin  (Roy y col., 2000)
Episomal Vivo
Amast. gfp Integrativo  Infeccion in  (Misblitz y col.,
Vivo 2000)
Promast. mcherry Integrativo Vacuna (Calvo-Alvarez y
col., 2012)
Amast. ifp1.4 Integrativo HTS (Balafia-Fouce y
col., 2012b)
L. mexicana Amast. gfp Integrativo Infeccion in  (Misblitz y col.,
Vivo 2000)
L. Amast. luc Integrativo  Cribado (Sereno y col.,
amazonensis 2001)
Promast. gfp Episomal Cribado (Chany col., 2003)
Promast. gfp/rfp Integrativo  Cribado (Rocha y col., 2013)
Trypanosoma
T. brucei Trypomast. egfp Integrativo Parasitemia (Balmery Tostado,
ecfp 2006)
eyfp
mrfp1
Trypomast. egfpl/rfp Integrativo  Insectos (Peacock y col.,
2007)
Trypomast. gfp Integrativo  Intercambio  (Gibson y col.,
mrfp1 génico 2008)
T. cruzi Epimast. gfp/DsRed Integrativo  Ciclo (Guevara y col.,
Episomal 2005)
Epimast. gfp/rfp Integrativo  Parasito/ (Pires y col., 2008)
hospedador

Una critica frecuente al uso de infecciones in vitro es la escasa semejanza

en el modo en que estas llegan a ser infectadas comparado con el proceso natural.

Los sistemas HTS deben imitar al maximo esas condiciones o sino tomarlas

prestadas de la misma naturaleza. Los cultivos de explantes organicos procedentes
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de roedores infectados experimentalmente con patégenos fluorescentes o
luminiscentes se presenta como una interesante alternativa. Este método tiene
ademas la ventaja de incluir el repertorio completo de células del sistema
inmunitario que cohabitan en el sitio de la infeccién. Esta metodologia ha sido
validada con una biblioteca de varios miles de compuestos frente a VL en explantes
de bazo procedentes de hamsters infectados con una cepa de L. donovani (luc).
Por otra parte, Prada y colaboradores usaron un enfoque similar con el fin de
estudiar el efecto leishmanicida de varios inhibidores de ToplB en explantes
esplénicos murinos infectados con L. infantum-iRF1.4 que expresa
constitutivamente una proteina fluorescente en el infrarrojo cercano. Este modelo
ha sido también usado con éxito en explantes de ganglios linfaticos procedentes de

ratones BALB/c infectados con L. major (luc) como modelo de CL.

1.4.8. El uso de parasitos transgénicos para la evaluacidon preclinica de
farmacos en tiempo real

Las infecciones experimentales circunscritas al sitio de inyeccion en
roedores guardan un estrecho paralelismo a las descritas naturalmente en los seres
humanos. Por esta razén, las imagenes in vivo puede convertirse en una plataforma
preclinica idénea para la seleccion de compuestos candidatos antes de hacer el
salto a los ensayos clinicos en humanos (Calvo-Alvarez y col., 2015). Para estos
estudios los patégenos fluorescentes o luminiscentes constituyen un nuevo tipo de
herramienta para explorar las interacciones parasito hospedador in vivo. Ademas,
tiene unas importantes connotaciones bioéticas al requerirse menos animales por
grupo experimental para obtener resultados estadisticamente significativos. Sin
embargo, estas técnicas no estan libres de pros y contras que limitan su uso en
ensayos pre-clinicos. La bioluminiscencia es el método de eleccién para la
evaluacién de la carga parasitaria en los 6rganos internos, pero proporciona solo
imagenes de dos dimensiones con una resolucion relativamente baja. Ademas, la
imagen bioluminiscente precisa de la administracion endovenosa de un sustrato
que llegue hasta la vacuola parasitoéfora de las células infectadas. Por su parte, el
uso de proteinas fluorescentes se limita, hasta el momento, a los modelos in vivo
de CL debido a su pobre penetracién en los tejidos y 6rganos internos y a la

autofluorescencia de los mismos (Tabla 1.6).
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Table 1.6. Estudios con tripanosomatidos fluorescentes y luminiscentes realizados in vivo

Patégeno gen Enfermedad Aplicacion Referencias

Fluorescencia

L. amazonensis egfp CL Inmunoterapia  (Methay col., 2008)

L. major gfp CL Quimioterapia  (Latorre-Esteves y
col. (2010)

L. major egfp CL Validacion (Bolhassani y col.,
2011)

L. major mCherry  CL Inmunoterapia  (Calvo Alvarez y
col., 2012)

T. cruzi tdTomato  Chagas Quimioterapia  (Canavaciy col.,
2010)

Luminiscencia

L. amazonensis luc CL Validacion (Lang y col., 2005)

L. major luc CL Quimioterapia  (Lecoeur y col,
2007)

L. major luc CL Quimioterapia  (Lecoeur y col,
2010)

L. infantum luc VL Validacién (Thalhofer y col.,

L. mexicana CL 2010)

L. major luc CL Validacion (de la Llave y col.,

L. donovani VL 2011)

L. infantum luc VL Quimioterapia  (Michel y col., 2011)

L. amazonensis luc CL Quimioterapia  (Reimao y col.,
2013)

T. brucei rluc* HAT® Quimioterapia  (Claes y col., 2009)

T. cruzi luc Chagas Quimioterapia  (Canavaciy col.,
2010)

T. cruzi luc Chagas Quimioterapia  (Andriani y col.,
2013)

T. vivax luc Nagana Patogenia (D’Archivio y col.,
2013)

T. brucei eluc** HAT Quimioterapia  (Myburg y col.,
2013)

T. brucei luc*** HAT Validacion (McLatchie y col.,
2013)

* Renilla reniliformis luciferasa

** enhanced firefly luciferase
red-shifted firefly luciferase

*hk

& Human African Trypanosomiasis: Enfermedad del Suefio
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Las primeras publicaciones que demuestran la validez de estos métodos se
realizaron en un modelo murino de CL que se habia infectado subcutaneamente en
el dorso de la oreja con una cepa de L. amazonensis (luc). Resultados semejantes
se obtuvieron a las 10 semanas de una infectar la almohadilla plantar de ratones
BALB/c con una cepa de L. mexicana (luc). Gracias a estos modelos Lecoeur y
colaboradores (2007) optimizaron un protocolo de administracion tépica de una
pomada que tenia como principio activo un antibiético aminoglucésido. El estudio
concluyé demostrando que la duracion del tratamiento era un factor de mayor peso
que la dosis total aplicada en la curacién de este modelo de CL. Canavaci y
colaboradores examinaron una serie de compuestos con efectos tripanocidas en un
modelo de raton de la enfermedad de Chagas, producido por T. cruzi (luc).
Sorprendentemente, ninguno de los compuestos analizados con la excepcion de los
controles de uso clinico benznidazol y posaconazol, fueron capaz de lograr la
curacion de la enfermedad. Estos resultados demuestran la dificultad de encontrar
una buena correlacién entre los resultados in vitro y los estudios preclinicos. Por el
contrario, Andriani y colaboradores (2011) encontraron que dos compuestos
seleccionados (“leads”) de un cribado HTS previo de 23 hits que fueron capaces de
reducir la infecciéon por T. cruzi (luc) en mas de 90%. En la misma linea, un estudio
preclinico de tripanosomiasis africana en CD-1 ratones infectados con T. brucei
(luc) demostré que solo el melarsoprol y el DB829, pero no otros nuevos farmacos
seleccionados como “leads”, eran capaces de eliminar eficientemente los parasitos
de la zona craneal después de 3 dias de tratamiento en las etapas finales de la

infeccion.

Una ventaja de las plataforma preclinicas de bioimagen es la de poder
detectar patégenos en regiones anatdémicas diferentes a las descritas hasta el
momento. De esta manera, Michel y colaboradores fueron capaces de localizar una
sefal bioluminiscente en grasa mesentérica en ratones infectados con L. infantum
(luc) después de la infeccion intraperitoneal. Este nicho organico inesperado no se
observé cuando la infeccion se realizé con L. donovani (luc) lo que sugiere una
localizacion especifica de especie. En otro trabajo se encontré un acantonamiento
de T. brucei (luc) en testiculo como consecuencia de la administracién de una serie
de analogos de adenosina. Este tropismo inesperado podria ser explicado por una

ineficiente distribucion de los farmacos al atravesar la barrera sangre-testiculo.
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Igualmente se han utilizado proteinas fluorescentes en modelos de CL para
estudiar el efecto de sistemas vacunales y farmacos. De esta manera, se estudio el
efecto profilactico de una poliproteina recombinante administrada a ratones BALB/c
infectados con L. amazonensis (GFP) que indujo una disminucion significativa tanto
en la severidad de la lesion como de la fluorescencia ligada a la carga parasitaria.
Nuestro grupo demostré recientemente las ventajas de una cepa de L. major
(mCherry) para evaluar el efecto profilactico de una vacuna experimental en un
modelo de CL. Del mismo modo, se utilizé una cepa modificada de L. major (GFP)
para evaluar el efecto leishmanicida de una pomada que contenia un farmaco
fotosensibilizador basado en phenotiazinium que redujo significativamente la
fluorescencia verde emitida por la carga de parasitos que infectan el dorso de la

oreja del raton.

1.5. DIANAS DE INTERVENCION FARMACOLOGICA EN Leishmania sp.

En general los farmacos leishmanicidas presentan una alta indeterminacién
en sus dianas terapéuticas. Esto dificulta la obtencién de modelos simplificados en
los cribados de moléculas pequefas basados en el fenotipo con formato HTS. Esto
sucede tanto con los farmacos que poseen una accioén pleiotropica elevada, tales
como la pentamidina, como con aquellos que poseen una diana definida
formalmente (Balafa-Fouce y col., 1998; Murray, 2000). Se han sefialado multitud
de dianas farmacologicas potenciales en Leishmania sp. de las que destacaremos

las mas interesantes.

Las enzimas glicoliticas estan parcialmente compartimentalizadas en
promastigotes y amastigotes. Las primeras enzimas de la ruta glucolitica estan
englobadas en un organulo especifico denominado glicosoma, caracteristica comun
a todos los tripanosomatidos, incluido Leishmania (Glew y col.,, 1988). El
Pentostam® y la suramina son farmacos de primera linea, cuya accién esta dirigida
sobre la compartimentalizacion de la ruta glucolitica de tripanosomatidos

(Opperdoes y col. 1984).
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La sintesis de esteroles en tripanosomatidos puede ser una importante
diana terapéutica. A diferencia del hospedador, en el que el colesterol es el esterol
sintetizado con mayor abundancia, los derivados del ergostano (episterol y 5-
hidroxidehidroepisterol) son los principales esteroles producidos por
tripanosomatidos y recuerdan al ergosterol sintetizado por los hongos (Berman,
1988). Por esta razén muchos fungicidas (antibidticos poliénicos, ketoconazol)
tienen actividad leishmanicida con escasos efectos téxicos sobre el hospedador
(Goad y col., 1984). Sin embargo, a diferencia de los hongos, el colesterol del
hospedador puede ser incorporado y utilizado por los amastigotes, produciendo

resistencias a dichos antibiéticos (Basselin y col., 1998).

El metabolismo de las purinas presenta igualmente diferencias importantes
entre el parasito y el hospedador. Leishmania carece de la capacidad de sintetizar
purinas de novo a partir de precursores metabdlicos, y debe incorporarlas del medio
circundante. En consecuencia, los tripanosomatidos han desarrollado un sistema de
transporte de purinas muy eficaz, asi como un sistema especifico de recuperacion
de bases puricas y pirimidinicas. El sistema hipoxantina guanina fosforribosil
transferasa de los amastigotes puede ser utilizado como diana por el alopurinol, un
analogo de la inosina, previa transformacion a alopurinol 5’-monofosfato, con
elevada actividad leishmanicida (Basselin y col., 1998). Por su parte la ruta de
recuperacion de pirimidinas en tripanosomas y leishmanias, es controlada por una
enzima bifuncional con actividad timidilato sintetasa y dihidrofolato reductasa (Goad
y col.,, 1989) que es inhibida eficazmente por los antiparasitarios pirimetamina,

pentamidina y el agente anticancerigeno metotrexato.

Aunque las especies de los Gen. Trypanosoma y Leishmania contienen
pequefias cantidades de glutatién libre, el principal tiol intracelular de bajo peso
molecular es el tripanotion (N1,N8-bisglutationil espermidina). Los parasitos
sintetizan tripanotion por condensacion del glutation con espermidina, mediante dos
reacciones de conjugacion dependientes de ATP (Grumont y col.,, 1986). Las
funciones del tripanotidon son semejantes a las del glutation en mamiferos, es decir,
mantenimiento del equilibrio redox tidlico, defensa contra el estrés oxidativo y frente
a los xenobidticos. La enzima tripanotidon reductasa (ausente en el hospedador)

puede ser inhibida especificamente por farmacos arsenicales trivalentes (6xido de

36



Revision Bibliografica

melarseno) (Fairlamb y Cerami, 1992), naftoquinonas y nitrofuranos, constituyendo

una importante diana de accién quimioterapéutica.

Leishmania contiene altos niveles de lipidos-éter, que se encuentran
principalmente en los glicolipidos unidos a glicosilfosfatidilinositol y en las
glicoproteinas presentes en la superficie del parasito. Lipidos-éter (alquil-
fosfolipidos) tales como la miltefosina y la edelfosina poseen una importante
actividad leishmanicida, tanto in vitro como in vivo (Varela-M y col., 2012). Estos
compuestos, podrian actuar sobre diversas dianas incluyendo el metabolismo vy

biosintesis de LPG y glicoproteina gp63 (Fairlamb y col., 1989).

El descubrimiento de diferencias estructurales importantes entre las DNA-
topoisomerasas de tipo | (ToplB) en tripanosomatidos con respecto a sus
homologas de mamifero, ha abierto un nuevo campo de investigacion que combina
las técnicas de biologia molecular con la cristalizacion de proteinas para poder
disenar nuevos farmacos dirigidos especificamente a su inhibicion. Estas enzimas
son consideradas como potenciales dianas de intervencion terapéutica debido a su
posicion estratégica en la replicacion, transcripcién y recombinacion del material

genético (Pommier, 2006; Balafia-Fouce, 2006).

1.5. DNA TOPOISOMERASAS: ESTRUCTURA Y FUNCION
1.5.1. Topologia del DNA

El DNA es la molécula biolégica en la que se encuentra codificada esta
informacién y su estructura es la de una doble cadena polinucleotidica con
disposicién antiparalela (Watson y Crick, 1953). En condiciones fisiolégicas se ha
demostrado que la doble hélice de DNA es dextrégira, da una vuelta completa cada
3,4 nm y posee un diametro de 2 nm. Esta estructura caracteristica del DNA se
conoce como B-DNA, tiene 10,5 pares de bases (pb) por vuelta y en ella se pueden
diferenciar un surco menor de 1,2 nm y un surco mayor de 2,2 nm (Luger y col.,
1997). En el afio 1965, Vinogard y colaboradores identificaron cémo una molécula
de DNA, bajo ciertas condiciones experimentales, adquiria una conformacién

retorcida, compacta y que giraba sobre si misma varias veces (Vinograd y col.,
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1965). Esta forma topoldgica del DNA recibié el nombre de superenrollada (del
inglés supercoiled) en contraposicién a la estructura topoldgica no retorcida a la que

se denomind relajada (del inglés relaxed) (Fig. 1.8).
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Figura 1.8. Fotografia de microscopia electronica de los dos estados del DNA. A la izquierda de la
imagen se observa el estado topoldgico superenrollado, mientras que a la derecha se aprecia la
molécula de DNA en configuracion relajada.

La longitud del DNA es miles de veces mayor que el tamafio de una célula.
El genoma completo de una célula humana es de unos 3 x 10° pb que
corresponden aproximadamente a 1,8 m. Esto significa que la longitud del DNA es
miles de veces mayor que el tamafo de la célula, lo que representa un desafio para
los seres vivos. La molécula debe de ser altamente compactada para formar los
cromosomas y que estos encajen dentro del nucleo. En los organismos procariotas
el DNA presenta un estado superenrollado plectonémico, lo que permite que su
genoma se organice en pequefios cromosomas circulares cerrados (Vologodskii y
Cozzarelli, 1994). En cambio, en los eucariotas, el superenrollamiento se produce
en forma de solenoide, facilitado por las histonas que ayudan a una compactacién

mas efectiva del DNA en nucleosomas (Fig. 1.9).
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Figura 1.9. Figura esquematica de las distintas formas de empaquetamiento. A la izquierda esta

representado el superenrollamiento plectonémico (a) y a la derecha la forma toroidal (b).

Este superenrollamiento se mide mediante una propiedad topoldgica
denominada numero de enlace o linking number (Lk) que toma valores enteros para
cualquier molécula de DNA circular cerrado y representa el numero de veces que
una hebra cruza a través de la otra sobre el plano de proyeccion. Lo realmente
interesante de ese valor es la variacion del parametro comparandolo en diferentes
condiciones, por ejemplo en presencia y ausencia de un agente intercalante
(Singleton y col., 1982). El Lk depende de dos propiedades geométricas, el giro
(Tw) y la torsion (Wr). Tw (del inglés twist) es el numero de vueltas de hélice que
tiene una molécula de DNA completa, mientras que Wr (del inglés writhe) indica el
numero de veces que la trayectoria del eje de la doble hélice se cruza sobre si
misma cuando esta dispuesta en un plano, dicho de otro modo, es el numero de
giros de una superhélice, considerando como superhélice a la formada por ambas
hebras. Por convenio, el valor de Lk es negativo para las superhélices dextrogiras.
Los cambios en Lk (ALk) son siempre numeros naturales, aunque no los cambios
en Tw y Wr, cumpliéndose siempre que la suma de las variaciones en ambos

parametros es constante: ALk = ATw + AWr. (White y Bauer, 1986).
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El grado de superenrollamiento del DNA es crucial en los procesos celulares en los
que se requiere acceso a su informacion codificada. Durante la replicacion,
trascripcion y reparacion del DNA se necesita la reparacion de las dos cadenas
mediante complejos polimerasa/helicasa que generan tensiones y enredos en la
molécula (superenrollamientos positivos por delante de los lugares de replicacion o
transcripcioén, y superenrollamientos negativos por detras) que si no son resueltos
pueden conducir a roturas en la cadena potencialmete mutagénicos y citotoxicos.
(Liu y Wang, 1987; Seychelle y col., 2011). Las topoisomerasas (Top) son las
proteinas encargadas de impedir que esto ocurra. Sin ellas los superenrollamientos
positivos que se generan detendrian los procesos de replicacion y transcripcion,
mientras que los negativos provocan la formacion de estructuras anormales del
DNA tales como D-loops (cuando las dos hebras de una molécula de DNA de doble
cadena se separan por un tramo y mantienen separadas por una tercera cadena de
DNA), R-loops (cuando el RNA se queda anclado en su molde de DNA), cuartetos
de guanosina, y estructuras de DNA en forma Z (superenrollamiento hacia la
izquierda producido por la RNA polimerasa durante el proceso de transcripcion)
(Pommiery col., 2010) (Fig. 1.10).

Superenrollamiento positivo

o

Maquinaria de replicacion

b
Superenrollamiento negativo — Superenrollamiento positivo
7Y “2
(‘R'/
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X
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7 Maquinaria de transcripcion

i

Figura 1.10. Figura esquematica de los problemas topoldgicos del DNA asociados la replicacion (a) y
transcripcion (b). Modificado de Wang, 2002.
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1.5.2. Las DNA Topoisomerasas (Top)

El Lk es una propiedad invariable del DNA y esta restringido desde el punto
de vista topoldgico. Este solo puede variar si se provocan cortes en una o en las
dos hebras de DNA permitiendo que la molécula gire y volviendo a religar. Las DNA
topoisomerasas (Top) son las enzimas encargadas de llevar a cabo esta funcion y
son de dos tipos: i) las enzimas de tipo Il (Topll) producen roturas bicatenarias
temporales en el DNA a través de las cuales pasa el otro segmento duplex no
cortado para luego volver a sellar la rotura; ii) las enzimas de tipo | (Topl) producen
una rotura monocatenaria y la hebra no cortada pasa a través de la escindida que
luego sera reparada. Dentro de las diferentes variedades de Top encontramos las
que pueden relajar unicamente superenrollamientos negativos y las que relajan
tanto superenrollamientos positivos como negativos. Ademas, hay algunos tipos de
Top que también pueden introducir superenrollamientos negativos en el DNA (DNA
girasa bacteriana) o de signo positivo (girasa reversa). Los subtipos A, B 6 C de las
Top se utilizan para distinguir entre familias de enzimas que tienen distintas
secuencias de aminoacidos y/o estructuras globales. Todos los tipos de Top
catalizan una reaccion de transesterificacion mediante un ataque nucleofilico por
parte del grupo hidroxilo de un residuo Tyr de su centro activo sobre uno de los
enlaces fosfodiéster de la doble cadena de DNA, dando lugar a una union covalente

entre la Top, el DNA roto y la molécula (Fig. 1.11).
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Figura 1.11. a) Superenrollamiento del DNA plectonémico negativo (-) y positivo (+). Las dos formas
se distinguen por la direccidn del giro superhelicoidal, a la derecha y a la izquierda respectivamente. b)
La reaccién de escision del DNA. Las Top catalizan la escision de la cadena mediante la formacién de
un enlace covalente reversible DNA-enzima mediante la Tyr presente en el centro activo. Las Top tipo
IB y IC se unen al extremo 3’ del DNA mientras que las de tipo IA, IIA y 1IB se unen al extremo 5' del
DNA.
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Bajo condiciones fisioldgica, la reaccién es reversible favoreciendo la
reparacion del DNA a través de una segunda reaccion de transesterificacion y

minimizando el dafo (Wang, 2002; Champoux, 2001)

Las familias de Top descritas hasta la fecha son (Tabla 1.4): ToplA, TopIB,
TopllA 'y ToplIB, con la Unica excepcion de la TopV, identificada hasta el momento
en la especie bacteriana extremofila Methanopyrus kandleri (Slesarev y col., 1993;
Forterre y col., 2007).

Tabla 1.7. Caracteristicas y diferencias entre las cuatro familias Top.

Tipo | Tipo Il
ToplA ToplB TopllA TopliB
Dominio ATPasa no no si si
Dependencia metalica Mg no Mg** Mg
Ruptura del DNA cadena cadena cadena cadena
sencilla sencilla doble doble
Polaridad de la ruptura 5 3 5 5
ALk +1 +1 +2 +2
Top I, Top Ill'y
. Top I,
Enzimas girasa reversz Top V Top Il, girasa Top VI
o
(eubacterias) P

DNA topoisomerasas de tipo Il (Topll)

Las Topll son enzimas homodiméricas que introducen varios cambios en el
estado topologico del DNA, incluyendo el desanudado o el desencadenado de los
anillos de doble cadena del DNA vy la relajacion de DNA superenrollado positiva o
negativamente. Estos procesos son posibles gracias a la ruptura transitoria de las
dos cadenas de la doble hélice que va acompafado de gasto energético en forma

de hidrolisis de ATP (Wang, 1998). Durante el proceso de ruptura y ligado (Fig.
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1.12) se produce un intermediario covalente entre los extremos 5’ de cada una de
las hebras del DNA y cada una de las subunidades enzimaticas. Esto origina un
cambio conformacional, dejando un espacio abierto, el segmento G, por donde
pasa una segunda regién de DNA bicatenario, bien de la misma cadena (en casos
de relajacion, anudado o desanudado) o bien de otra diferente (encadenado,
desencadenado), lo que explicaria porqué el Lk cambia en bloques de dos en dos

cuando actuan estas enzimas (Bates y col., 2011).
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Figura 1.12. (A) Las TopllA cortan ambas cadenas del DNA bicatenario (verde) y pasan otra doble
cadena (rosa) a través de la rotura reversible en una reaccién asociada al gasto de ATP. Una vez que
se ha producido la religacion de las hebras los productos son liberados de la enzima. (B) Las ToplIB
presentan un mecanismo similar al de las TopllA y poseen los mismos dominios de corte y ATPasa,

pero difieren en toda su estructura terciaria. Modificado de Seychelle y col. 2011.

De la misma manera que las girasas descritas en E. coli (Gellert y col.,
1976) las Topll hidrolizan ATP para introducir superenrollamientos negativos en el
DNA. El grupo de Anthony Maxwell (2011) de la Universidad de New Anglia (Gran
Bretafia) ha propuesto un modelo en el que la energia liberada por la hidrdlisis del

ATP es imprescindible para manipular las interacciones proteina-proteina y
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mantener la configuracion dimérica de la enzima durante el paso de la doble

cadena de DNA a través del corte (Bates y col., 2011).

DNA Topoisomerasas de tipo | (Topl)

Al contrario que las Topll, las Topl, pueden cortar unicamente una de las
dos hebras de DNA bicatenario (Champoux y Dulbecco, 1972). Estas enzimas han
sido subdivididas en dos grupos, ToplA y ToplB, que difieren tanto a nivel
estructural como mecanicista. Ambas enzimas estan presentes en todos los
organismos vivos, aunque en un principio las ToplA se habian descrito unicamente
en organismos procariotas y las ToplB se relacionaban con los eucariotas. La
mayor diferencia entre ellas es que las enzimas ToplA forman el intermediario
covalente con el extremo &' del segmento escindido, mientras que las ToplB lo
hacen con el extremo 3' (Tabla 1.8). El intermediario se produce tras el ataque
nucleofilico del residuo Tyr caracteristico del centro catalitico sobre un grupo fosfato
de la cadena nucleotidica, originando un enlace fosfodiéster transitorio que rompe
la cadena de DNA (Pommier, 2009).

Tabla 1.8. Clasificacion y caracteristicas cinéticas de las Topl.

Procariotas Virus Eucariotas
Dam Girasa
Topl Toplil TopV Topl Topl Toplll
Toplil Reversa
Tipo 1A 1A IA 1A 1B B B IA
Sustrato ss ss ss ss ds ss ds ss
Enlace 5'-P 5'-P 5'-P 5'-P 3-P 3-P 3-P 5'-P
Mgz+ + + + + _ - - -
ATP - - - + - - - -
. . relaja relaja . .
relaja (-) cortede 2  relaja (-) introduce relaja (+)/(-  relaja (-)
Actividad (+)(-) )
DNAsc DNAss DNAsc sc (+) ) DNAsc DNAsc
DNAsc DNAsc

ss: cadena sencilla

ds: doble cadena

sc: supernrollado

(-): superenrollamiento negativo
(+):superenrollamiento positivo
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ToplA
Las ToplA tienen una estructura proteica toroidal con un ligero parecido a un

candado (Lima y col. 1994). Comprenden tres subfamilias distintas repartidas en
todos los organismos. Dentro de estas subfamilias se han descrito la Topl
bacteriana (ToplA), la Toplll de bacterias y células eucariotas y la girasa reversa,
de bacterias y arqueobacterias. Salvo el caso excepcional de la girasa reversa
heterodimérica de Methanopyrus kandleri, estas enzimas son siempre

monomeéricas (Kozyavkin y col., 1994).

La principal actividad de la ToplA es relajar el DNA superenrollado
negativamente. Sin embargo, la Toplll puede resolver enredos de cadena sencilla
que pueden surgir durante la replicacion y reparacion del DNA (Lépez y col., 2005).
La girasa reversa, por su parte, introduce superenrollamientos positivos en el DNA
y renaturaliza las cadenas separadas por medio de la accion de un dominio
helicasa de la superfamilia 2 dependiente de ATP fusionado a la ToplA. (Hsieh y
Plank, 2006).

El mecanismo de accion de estas enzimas guarda cierta similitud con las
TopllA, ya que ambas forman un intermediario covalente con el DNA mediante un
enlace fosfodiéster 5° con el residuo Tyr del centro activo. Efectian cambios
topoldgicos en el DNA a través del mecanismo “paso de hebra” en el cual, una de
las cadenas de la doble hélice del DNA es cortada y abierta fisicamente.
Posteriormente, la cadena intacta puede atravesar la abertura para rapidamente
religar el corte (Fig.1.13 a). Estas enzimas son también capaces de catalizar el

” o«

“anudado”, “desanudado” y entrelazado de circulos de DNA de cadena sencilla, asi

” [T

como el “anudado”, “desanudado”, “encadenado” y “desencadenado” de circulos de

DNA de cadena doble mellados o rotos.

Las ToplA, al igual que las Topll, requieren la presencia de un idon metalico
divalente (Mg?*), pero no necesitan hidrolizar ATP para llevar a cabo su funcién
(con la Unica excepcion de la girasa reversa). Existen otra serie de propiedades
cataliticas comunes a todos los miembros de la subfamilia ToplA: i) el DNA debe
tener un alto contenido de superenrollamientos negativos para facilitar su unién; ii)

necesitan que exista una region de DNA de cadena sencilla; iii) no relajan por
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completo los superenrollamientos de DNA. Durante la relajacion del DNA, el Lk
sufre cambios en pasos de uno, en contraposicion a las Topll que lo hacen en

bloques de dos (Champoux, 2001).
a Mecani de la Topoi 1A b

Dominio de Soporte
corte

de la Topoi

Mec
Dominio de
corte

Soporte

Figura 1.13. a) La ToplA pasa una de las cadenas del DNA (amarillo) a través de la rotura originada
en la segunda hebra (verde). A la derecha vemos la estructura de la Toplll de E. coli, un tipo de
ToplA- b) La ToplB corta una de las cadenas de DNA (verde) seguido de una rotacion del resto de la
molécula de DNA duplex que rota con respecto al enlace fosfodiéster de la cadena complementaria. A
la derecha la estructura de la ToplB humana unida a una molécula de DNA duplex. Modificado de
Seychelle y col. 2011.

ToplB
Las ToplB se encuadran en dos categorias estructurales divergentes. La

primera categoria incluye las ToplIB virales, siendo la Topl de Vaccinia la mas
estudiada. La segunda categoria incluye las enzimas eucaridticas, tipificadas por la
ToplB humana (Leppard y Champoux, 2005). Las ToplIB, a pesar de compartir
escasa homologia con otras Top, se relacionan tanto funcional como
estructuralmente con un grupo de enzimas conocido como tirosina recombinasas,
que incluyen la Cre del bacteri6fago P1, la XerD de E. coli y ciertas integrasas de

bacteriéfagos (Fujimoto y col., 2006).

Las ToplB difieren de las ToplA tanto en la estructura como en el
mecanismo de accién. La ToplB relaja el DNA mediante un corte en una de las
hebras y, en lugar de pasar a través del corte la cadena opuesta, es la molécula,
desde la rotura hasta el final, la que rota sobre el enlace fosfodiéster intacto de la
hebra complementaria (Fig 1.13 b). Esta rotacién del DNA se denomina “rotacién

controlada” y en ella se alinean los extremos rotos para su religaciéon (Koster y col.,
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2005). Ademas las ToplB pueden relajar totalmente el DNA superenrollado, tanto
positiva como negativamente. No necesitan la presencia de DNA en forma de
cadena sencilla. El enlace covalente que se establece con la cadena de DNA se
produce con el extremo 3' de la hebra escindida en vez de con el 5' como en el
caso de las ToplA. Finalmente, estas enzimas no requieren de iones metalicos para
relajar DNA (Tabla 1.8).

1.6. LA ToplB HUMANA

1.6.1. Estructura

La ToplB humana (hToplB) es una enzima monomérica constituida por 765
aminoacidos y con un peso molecular de 91 kDa. Basandose en la conservacion de
la secuencia de aminoacidos entre especies y en estudios de sensibilidad a la
protedlisis, los 91 kDa de la hToplB han sido divididos en cuatros dominios
estructurales y funcionales distintos: el dominio N-terminal, el dominio central o

core, el dominio linker y el dominio C-terminal (Stewart y col., 1996) (Fig. 1.14).

A A A A 215 635 713

Y723

Figura 1.14. Representacion lineal de los dominios estructurales de la hTopIB. Dominio N-terminal (1-
214), dominio core (215-634), dominio linker (635-712) y dominio C-terminal (713-765). En el esquema
se muestran los cinco aminoacidos que constituyen el centro activo de la proteina. Las sefiales de

localizacién nuclear (NLS) estan representadas por triangulos negros.

El dominio N-terminal esta constituido por los primeros 214 aminoacidos
(Met1-Gly214) con un peso molecular de unos 24 kDa. Este dominio hidrofilico,
ademas de tener un grado de conservacion filogenético muy bajo tiene una elevada
sensibilidad a las proteasas (Redinbo y col.,, 1999). En los primeros estudios
realizados se determiné que los primeros 174 residuos eran prescindibles pero mas
tarde se demostré que en esta region se localizaban dos de las cuatro sefiales de

localizacion nuclear (NLS) que se han identificado en la hToplB (Mo y col., 2000).
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En el domino N-terminal también se han sido descrito posibles secuencias de
fosforilacion, ademas de regiones de interaccion con la nucleolina, con el antigeno
SV40, con factores de transcripcién y con las proteinas p53 y WRN (Edwards y col.,
2000; Mao y col., 2002; Roy y col., 2003). Aunque el extremo N-terminal no es
necesario para la actividad catalitica de la enzima, se ha demostrado que se
necesitan un numero minimo de residuos para establecer interacciones dinamicas
no covalentes corriente abajo del sitio de escision del DNA durante el corte y el
religado (Alsner y col., 1992), ademas de estar involucrados en mayor o menor
medida en la sensibilidad a camptotecina (Lisby y col., 2001).

Cap Subdominio Core II
Subdominio

a

. Conector

Dominio
Subdominio Core IlI C-terminal

b Cap
Subdominio /" D{
Core | C A4k N
";i, ;
7
N

Subdominio
Core ll

Bisagra

Subdominio

Dominio \
Core Ill

C-terminal

Figura 1.15. Esquema tridimensional obtenido de la estructura del cristal de la forma de 70 KDa de la
hToplB en complejo con un duplex de DNA de 22 pb. El dominio core ha sido esquematizado por
subdominios en color amarillo (1), azul (ll) y rojo (lll), el dominio linker en naranja y el extremo C-
terminal en verde. En a) se muestra la vista lateral de la enzima con el DNA en eje orientado de
manera horizontal. La cadena lateral de la Tyr723 (representada en modelo de bolas y barras negro)
esta entre el nucleo del subdominio core Ill y el dominio C-terminal. Uno de los l6bulos de la proteina
estd compuesto por el subdominio core | y Il formando el CAP. El otro I6bulo forma la base de la
proteina y estd compuesto por el subdominio core lll y el dominio C-terminal. Ambos l6bulos estan
conectados por una larga a-hélice denominada conector. En b) se observa la enzima desde abajo. En
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esta vista se distinguen dos bucles opuestos denominados lips que interactian a través de 6
aminoacidos y un puente de sal uniendo el CAP con la base de la proteina. La apertura y cierre de la
proteina durante la unién y la liberacion del DNA implica la ruptura de esta interaccion entre los lips.
La bisagra para que se produzca este movimiento esta situada en la parte superior del conector.
Modificado de Champoux, 2001.

El dominio core estda muy conservado filogenéticamente y abarca desde
residuo lle215 hasta la Ala635, con una masa molecular de 54 kDa. Al contrario que
el N-terminal, el dominio core es resistente a la protedlisis (Stewart y col., 1996).
Esta dividido en tres subdominios: core | (215-232 y 320-433), Il (233-319) y lli
(434-635) (Fig. 1.X). Los subdominios core | y Ill forman un Iébulo denominado CAP
que se caracteriza por la presencia de estructura secundaria hélice a y hoja
(Redinbo y col., 2000). El segundo I6bulo se denomina CAT y estd compuesto
principalmente por hélices a . Este I6bulo esta formado por el subdominio core I,
que contiene los residuos cataliticos Arg488, Lys532, Arg590 e His632, que junto a
la Tyr723 del dominio C-terminal constituyen el centro activo de la enzima. Estos
residuos son los responsables de la escision y relajacion del DNA (Redinbo y col.,
1999). Dos lazos contrapuestos denominados lips, pertenecientes a los
subdominios core | y lll, que interaccionan a través de 6 aminoacidos (367-369 del
subdominio core | y 497-499 del subdominio core IllI), y un puente salino que
conecta el CAP con la base de la enzima. Para que la unién al DNA tenga lugar, la
enzima debe de encontrarse en una conformacion abierta, actuando la Pro431 y la

Lys452 como una bisagra (Stewart y col., 1998).

Tras el dominio core volvemos a encontrar una region muy poco conservada
filogenéticamente y muy sensible a la protedlisis, el dominio linker (Fig.1.15). Esta
region compuesta por 77 aminoacidos (5 kDa) esta cargada positivamente y
consiste en dos hélices a antiparalelas (a18 e a19) conectadas por un pequefo giro
formado por los residuos Met675-Ala678. La dos hélices antiparalelas estan
estabilizadas por tres puentes salinos inter-helicoidales y nueve interacciones
hidrofébicas (Stewart y col., 1998; Redinbo y col., 1999). Esta estructura “coiled-
coil’ sobresale por la base de la enzima y no es necesaria para la actividad de
relajacion, pero si juega un papel muy importante en el mantenimiento del equilibrio

de escisién-religacion (Stewart y col., 1997). Un estudio realizado a partir de una
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mutacién puntual Ala653Pro demostré un incremento en la flexibilidad del linker,
dando como resultado un desplazamiento hacia la religacion en el equilibrio
escision-religacion. El aumento en la velocidad de religacion origina una mayor
resistencia a CPT ya que impide la entrada de la molécula en el centro activo
(Fiorani y col., 2003).

Finalmente el dominio C-terminal, de unos 8 kDa, se extiende desde la
GIn713 hasta la Phe765, donde la Tyr723 forma parte del centro catalitico. Esta
formado por 5 pequenas hélices a y junto con el dominio core forma una cavidad de
aproximadamente 20 A de diametro que rodea al DNA. En su interior estan alojados
los aminoacidos integrantes del centro activo, conocidos como péntada catalitica
(Arg488, Lys532, Arg590, His632 y Tyr723). ElI dominio C-terminal contiene
principalmente residuos de carga positiva, lo que facilita la interaccion con el DNA.
Este dominio junto con el core representan la unidad funcional minima con

capacidad para relajar el DNA in vitro (Stewart y col., 1997).

1.6.2. Mecanismo de catalisis y relajacion

Antes de comenzar la reaccion la enzima presenta una conformacién
abierta, con el CAP y la base catalitica separadas. Una vez que el DNA se une,
estos dos lébulos se cierran formando una abrazadera alrededor de la doble
cadena, quedando una de las cadenas de DNA unida covalentemente a la enzima y
ademas permite agarrar un segmento duplex para rotar con respecto al otro y asi
relajar superenrollamientos positivos o negativos. EI modelo mas preciso para
explicar el mecanismo de accion de la hToplB es el conocido como "rotacidon
controlada" (Stewart y col., 1998), ya que el extremo OH 5' que queda libre es
capaz de rotar antes del paso de religacidon controlado por la friccion generada
entre el DNA y la cavidad de la propia enzima (Koster y col., 2005). El dominio
linker, presente el las ToplB de eucariotas, proporciona interacciones adicionales
entre la proteina y el DNA, ademas de la regulacion del equilibrio de escision-
religacion y el control de la rotacion. En condiciones normales el equilibrio escision-

religacion esta desplazado hacia la religacion (Schoeffler y Berger, 2008).
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El ciclo catalitico de la hToplB se compone de cuatro etapas que suceden
de forma secuencial (Fig. 1.16): i) union de la enzima al DNA (Fig. 1.15 B); ii)
reaccion de frans-esterificacion de la enzima con el DNA (Fig. 1.15 C); iii) relajacion
del DNA gracias a la tension helicoidal acumulada (Fig. 1.15 D-E); iv) sellado del

enlace fosfodiéster y liberacion del DNA (Fig. 1.15 A).

Corte

Apertura-rotacion
tifff—

Cierre

Figura 1.16. Esquema del mecanismo de relajacion del DNA mediado por la hTopIB. Tras la unién al
DNA (A y B) la forma cerrada de la enzima cataliza el corte de la hebra a escindir (C y D). El DNA
cortado rota (E) alrededor de una serie de enlaces en la cadena intacta. Existe la posibilidad de que
sucedan multiples rotaciones antes de que los pasos sean revertidos, y el DNA puede entonces ser
cortado de nuevo o liberado. Modificado de Champoux 2001.

La especificidad por el sustrato de la hTopIB ha sido caracterizada tanto al
nivel de la secuencia de nucledtidos como al nivel de la estructura terciaria del

DNA. Mediante ensayos con detergentes que atrapan los complejos covalentes, se
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realiz6 un mapa de los sitios de corte de la enzima (Tanizawa y col., 1993). Se
observé que la hToplIB cortaba el DNA con una preferencia por una combinacién
especifica de nucleétidos que se extiende desde la posicion -4 a la -1 del sitio de
corte. Los nucledtidos preferentes en la cadena a escindir son 5°-(A/T)(G/C)(A/T)T-
3‘ con la enzima unida covalentemente en el residuo T™'. Estas enzimas se unen
preferentemente a superenrollamientos de cualquier signo en lugar de fragmentos
relajados, lo que parece indicar que el motivo estructural reconocido dentro del
DNA se corresponde con un fragmento doblado de DNA (Muller, 1985). Una
explicacion alternativa seria que las TopIB podrian reconocer el nodo donde dos

duplex de DNA se cruzan, tal y como sucede en el proceso de replicacion.

La rotura de una de las hebras de DNA se produce por el ataque nucleofilico
del O™ de la Tyr723 sobre el fosfato de la cadena nucleotidica que va a ser
cortada. Esta reaccion de trans-esterificacion genera un enlace fosfodiéster
transitorio entre la Tyr723 y el fosfato en posiciéon 3" de la T™, liberandose el grupo
hidroxilo de la posicion 5° del DNA. En base a estructuras cristalograficas se ha
observado que los residuos clave en la actividad experimentan diferentes
orientaciones, sugiriendo asi que durante el ciclo catalitico existen dos estadios
diferentes (Champoux, 2001). Cuando en posicion —1 de la cadena de DNA se
encuentra una T los residuos de Arg488 y Arg590 forman puentes de hidrégeno con
atomos de oxigeno del fosfato que va a ser escindido, mientras la His632
permanece unida a otro oxigeno (Fig 1.17). En cambio, cuando en posicion —1 se
encuentra una base de C el grupo fosfato experimenta una rotaciéon de 75°,
llevando a la Arg488 y a la His632 a estar unidas por enlaces de hidrogeno a los
dos mismos atomos de oxigeno, pero siendo ahora la Lys532 y no la Arg590 la que
forma un puente de hidrogeno con el oxigeno. En ambas orientaciones parece que
la Tyr723 esta perfectamente alineada para el ataque nucleofilico y que los tres
aminoacidos basicos mencionados estan colocados para estabilizar el estado
pentavalente transitorio mediante interacciones con oxigenos del fosfato escindido
(Champoux, 2001; Redinbo y col., 1998). Aunque se ha sugerido que el O*de la
Tyr723 podria ser activado por la proximidad de una base, las estructuras
cristalograficas obtenidas no permiten identificar ningin aminoacido lo
suficientemente cercano a la Tyr como para desempefiar este papel. Sin embargo,

se ha visto que una molécula de agua permanece unida por un puente de

52



Revision Bibliografica

hidrogeno a la Arg590 solamente a 2.3 A del mencionado oxigeno (Redinbo y col.,
2000) pudiendo asi actuar como una base especifica aceptando un protén durante

la catalisis.

N (\N‘"
N/H H\I\Ij -
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N H/N\H
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Figura 1.17. Figura esquematica que representa un posible estado intermedio de la fase de escision
durante la catalisis de la hToplIB. Los residuos conservados, Arg488 y Arg599, son los que estabilizan,
en el estado de transicion, la union electrostatica mediante la interaccion de los hidrégenos con un
atomo de oxigeno del grupo fosfato de la cadena a escindir. El otro atomo de oxigeno esta
estabilizado por la His632. Este residuo ademas puede actuar como acido general donando un protén
al oxigeno 5. Cuando la Tyr723 esta perfectamente posicionada en linea con el oxigeno 5 de la
cadena de DNA escindible es cuando la hToplB se une covalentemente al extremo 3’ del DNA
mellado. Modificado de Stewart y col., 1998.

Una vez escindida una de las cadenas, se produce una rotacion libre del
filamento debido a la tensiébn acumulada en el DNA en forma de

superenrollamientos. Las cargas positivas presentes en la superficie del dominio
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linker y de la regiéon del "nose cone" tienen la funcién de frenar y estabilizar esta
rotacion, estableciendo lo que Champoux denominé como control de rotacion. De
esta forma se produce una relajacion del DNA supenrollado de una forma
distributiva. Una vez relajado el DNA, se produce el resellado del enlace
fosfodiéster utilizando para ello la energia almacenada en el complejo covalente
intermediario DNA-TopIB. Por este motivo el paso de escision-religacién no precisa
de la hidrdlisis de ATP, al contrario de lo que ocurre con las ToplA. Bajo
condiciones normales, los intermediarios de escisién son transitorios y el proceso

de religacion estéa favorecido.

1.7. LA TopIB DE LEISHMANIA

La ToplIB de Leishmania (LdToplB) es significativamente diferente del resto
de las enzimas homodlogas descritas hasta la fecha. En 1999, se identificé un gen
en el cromosoma 34 de L. donovani que codificaba una proteina de 635
aminodacidos similar a una TopIB. La peculiaridad de esta proteina es que carecia
del motivo “SKxxY” del extremo C-terminal. Este motivo esta conservado en todas
las ToplB y contienen la Tyr catalitica. Este polipeptido recombinante era incapaz
de relajar el DNA in vitro, por lo que se penso que era un pseudogen o que debia
de existir otro gen que codificaria una segunda subunidad que completaria una

enzima funcional (Broccoli y col., 1999).

Mas tarde se encontré en el cromosoma 4 de L. major el segundo gen que
codificaba para una proteina que contenia el centro activo y por lo tanto el motivo
“SKxxY” con la Tyr en la posicion 222 (Tyr222) necesaria para la actividad
catalitica. Una vez clonados ambos genes en un vector biscistronico de expresion
en levaduras, se consiguié expresar y purificar una enzima recombinante capaz de
relajar DNA in vitro. La LdToplB se caracterizé como una enzima heterodimérica
formada por dos subunidades: una grande (LdToplL) de 635 aminoacidos y 73 kDa
que contiene el extremo N-terminal y el dominio core, y una pequefia (LdToplS) de
262 aminoacidos y 28 kDa que presenta la Tyr catalitica (Villa y col., 2003). Poco
después se encontraron resultados similares en tripanosomas africanos, lo que
puso de manifiesto que esta estructura heterodimérica es caracteristica de

tripanosomatidos (Bodley y col., 2003).
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Comparando la estructura de la ToplIB de tripanosomatidos con la hToplIB,
se pudieron asignar dominios y subdominios (Fig. 1.18). La subunidad LdToplL
contiene el dominio N-terminal mas corto que el de la enzima humana y muy poco
conservado filogenéticamente. El dominio core si conserva alta homologia con el de
otras ToplB y es donde se encuentran la mayoria de aminoacidos que
interaccionan con el DNA (Fig. 1.17), como la Arg314 (Arg488 en la enzima
humana), Lys352 (Lys532 en la enzima humana), Arg410 (Arg590 en la enzima
humana) e His453 (His632 en la enzima humana) (Fig. 1.19). Finalmente la enzima
presenta una extensién C-terminal que carece de homologia con otras proteinas
ortélogas de las especies caracterizadas hasta el momento (Diaz-Gonzalez y col.,
2008).

Subunidad mayor

C-terminal

1 - Dominio Core ]_ 635

R K R H
314 352 410 453

N-terminal
Subunidad menor 1 H 262

Y
222

Figura 1.18. Representaciéon esquematica lineal de la LdToplIB. Nt representa el dominio N-terminal y
Ct el dominio C-terminal. Los aminoacidos sefialados constituyen la péntada catalitica en el centro

activo de la enzima.

La subunidad LdToplS contiene un extremo N-terminal largo no conservado
y rico en serinas susceptibles de fosforilacién, que podrian constituir un mecanismo
de regulacion post-traduccional. En su extremo carboxilo conserva una alta
homologia con el dominio C-terminal de otras TopIB y es donde se situa la Tyr222
(Tyr723 en la enzima humana), esencial para la ruptura transitoria de la cadena
nucleotidica del DNA (Reguera y col., 2006).
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La localizacion del linker es hasta ahora desconocida. Podria estar formado
por parte de los extremos no conservados de las dos subunidades que al
interaccionar entre si estabilizarian el conjunto, o podria generarse como
consecuencia de modificaciones port-trasduccionales que eliminasen parte de los

grupos amino y carboxilo de las diferentes subunidades.

Arg314

-/

g

Lys352

, Tyr222
His453

Figura 1.19. Representacion tridimensional de los amino acidos integrantes del centro activo de la
LdTopIB dentro del cristal realizado por Davies y col. (2006). Los residuos pertenecientes a la
subunidad grande (LdToplL) estan representados en color azul, mientras que la Tyr222 de la

subunidad pequeia esta esquematizada en color amarillo (Tomada de Prada, 2013).

El silenciamiento in vitro de cualquiera de las dos subunidades en T. brucei
mediante siARN muestra una reduccion drastica de la sintesis de DNA y ARN,
equiparandose a la reduccion que se produce cuando se tratan con CPT las formas
intraeritrocitarias de tripanosomas (Bakshi y Shapiro, 2004). Ademas, el doble
reemplazamiento génico del gen que codifica LdToplS, origina un fenotipo no viable
en L. major (Balafa-Fouce y col., 2008). Todo esto indica que la ToplB es una
enzima esencial en tripanosomas de la misma manera que para el resto de

organismos eucariotas, con la excepcion de las levaduras.
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1.8. LAS ToplB COMO DIANA TERAPEUTICA

Las Top son proteinas muy vulnerables bajo ciertas condiciones de estrés,
como por ejemplo la exposicion a inhibidores, un pH acido o el estrés oxidativo.
Estos factores pueden convertir a las ToplB en nucleasas que rompen el DNA
provocando una inestabilidad gendmica y/o la muerte de la célula. La TopIB tiene
una estructura filogenéticamente muy conservada lo que hace que los farmacos
disenados no discriminen entre organismos. Sin embargo, la ToplB de
tripanosomatidos, como hemos visto, difiere enormemente de la de su hospedador,
lo que la posiciona como una diana extraordinariamente interesante para el cribado

masivo de moléculas pequenas (TBS).

Los inhibidores de las ToplB se han clasificado en dos categorias: i) los
compuestos que estabilizan el complejo de escision entre la enzima y el DNA,
denominados genéricamente inhibidores de clase | o venenos enzimaticos; ii) los
compuestos que interfieren las funciones cataliticas de la enzima se han

denominado inhibidores de clase Il (Pommier, 2006).

1.8.1. La camptotecina (CPT)

La reaccion de escisién/religacion de las TopIB es la diana de algunos de
los farmacos anticancerigenos con uso clinico (Pommier, 2006). Las ToplB son
particularmente vulnerables a los inhibidores durante el paso intermediario de
escision (nos referiremos a ellos como complejos CL). A pesar de su frecuencia
elevada dentro del genoma, los CL son normalmente tan efimeros que no pueden
ser detectados. La camptotecina (CPT) y sus derivados cercanos (Fig. 1.20) son
capaces de atrapar de forma especifica y reversible los complejos CL. Dado que el
paso de religacion del complejo CL requiere el ataque nucleofilico del enlace tirosil-
DNA-fosfodiester por parte del extremo del DNA libre (el extremo 5'-hidroxilo), es
crucial que este esté perfectamente alineado con aquel. La CPT se intercala entre
los pares de bases en el sitio de corte, donde la enzima esta enganchada a la doble
hélice, lo que promueve una desalineacion del extremo 5’-hidroxilo del DNA que

incrementa la vida media del complejo (Redinbo y col., 1998).
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Figura 1.20. Representacién esquematica de la CPT y de algunos de sus en fase clinica o ya

aprobados para su uso clinico en tratamientos.

La CPT fue identificada originariamente como un componente antitumoral en
el extracto de la planta Camptotheca acuminata. En ese momento fue probada
clinicamente, mostrando una gran eficacia frente a diversos tumores en pacientes
humanos (Pommier, 2006), por lo que fue aprobada por la FDA para el tratamiento
del cancer de ovario, colon o pulmén. Con el transcurso de los afios se han
desarrollado numerosos analogos de la CPT que aunque presentan una elevada
similitud estructural y un mecanismo de accién idéntico tienen diferente
comportamiento farmacocinético. Algunos se usan en la clinica del cancer y otros
estan en evaluacion (Ulukan y Swaan, 2002; Pommier, 2006; Kaufmann y col.,
1995; Li y col., 2003). Tanto el topotecan como el irinotecan se introdujeron en
medicina humana en 1997 para el tratamiento de tumores sdlidos, mas de 30 afios

después de que se aislara la CPT.
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Los derivados de la CPT (CPTs) son capaces de penetrar rapidamente en el
interior de las células e interactuar con la TopIB a los pocos minutos de exposicion.
Los complejos CL estabilizados por la CPT se revierten tras unos minutos de la
eliminacion de la droga del medio. Todas las CPTs tienen dos centros involucrados
en su actividad bioldgica: i) un anillo de lactona terminal que las hace inestables en
soluciones acuosas produciéndose la rapida hidrélisis no enzimatica dependiente
del pH para formar un anillo abierto de acido hidroxicarboxilico, practicamente
inactivo frente a la ToplB (Hertzberg y col., 1989). A pH neutros o basicos el
equilibrio de la reaccién se desplaza hacia la apertura del anillo mientras que a pH
acidos se favorece la formacion de la lactona activa; ii) un carbono asimétrico en
posicion 20 cuya configuracion S es la farmacolégicamente activa (Hsiang y col.,
1989).

a L
Leading strand (
RepDSB \ (\JN

0P

D\U/)\.%/\%ﬂ b «—

Lagaing strand

b Defective splicing

RNA Pol

Accumulation of negative
supercoiling favours R-loop formation

Figura 1.20. Conversion de los complejos CL en dafio de DNA por colision con la horquilla de
replicacion y durante el proceso de transcripcion. A) Cuando la horquilla de replicacién colisiona con el
complejo CL estabilizado por la CPT se produce una rotura de doble cadena. Ademas, la colisién
provoca la detencion de la horquilla, conlleva la formacion del complejo irreversible covalente y
desencadena la muerte celular. B) Cuando la CPT atrapa el complejo CL en una hebra que se esta
transcribiendo (azul oscuro), la ARN polimerasa puede chocar con dicho complejo y parar la
elongacion del ARN. El duplex ARN-DNA impide la religacién del complejo CL produciendo una rotura

irreversible de cadena sencilla (Pommier, 2006).
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La CPT mata de forma selectiva las células en la fase S de su ciclo celular
(Hsiang y col., 1989) por la colisidon entre la horquilla de replicacion que avanza y
los complejos CL (Fig. 1.20). Esta colision desencadena tanto la muerte celular
especifica de fase S como un arresto del ciclo celular en fase G2. El arresto en G2
conduce a otros tres acontecimientos importantes: i) formacién de una rotura de
doble cadena en la horquilla; ii) parada irreversible del movimiento de la horquilla de

replicacion vy iii) la formacién de los aductos irreversibles DNA-ToplB.

Mecanismo de formaciéon de complejos CL

Tras la cristalizacion de la hToplB unida covalentemente al DNA y al
topotecan (Redinbo y col., 2000; Staker y col., 2005) se establecié un modelo de
interaccion en el que el derivado de la CPT se intercalaba en el espacio formado
por el corte de cadena tras el ataque nucleofilico de la Tyr, mimetizando asi la

posicién de una base nucleotidica.

En este modelo, los anillos planos ocupan el mismo espacio que la base en
posicion +1, siendo su eje mayor paralelo a los pares de bases. El complejo de
union intercalante se genera por una rotaciéon del enlace fosfodiéster de la hebra
intacta, que amplia su angulo sin necesidad de una rotacion de base fuera de la
hélice. La posicion abierta del fésforo se estabiliza mediante puentes de hidrogeno
con las cadenas laterales de los residuos Arg362 y Gly363, al tiempo que la Thr718
forma un puente de hidrégeno en -1 y la Arg364 y Lys532 con el par de bases GC
en posicién +1. Por su parte, el anillo E del topotecan (Staker y col., 2005) y de la
CPT (Stewart y col., 1998) establece contacto con el Asp533, independientemente
del estado quimico de la droga; en el caso de presentarse como acido
hidroxicarboxilico, se suman la Asn722 y la Arg364 — sélo en al caso de la CPT —
como agentes estabilizantes de la droga al establecer contacto con el carbonilo 17

y el N, respectivamente (Fig. 1.21).

Como otros compuestos que inducen dafios en el DNA, los inhibidores de
clase | se comportan como inductores de la muerte celular programada. Sen y
colaboradores (2004) demostraron que el efecto leishmanicida inducido por la CPT
aparecia inmediatamente después de que su funcidon mitocondrial fuera inhibida lo

que originaba un incremento en su potencial de membrana. Este desacoplamiento

60



Revision Bibliografica

iba ligado a un incremento en la concentracion de ROS, con el concomitante efecto
sobre la peroxidacion lipidica y disminucion de la concentracién de glutation
reducido. Como en células de mamifero, se han descrito que otros marcadores
apoptoticos como las proteasas de tipo caspasa, la liberacién de Ca*" de los
compartimentos intracelulares y la activacién de la poli(ADP-ribosa) polimerasa
(PARP) eran igualmente producto de la exposicion de los promastigotes de L.

donovani a CPT.

Figura 1.21. Mecanismo de interaccién de la CPT con el complejo covalente DNA-ToplIB: el farmaco

se intercala entre los pares de bases del DNA interaccionando tanto con la proteina como con el DNA.
La imagen de la derecha presenta el mapa de superficie de la hTopIB (azul) en complejo ternario con
un fragmento de DNA de 22 pb (blanco) y la CPT (rojo). En la imagen de la izquierda se aprecia con
detalle la intercalacion de la CPT entre los pares de bases en posicion +1 y -1 (Tomado de Prada,
2013).

Se han realizado muy pocos estudios para determinar la actividad de la CPT
y de sus analogos como leishmanicidas en infecciones experimentales. En 2001
Proulx y col. estudiaron la eficacia de una formulacion de CPT encapsulada en
liposomas en un modelo murino de leishmaniosis visceral observando una
reduccion significativa de la carga parasitaria a la dosis de 2,5 mg/kg peso vivo

cuando se administraba por via intraperitoneal.
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1.8.2. Derivados poliheterociclicos no camptotecinicos

Los compuestos indolocarbazélicos (rebecamicina; REB y derivados)
constituyen un prometedor grupo de inhibidores de clase | de la ToplB con
estructura poliheterociclica producidos naturalmente por el actinomiceto
Saccharotrix aerocolonigenes (Yamashita y col.,, 1992). Muchos derivados
semisintéticos de la REB se han ensayado in vitro para evaluar su relacidon
estructura-actividad (SAR) frente a multitud de lineas tumorales humanas y de
animales que han servido para comenzar algunos ensayos clinicos de importancia.
La estructura poliheterociclica plana de estas moléculas (Fig. 1.21) les permite
intercalarse entre los pares de bases de DNA donde finalmente se establecen los
complejos ternarios junto con el DNA y la enzima (Prudhomme, 2003). En 2005,
Deterding y colaboradores encontraron que la REB presentaba un buen efecto
citotoxico frente a tripomastigotes de T. brucei a concentraciones sub-

micromolares.

Una segunda clase de inhibidores de clase | de las ToplB son los
compuestos con estructura indenoisoquinolinica (Fig. 1.22). Igual que los
compuestos anteriores, algunas de estas moléculas se encuentran en fase
preclinica como agentes antitumorales (Antony y col., 2007), pero presentan una
serie de ventajas sobre las CPTs: i) poseen una mayor estabilidad quimica; ii)
estabilizan los complejos CL en sitios diferentes a los de las CPTs, lo que indica
que afectan potencialmente genes diferentes; iii) su actividad antiproliferativa es
generalmente superior a la de los derivados CPT; iv) no son eliminadas por los
transportadores de membrana de tipo ABC, capaces de generar resistencia a
CPTs.

Otros compuestos no camptotecinicos son los derivados de las fenantridinas
(ARC-111), los cuales comparten muchas de las ventajas ya descritas para las
indenoisoquinolinas. Este hecho no es en absoluto sorprendente si se considera la
enorme similitud quimica existente entre ambas familias de compuestos (Feng y
col., 2009).
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Figura 1.22. Estructura quimica de los inhibidores TopIB no CPT con relevancia clinica. En la figura
se recogen las tres familias quimicas mas importantes: indenoisoquinolinas (bloque amarillo),

indolocarbazoles (bloque azul) y fenantridinas (bloque rosa). Modificado de Pommier (2011) .

L. donovani es muy sensible a otros farmacos inhibidores de clase | como la
naftoquina diospirina. La diospirina es un inhibidor relativamente especifico de la
enzima de Leishmania, necesitandose concentraciones diez veces superiores para
producir un efecto semejante en la enzima homodloga de mamifero (Ray y col.,

1998). Por su parte, los derivados del acido betulinico con estructura de
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triterpenoides pentaciclicos actuan previniendo la formacién del complejo binario
enzima-DNA aunque, a diferencia de los compuestos anteriores, no forman parte
del mismo (Chowdhury y col., 2003). Este compuesto tiene un efecto drastico sobre
el crecimiento de promastigotes de L. donovani en los que inducen la marginacion
de la cromatina y subsiguiente descromatinacion, aunque no se han encontrado

efectos sobre el kDNA.

La berberina es otro inhibidor de clase | de la ToplB con estructura
poliheterociclica semejante al farmaco antitumoral intercalante benzo[a]acridina
(Vennerstrom y col., 1990). La berberina y alguno de sus analogos, han sido
estudiados in vitro frente a promastigotes de L. donovani y formas sanguineas de T.
bruceiy T. congolense, mostrando eficacia en el rango micromolar. Los ensayos en
experimentacion animal con estos compuestos han mostrado su eficacia en

infecciones experimentales de hamster (Marquis y col., 2003).

1.8.3. Otros inhibidores de la TopIB

Finalmente, ciertos compuestos que se han venido utilizando desde hace
décadas como antiparasitarios, pueden comportarse como inhibidores tipo Il de la
TopIB en ensayos in vitro. Entre estos inhibidores resaltariamos los farmacos
leishmanicidas de eleccién derivados del Sb'*; Glucantime® (antimoniato de
meglumina) y Pentostam® (estibogluconato de sodio). Estos compuestos estabilizan
los complejos binarios de escision in vitro (Walker y Saravia, 2004), aunque no
parece que constituya su mecanismo de accién principal in vivo. Por otro lado, los
compuestos que se unen al surco menor externo del DNA tales como los derivados
bis-benzimidazoélicos (Ho0-33342, Ho-33258) y las diamidinas aromaticas
pentamidina y berenil, pueden inhibir la ToplIB in vitro. Estos compuestos se unen a
las regiones del DNA ricas en AT del surco menor interfiriendo la reaccion de trans-
esterificacion sin estabilizar los complejos CL de escisién (Chen y col., 1993). Un
trabajo reciente demuestra sin embargo que el efecto leishmanicida de estos
compuestos esta relacionado solo marginalmente con la inhibicién de la ToplB,
indicando un comportamiento pleiotrépico mas complejo (Jean-Moreno y col.,
2006).
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de esta Memoria de Dotorado es la generacion de un
sistema de cribado fenotipico de moléculas pequefas basado en un cepa de
Leishmania infantum modificada genéticamente y que tiene la capacidad de emitir
fluorescencia infrarroja. Esta cepa servira para cribar el potencial parasiticida de
una coleccion de 298 compuestos bajo un sistema de alto rendimiento HTS. En
paralelo, los compuestos seleccionados serviran para evaluar su potencial
mecanismo de accidén basado en la inhibicion de la DNA topoisomerasa de tipo | en
el parasito que sera de utilidad para explicar la capacidad leishmanicida de los

compuestos seleccionados.

Los objetivos especificos de la Memoria son:
Objetivo 1: Establecer una plataforma de cribado HTS en esplenocitos murinos

infectados con una cepa de L. infantum-iRPF que emite fluorescencia infrarroja.

Objetivo 2: Cribado de varias colecciones de moléculas pequefias en el sistema de

esplenocitos murinos y seleccionar los “hits” con mayor potencial leishmanicida.

Objetivo 3: determinar la citotoxicidad de los “hits” seleccionados en macréfagos

murinos (esplenocitos no infectados) con el fin de determinar su indice selectivo.

Objetivo 4. Realizar un cribado basado en diana de los compuestos con estructura
indenoisoquinolinica seleccionados del HTS con el fin de validar su potencia como
inhibidores de la DNA-topoisomerasa de tipo IB del patdogeno en relacion con la del

hospedador.

Objetivo 5. Estudiar el efecto de estos compuestos sobre la estabilidad del genoma
y los sistemas de reparacién del parasito, haciendo hincapié en la fosforilacién de la
histona yH2A.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERIAL BIOLOGICO
3.1.1. Cepas bacterianas

Las cepas de E. coli DH5a (Hanahan, 1983) y E. coli XL-1Blue (Holmes vy
Quigley, 1981) se utilizaron en experimentos de transformacion para la

amplificacién de plasmidos (Clontech Laboratories, Inc.; Palo Alto, CA. EEUU).

Tabla 3.1. Descripcion genotipica de la cepas bacterianas DH5a y XI-1Blue.

Genotipo

deoR endA1 gyrA96 recA1 hsdR17(rk,mk’) relA1 supE44 thi-1
DH5a | A(laczYA-argFSV169) f808lacZDM15 FA

XI-1Blue | "€¢A1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F’ proAB
laclqZAM15 Tn10(tet™)]°

3.1.2. Cepas de levaduras

Para la expresion de las diferentes proteinas recombinantes se utilizaron las
cepas de Saccharomyces cerevisiae EKY3 y MBY3. Ambas cepas fueron cedidas
por la Dra. Mary A. Bjornsti del St. Jude Children's Research Hospital, Memphis,
TN, EEUU. La ventaja de estas levaduras es que tanto EKY3 como MBY3 son
deficientes en ToplIB. Ademas, la cepa MBY3 es especialmente util ya que presenta
una mutacion en el gen rad52 que la hace deficiente en la reparacion del DNA por

recombinacion homologa.

Tabla 3.2. Descripcion genotipica de la cepas de levaduras utilizadas en este trabajo.

Genotipo
EKY3 MATa, ura3-52, his3A200, leu2A1, trp1A63, top1: :TRP1
MBY3 MATa, ura3-52, his3A200, leu2A1, trp1A63, top1: :TRP1, rad52: :LEU2
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3.1.4. Modelo murino BALB/c

Los ratones (Mus musculus) de la linea BALB/c se utilizaron para la
obtencion de cultivos primarios de esplenocitos. Los ratones infectados se
mantuvieron en el laboratorio de seguridad P2 de la ULE hasta su sacrificio y

procesamiento.

3.2. VECTORES

3.2.1. pBluescript SK (+/-)

Los plasmidos de la familia pSK (Stratagene) tienen un tamafio de 2.958 pb
y contienen el gen de resistencia a ampicilina (bla). La secuencia también incluye
un sitio de clonado multiple (MCS) en medio del gen lacZ, permitiendo la seleccion
por color de los transformantes. Ademas, el origen de replicacion del bacteriéfago

f1 permite la obtencién de DNA circular de cadena sencilla.

3.2.2. pESC-URA GAL

Los vectores pESC estan especificamente disefiados para la expresion y
analisis funcional de genes eucariotas en S. cerevisiae. El vector pESC-URA es un
plasmido de expresion episomal en levaduras (YEp) de 6.631 pbs que toma su
esqueleto a partir del fagémido pBluescript Il SK(+). Entre las caracteristicas del
vector destacan: i) la presencia del origen de replicacién pUC y el gen bla, lo que
permite la replicacion y seleccion en E. coli; ii) contiene el origen de replicacion de
levaduras, permitiendo asi su utilizacion en S. cerevisiae; iii) posee el marcador
URA3 que permite la seleccion y mantenimiento del vector de expresion en
auxotrofia; iv) los promotores GAL1 y GAL10 en orientacion opuesta, que permite la

expresion simultanea de dos genes.

3.2.3. YCpGAL1-hTOP1

Este vector de 12.400 pbs contiene el DNAc de la hTopIB bajo el control del
promotor inducible por galactosa GAL1 y posee el marcador de seleccion URA3. El
YCpGal1-hTop1 fue creado por el Dr. Wang y amablemente cedido por la Dra.
Paola Fiorani (Departmento de Biologia Estructural, Universidad de Roma "Tor

Vergata", Italia).
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3.2.4. pLEXSY-hyg2

Vector de 9.133 pb que permite la expresion de proteinas mediante un
sistema costitutivo en Leismania sp. Las proteinas expresadas pueden quedar en el
citosol o ser secretadas al medio mediante un péptido senal. El plasmido contiene
las secuencias 5 y 3’ del gen ssu que codifica el 18s RNAr, que ademas de ser
transcrito por la RNA polimerasa | endégena, permite la integracion en el genoma
de Leishmania por recombinacion. La integracion requiere la linearizacién previa del
vector mediante digestion enzimatica con Swal. Como marcadores de resistencia

presenta el gen bla para bacterias y el gen hyg para Leishmania sp.

3.3. MEDIOS DE CULTIVO

3.3.1. Medio Luria-Bertani (LB)

Es el medio de cultivo estandar para el crecimiento de las cepas de E. coli
utilizadas en el estudio (Sambrook y col., 1989). Se preparé disolviendo 10 g de
triptona, 5 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl en 1 L de H,Odd, con un pH
final de 7,0. Para su utilizacion como medio sélido se afadieron 10 g de agar por
litro de medio de cultivo. La esterilizacion se realizé en un autoclave Sterilclav-18
(Raypa) durante 20 min a 120 °C.

3.3.2. Medio YPD

El YPD (Yeast Peptone Dextrose) es el medio de cultivo estandar para el
crecimiento de S. cerevisiae. Para su preparacion se disolvieron 10 g de extracto de
levadura y 20 g de bactopeptona en un volumen de 900 mL de H,Odd, para ser
inmediatamente esterilizado en el autoclave con un ciclo estandar. Una vez
atemperado fue suplementado con ampicilina estéril (50 pg/mL) y 100 mL de

glucosa al 20 % (p/v).

3.3.3. Medio S.C. ura-

Las levaduras transformadas con el plasmido pESC-URA deben crecerse en
el medio deficiente en uracilo S.C. ura- para mantener la auxotrofia. El medio S.C.
ura- debe suplementarse con tres azlcares diferentes a una concentracion final del

2% (p/v): i) glucosa, para iniciar el crecimiento del cultivo; ii) rafinosa, para eliminar
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las trazas de glucosa que actua como represor de los promotores GAL1 y GAL10;
iii) galactosa para inducir la expresion de las proteinas recombinantes. Para su
preparacion se mezclaron 1,7 g de medio para levaduras libre de aminoacidos y
(NH4),SO, (Difco Laboratories, Detroit, Ml, EE.UU.), 5 g de (NH4),SO,4, 0,72 g de
una mezcla de aminoacidos sin uracilo y 2 mL de NaOH 1 N en 900 mL de H,Odd.
Tras la esterilizacion se anadieron 100 mL de la solucion del azucar requerido para

dar lugar a una concentracion final del 2% (p/v).

3.3.4. Medio SOC

SOC es un medio de cultivo para la obtencion de células competentes de E.
coli (Inoue y col., 1990). Se preparo disolviendo 20 g de triptona, 5 g de extracto de
levadura y 0,5 g de NaCl en 1 L de H,Odd, con un pH final de 7,0. Para su
utilizacion como medio sélido se afiadieron 20 g de agar por litro de medio de
cultivo. Se esterilizé en autoclave durante 20 min a 120 °C. Inmediatamente antes
de ser utilizado, se afadieron 5 mL de MgCl, 2 M y 20 mL de D-glucosa 1 M,

previamente esterilizadas.

3.3.5. Medio M199

Es un medio de cultivo basico para el crecimiento de promastigotes de L.
infantum. Se prepard un stock concentrado 5x para disponer de él a la hora de
preparar medio liquido o en placa. Para ello se disolvieron 53,15 g de M199 (Sigma
Aldrich®) en 1 L de H,Odd, al que se anadi6 HEPES sdlido hasta alcanzar una
concentracion de 25 mM. El pH se ajusté a 6,9. Para esterilizarlo se utilizaron filtros

de 0,22 ym de diametro de poro.

* Medio liquido: Para el crecimiento de cultivos liquidos de L. infantum se
diluyeron 100 mL de medio M199 (5x) en 500 mL de H,Odd estéril. Se
suplementé con 10% (v/v) de suero fetal bovino (SFB) (Innogenetics)
inactivado, 40 mM HEPES, 0,1 mM adenina, 5 %o (p/v) hemina, 1 %o (p/v)
biotina, 2 ng/mL de biopterina y 5 mL de un céctel de antibiéticos que
contenia 10.000 UmL de penicilina y 10.000 pg/mL de estreptomicina
(Sigma-Aldrich®).
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* Medio sélido: La seleccion de colonias de promastigotes se realizd en placa
mezclando medio M199 (2x) con agar noble (Difco®) liquido al 2 % (p/v). El
agar noble se preparé mezclando 10 g con 500 mL de H,Odd, que se
autoclavaron para permitir la completa disolucion de la mezcla y al mismo
tiempo su esterilidad; una vez terminado el ciclo de autoclavado, se enfrio a
60 °C y se mezclé a partes iguales con M199 (2x) previamente calentado a

37 °C y con su correspondiente antibiotico de seleccion.

3.3.6. Medio RPMI 1640

El medio RPMI 1640 se ha empleado para el establecimiento de los cultivos
primarios de bazos infectados de ratones BALB/c. Para su preparacion se diluyeron
10,26 g de medio RPMI 1640 (Gibco®) en 800 mL de H,Odd estéril y se suplementod
con 10% (v/v) de SFB inactivado (Gibco®), 24 mM de Na,COs, 25 mM de HEPES, 2
mM de L-glutamina, aminoacidos RPMI (1x) (Sigma Aldrich®), 1 mM piruvato de
sodio y 5 mL de un céctel de antibioticos que contenia 10.000 UmL de penicilina y
10.000 pg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich®). Para esterilizarlo se utilizaron

filtros de 0,22 ym de diametro de poro.

3.4. MANTENIMIENTO DE MICROORGANISMOS

3.4.1. Bacterias y levaduras

Las cepas bacterianas DH5a y XI-1Blue y las cepas de S. cerivisiae EKY3 y
MBY3 se almacenaron bien 4 °C en medio sdlido o congeladas a -80 °C tras ser
resuspendidas en el medio de cultivo adecuado (SOC para las DH5a y XI-1Blue;
S.C. ura- 0 YPD para las levaduras) suplementados con DMSO al 10% (v/v).
3.4.2. Promastigotes de Leishmania infantum.

Los promastigotes de L. infantum se mantuvieron conservados mediante
congelacién en tanques de nitrégeno liquido. Para ello se resupendieron 10°
células/mL en medio M199 suplementado con DMSO al 10% (v/v), en ausencia de

tampon HEPES vy antibidtico.
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3.5. REACTIVOS ESPECIFICOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.5.1. Acidos nucleicos

El DNA proveniente de esperma de salmén empleado para el proceso de
transformacion de las levaduras fue adquirido a Sigma-Aldrich®. Para la sintesis de
oligonucledtidos se recurrio indistintamente a los servicios de Roche Diagnostics
(Basilea, Suiza), Amersham Biosciences (Piscataway, NJ. EE.UU.) y Sigma-
Aldrich®. Los marcadores de pesos moleculares de DNA se obtuvieron de

Amersham Biosciences y Roche Diagnostics.

3.5.2. Enzimas de restriccion y “klenow”

Para digerir el DNA se emplearon las siguientes endonucleasas de
restriccion: BamHI|, Xhol, Munl, Bglll, Notl, EcoRI|, Spel, Hindlll, Dpnl. Para la
realizacion de los distintos experimentos se utilizaron otras enzimas como, DNA
ligasa del bacteriéfago T4, polinucleétido-quinasa de T4, DNA polimerasa “Klenow”,
Pwo DNA polimerasa, etc. Todas ellas fueron adquiridas de acuerdo a su calidad a
Amersham Biosciences, Roche Diagnostics, Promega y New England Biolabs
(Beverly, MA. EEUU).

3.5.3. Antibiéticos

Para la seleccién y mantenimiento de los cultivos E. coli DH5a y XL-1 Blue
se empled ampicilina (Sigma-Aldrich®). a una concentracién de 50 pg/mL. Para el
cultivo de los promastigotes se utilizé el antibidtico G418 (Sigma-Aldrich®) a una
concentracion de 10 pg/mL en medio sélido, mientras que en medio liquido se

realizé un gradiente progresivo de presion selectiva desde 10 a 100 pg/mL.

3.5.4. Is6topos radiactivos

Se utilizé [a-**P] dGTP (~3.000 mCi/mmol) para el marcado radiactivo del
sustrato de DNA de doble cadena de 202 pbs utilizado en el ensayo de equilibrio
escisidén-religacion. Los oligonucleétidos destinados a los ensayos de actividad
ToplIB se marcaron con [y-*2P] ATP (~3.000 mCi/mmol). Finalmente, en los ensayos
de incorporacion de DNA con mitégenos se uso [U™H]-timidina, mientras que para

los ensayos de precipitaciéon de complejos covalentes con SDS/KCI se empled [2-

73



Material y Métodos

"C]-timidina (53 mCi/mmol). Todas las fuentes radiactivas fueron adquiridas a

Hartmann Analytic (GmbH Deutschland).

3.6. MANIPULACION DEL DNA

3.6.1 Aislamiento de DNA plasmidico de E. coli

Para la obtencién del DNA plasmidico se inocul6é una colonia de E. colien 3
mL de medio LB con antibidtico de seleccion. El cultivo se incubé a 37 °C con una
agitacion de 250 rpm durante toda la noche. Las bacterias se recogieron por
centrifugacion a 13.000 rpm durante 5 min y se resuspendieron en 250 pL del
tampon P1 Qiagen®. A la suspension obtenida se afiadieron 250 L del tampén de
lisis P2 Qiagen®y se incub6 a temperatura ambiente durante 5 min. A continuacion,
la muestra fue neutralizada con 350 uL del tampén N3 Qiagen® y se centrifugé a
13.000 rpm durante 10 min. El sobrenadante fue transferido a las columnas
suministradas en el kit y centrifugado durante 1 min a maxima potencia. Tras este
paso la solucion fue lavada con 750 L del tampdén PE Qiagen® y centrifugada
durante 1 min. Tras retirar el eluato se procedié a centrifugar de nuevo durante 5
min y a 13.000 rpm para eliminar los restos de etanol ya que el alcohol residual
puede inhibir las reacciones enzimaticas subsecuentes. Finalmente se realiz6 la
elucién con 50 uL de tampon EB Qiagen® centrifugando durante 1 min a 13.000

rpm.

Para conseguir DNA a mayor escala se emplearon kits comerciales como
Miniprep Spin Kit® (Qiagen) y Plasmid Maxi Kit® (Qiagen). La concentracién de DNA
obtenido se calculé midiendo la absorbancia a 260 nm en un espectrofotometro
NanoDrop ND-1000 Uv-Vis® (Thermo Scientific, USA). Su grado de pureza se

determind mediante la relacion A260/A280.

3.6.2. Preparacion de proteinas recombinantes

El primer paso para la obtencién de LiToplB fue el disefio de
oligonucledtidos para cada uno de los dos genes que constituyen el heterodimero.
Para facilitar su clonado en pESC-URA se incluyeron secuencias reconocibles por
las enzimas de restriccion escogidas: BamHI / Xhol para el gen codificante de la

subunidad grande LdToplL, y Notl / Spel, para el de la pequefia LdToplS siendo en

74



Material y Métodos

ambos casos la primera enzima citada la localizada en el extremo N-terminal de la

proteina codificada

La amplificacion se realizé en un volumen final de 50 pL que contenia: 20 ng
de DNA genomico de L. donovani (template), 125 ng de oligonucleotidos (primers),
0,1 mM de una mezcla de dNTPs, 5 pL de tampon (10x) para la polimerasa y 1 pL
de Pwo polimerasa de alta fidelidad. Antes de afadir la enzima se aplicé un paso
inicial de desnaturalizacion de 5 min a 95 °C. A continuacion la mezcla se sometié

al siguiente programa en un termociclador PTC-100 (Master-J Research, EEUU):

. Desnaturalizacion: 95 °C, 1 min.
. Hibridacién: 66 °C, 1 min.
. Elongacion: 72 °C, 1min.

Estos tres pasos se repiten ciclicamente 29 veces, momento en el que se

mantiene la temperatura a 72 °C durante 10 min.

Una vez terminada la amplificacion, se analizé una alicuota de cada
reaccion en un gel de agarosa al 0,7 % (p/v) en TAE (1x). Tras la confirmacién del
tamafio con marcadores apropiados, el fragmento fue extraido y purificado
sometiéndose a la digestion de sus extremos con las enzimas de restriccion

escogidas para su clonado.

3.6.5. Secuenciacion de DNA

Todas las muestras de DNA, tanto las obtenidas por PCR como las
construcciones obtenidas en los vectores plasmidicos, fueron enviadas al servicio
de secuenciacion analitica de INBIOTEC (Ledn, Espafia) para confirmar su

secuencia usando iniciadores especificos o universales segun el caso.

3.6.6. Purificacion de DNA procedente de geles de agarosa

Los fragmentos de DNA separados mediante electroforesis en geles de
agarosa se aislaron y purificaron mediante el método QIAquick™ Gel Extraction Kit
(Qiagen), basado en la adsorcion selectiva del DNA a una resina de gel de silice

situada en una microcolumna.
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El proceso seguido se describe con brevedad: en primer lugar se disolvi6 el
fragmento del gel. Para ello se utilizaron los tampones e instrucciones
proporcionados por el proveedor. La solucion obtenida se cargd sobre la
microcolumna, que se lavd con los tampones suministrados junto al resto del
sistema para eliminar las impurezas. Finalmente el DNA se eluy¢ utilizando 50 pL
de la solucion Tris-HCI 10 mM pH 8,0.

3.6.7. Ligado de fragmentos de DNA con extremos cohesivos

Con el fin de unir el vector plasmidico a los distintos fragmentos de DNA
digeridos previamente con las enzimas de restriccion seleccionadas, se procedio a
ligarlas con DNA ligasa de T4 (Promega) siguiendo el protocolo que se detalla a

continuacion:

A 10-40 ng de DNA vector se afiadid una cantidad equimolar de DNA
inserto, 2 uL de tampon de reaccion (10x), 1 uL (2 U) de DNA ligasa de T4 y H,Odd
estéril hasta completar un volumen de 20 pL. La reaccion se incubé a 16 °C durante
16 h. Las nuevas moléculas generadas en el proceso fueron transformadas en la

cepa de E. coli adecuada.

= TAMPON DE REACCION PARA LA DNA LIGASA DE T4 (10x): ATP 10
mM; BSA 500 ug/mL; DTT 200 mM; MgCl, 100 mM; Tris-HCI 500 mM pH
7,8.

3.6.8. Generacion del vector IRFP-pLEXSY-3’"Hsp70 II-BSD

Para la generacién de esta construcciéon se amplificé mediante PCR 1628 pb
de la region intergénica 3’ del gen HSP70 Il de L. infantum JPC (Folgueira y col.,
2005) contenida en el vector pCR-3’ll JPC, amablemente cedido por el Dr. José M.
Requena (Centro de Biologia Molecular “Severo Ochoa” CSIC Madrid, Espafia),
mediante los cebadores RBF674 y RBF675 (Tabla 1). El producto de PCR fue
digerido con las enzimas de restriccion Notl y Xbal y ligado al vector de clonacién
pBluescript SK (Stratagene), previamente digerido con las mimas enzimas de
restriccion, generandose asi la construcciéon pSK-3’'Hsp70 Il. A continuaciéon se
amplific6 mediante PCR la region codificante del gen de la blasticidina S

desaminasa (BSD), de 399 pb, a partir del vector pXG-BSD, amablemente cedido
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por el Dr. Stephen M. Beverley (Washington University in St. Louis, Missouri,
EE.UU.), el cual confiere resistencia al marcador antibiético blasticidina S (Goyard y
Beverley, 2000); para ello se emplearon los cebadores RBF676 y RBF677 (Tabla
1). El producto de PCR fue digerido con las enzimas de restriccion Xbal y Spel y
ligado a la construccion pSK-3’Hsp70 Il digerida de igual manera, dando lugar asi al
clon pSK-3'Hsp70 1I-BSD. Esta ultima construccion generada fue digerida con las
enzimas de restriccion Notl y Spel, liberandose asi el fragmento 3’'Hsp70 1I-BSD
(2027 pb), y ligado en el vector IFP 1.4-pLEXSY digerido con la misma combinacion
de enzimas de restriccion, originandose la construccion IFP 1.4-pLEXSY-3'Hsp70
II-BSD. De este modo la region utr2 de vector comercial y el cassette de resistencia
a higromicina fueron sustituidos por la regién intergénica 3’ del gen HSP70 Il de L.

infantum y el marcador de resistencia a blasticidina S.

3.6.9. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Los fragmentos de DNA procedentes de las digestiones enzimaticas, o los
sustratos de DNA circular con diferente grado de superenrollamiento, pueden
separarse en funcién de su tamafo mediante electroforesis en geles de agarosa.
Los geles se prepararon disolviendo agarosa (Fisher Scientific) en tampdn TAE (1x)
Una vez disuelta se afadié 0,1 yg/mL de bromuro de etidio para visualizar las
bandas de DNA.

Las muestras se mezclaron con 1/5 de su volumen de solucion de carga, y
se depositaron en los pocillos del gel. La electroforesis se realizd6 en cubetas
submarinas inmersas en TAE (1x), aplicandose una diferencia de potencial de 100
V. Como marcador de peso molecular se utilizd el Molecular Weight Marker X
(Roche Diagnostics, Germany), que incluye bandas de tamafio comprendido entre
0,07 hasta 12,2 kpb. Las bandas de DNA se visualizaron exponiendo el gel sobre
un transiluminador de luz ultravioleta.

= TAMPON TAE (50x): 242 g Tris base; 57,1 mL é&cido acético glacial; 100 mL

0,5 M EDTA pH 8,0.

= SOLUCION DE CARGA: azul de bromofenol 0,25% (p/v); azul de
xilenocianol 0,25% (p/v); sacarosa 40% (p/v).
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3.7. TRANSFORMACION CELULAR

3.7.1. Preparacion de células competentes de E. coli
La preparacion de células competentes de E. coli DH5a y XL1-Blue se
realizé por el protocolo descrito por Inoue y col. en 1990, consiguiéndose una alta

eficiencia de transformacién (5x108 transformantes/ug de DNA).

Para ello, se sembraron placas LB o LB-tetraciclina para E. coli DH5a, o E.
coli XL1-Blue, respectivamente, incubandose O/N a 37°C. A continuacion se
aislaron colonias en medio SOC a 37°C O/N. Transcurrido este tiempo cada 50 ul
de esta suspension se inocularon en 50 mL de medio SOC, y se incubaron a 18 °C
en agitacion a 200 rpm, hasta que el cultivo alcanzé una ODggo= 0,2 momento en el

que se enfrié en hielo durante 10 min.

A continuacién, las células se recogieron por centrifugacion a 3.000 rpm
durante 10 min a 4°C (estas condiciones se mantuvieron en el resto de los pasos
siguientes). Después las células fueron resuspendidas en 80 mL de TB frio y
mantenidas en hielo durante 10 min. Acto seguido, la suspension se centrifugdé en
las condiciones expuestas anteriormente, y el precipitado se resuspendié en 20 mL
de TB frio, al que se habian afadido 1,4 mL de DMSO (concentracién final 7%)

como crioconservante.

Finalmente, las células competentes se alicuotaron en tubos de
microcentrifuga estériles, y se congelaron en N, liquido para su almacenamiento a -
80 °C.

= TAMPON TB: PIPES 10 mM; CaCl, 15 mM; KCI 250 mM; pH 6,7.

3.7.2. Transformacion en E. coli

La transformacion de las células competentes de E. coli ha sido descrita por
Hanahan (1983). En un bafo de hielo se descongelaron 200 pL de células
competentes y se afladieron 50 ng de DNA. La mezcla se incub6 durante 20 min en
hielo y seguidamente se la sometié a un choque térmico por inmersién en un bafio

a 42 °C durante 45 s y posterior enfriamiento rapido en hielo durante 5 min.
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Después se anadieron 800 pL de medio SOC y se incubd durante 1 h a 37 °C y 250
rom. De este modo las bacterias que han incorporado el plasmido, expresan el gen
de resistencia al antibidtico utilizado como marcador de seleccion. Por ultimo, se
sembraron alicuotas en placas de LB con el antibi6tico apropiado para la seleccion

de transformantes.

3.7.3. Transfeccién de promastigotes de L. infantum
La transfeccion de promastigotes de L. infantum fue mediante

electroporacién segun el protocolo descrito por LeBowitz (1994).

El ensayo se realiz6 transfectando 10 ug de DNA plasmidico portador de la
construccion a valorar. Se partié de 20 mL de cultivo con una densidad de 1x10°
parasitos/mL por cada transformacion que se desea realizar, y que se recogieron al
alcanzar la fase exponencial temprana (5x10° parasitos/mL). A continuacion se
eliminé el medio de cultivo mediante centrifugacién a 3.000 rpm durante 10 min a
4°C y se lavo con la solucion de electroporacion fria (CYTOMIX) por el mismo
procedimiento. Las células lavadas se resuspendieron en 0,5 mL de CYTOMIX por
cada transformacion y se introdujeron en cubetas de electroporacién estériles y

enfriadas de 4 mm de distancia entre electrodos (Bio-Rad Hercules, CA. EEUU).

La electroporacion se llevdo a cabo utilizando el electroporador “Gene
Pulser® II” con “Capacitance Extender Plus” (Bio-Rad). Los parametros empleados

fueron de 1.500 V/cm (450 V en una cubeta de 4 mm) y 500 pF de capacitancia.

Tras aplicar el pulso eléctrico, el contenido de las cubetas se transfirio a
tubos estériles que contenian 10 mL de medio M199 1X, que se incubaron 20 h a

26°C para su completa recuperacion tras el choque eléctrico.
A continuacion las células se recuperaron por centrifugacion a 3.000 rpm
durante 10 min para retirar el medio, y se plaquearon finalmente unos 100 uL del

pellet por cada placa de medio solido (M199 2X, agar noble 2X, G418 10 ug/mL).

= CYTOMIX: KCI 120 mM; CaCl, 0,175 mM; K;HPO4 10 mM; HEPES 25 mM;
EDTA 5 mM; MgCl, 5 mM.
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3.7.4. Transformacién de levaduras

Para la obtencién de las cepas de levaduras transformantes (EKY3 y MBY3)
se utilizé el método de transformacion por acetato de litio (Ito y col., 1983). En
primer lugar se inocul6 una colonia en 10 mL de medio YPD suplementado con un
2% (p/v) de glucosa y 50 ug/mL de ampicilina para evitar posibles contaminaciones
bacterianas. El cultivo se dej6 crecer a 30 °C durante 16 h con una agitacion
constante de 120 rpm, tras las cuales se ajusté la ODgy del cultivo a 0,7 por
dilucién en medio de cultivo. A continuacion se incubd durante 2 h a 30 °C y 120
rom para que alcanzase una ODgy de aproximadamente 1. En este momento las
células fueron centrifugadas 10 min a 2.300 rpm y lavadas con la Solucion 1 en un
25 % del volumen inicial de cultivo por el mismo precedimiento. El pellet resultante
se resuspendié en 300 pyL de la Solucion 1. Por cada transformacién se incubd

durante 30 min a 30 °C y 150 rpm la siguiente mezcla:

* 30 pL de células (resuspendidas en la Solucién 1)
* 8 uL de DNA de esperma de salmoén (6,6 pg/uL)

* 130 pL de Solucion 2

* 2100 ng del DNA a transformar

Transcurrida esta incubacion, las células fueron sometidas a un choque
térmico a 42 °C durante 15 min y acto seguido sembradas en placas de medio S.C.
ura- suplementadas con glucosa al 2% (p/v). Las placas fueron incubadas a 30 °C

hasta que las colonias alcanzaron un tamafio adecuado.

= SOLUCION 1: 40 mL H,Odd; 5mL TE 10X; 5mL LiOAc 10X
= SOLUCION 2: 8 mL PEG 50%; 1mL TE 10X; 1mL LiOAc 10X

3.8. SOBREEXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINAS

3.8.1. Crecimiento e induccién de cultivos

Tanto el plasmido pESC-URA GAL (con los genes codificantes de LdToplL y
LdToplS clonados bajo el control de los promotores GAL1 y GAL10) como el
YCpGAL1-hTOP1 tienen como marcador de seleccion URA3 lo que permite su

crecimiento en medio sintético completo carente de uracilo (S.C. ura-). En ambos
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casos, para la sobreexpresion de LiTopIB y hToplB recombinantes, se inoculé una
colonia aislada en 10 mL de cultivo S.C. ura- complementado con glucosa al 2 %
(p/v) y se crecié a 30 °C O/N con agitacién continua. Una alicuota del cultivo se
diluy6 cien veces en medio S.C. ura- con rafinosa al 2 % (p/v) y se incubé durante
24 h. A este cultivd se afadioé galactosa de una solucion stock al 20 % (p/v) para
alcanzar una concentracion final en el cultivo del 2 %, induciéndose asi la expresion
de los genes clonados bajo su promotor. Tras 6 h de incubacién, las células fueron
recogidas por centrifugacion a 2500 rpm a 4 °C, lavadas dos veces con un volumen

de H,Odd fria y resuspendidas en 15 mL de tampon de lisis.

= TAMPON DE LISIS: tampén TEEG (Tris-HCI 50 mM pH 7.4, EDTA 1 mM,
EGTA 1 mM, glicerol 10% (p/v) suplementado con KCI 0.2 M y coctel de
inhibidores de proteasas [NaF 1X, bisulfito sédico 1X, Complete ® EDTA-free

(Roche Molecular Biochemicals) (2x)].

3.8.2. Obtencion de extractos

La lisis de las células se inicié con un ciclo de congelacidn-descongelacién a
-80 °C, seguido de 30 ciclos de agitacion de 1 min (30 s agitacion/30 s reposo en
hielo cada uno), con bolas de vidrio de 0,5 mm de didmetro (GLASS BEADS
BioSpect), a una temperatura de 4 °C. La suspension se centrifugd a 16.000 rpm a
4 °C durante 45 min, recogiéndose el sobrenadante para continuar con la

purificacion.

3.8.3. Purificacion de proteinas recombinantes

La purificacion de las proteinas recombinantes, LiToplB y hToplB,
procedentes de cultivos sobreexpresantes de S. cerevisiae se llevd a cabo
mediante la precipitacion de los extractos de levadura con (NH4),SO, y elucién en
columnas de intercambio i6nico (fosfocelulosa P-11) e hidrofobicidad (fenil-
Sepharosa CL-4B) (Bjornsti y Fertala, 1999).

Los extractos solubles procedentes de la sobreexpresion en levaduras se
precipitaron con (NH;),SO, sélido hasta alcanzar una saturacion entre el 35% (p/v)
(para precipitar proteinas nucleares que comparten caracteristicas fisico-quimicas

con la LiTopIB) y el 75% (p/v). Las proteinas precipitadas en este intervalo se
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recogieron por centrifugacion a 10.000 rpm y se resuspendieron en 20 mL de
tampén TEEG (1x), 0,2 M KCI suplementado con inhibidores de proteasas para la

columna de intercambio iénico.

La solucion proteica obtenida se aplicé cuidadosamente en la interfase de
una columna de polipropileno empaquetada con 5 mL de resina de fosfocelulosa P-
11 (Whatman®) (sélo fueron necesarios 2 mL en el caso de la purificacién de la
hTopIB), equilibrada previamente con 10 mL del tampoén TEE (5x) G (1x), 2 M KCl y
10 mL de TEEG 1(x), 0,2 M KCI para ajustar la conductividad de la columna. Una
vez que la disolucion proteica penetrd en el gel por gravedad, se efectuaron dos
lavados de la resina con 10 mL de TEEG (1x), 0,2 M KCI cada uno. Posteriormente
se lavd la columna con 5 mL de TEEG (1x), 0,4 M KCI. En este gradiente
ascendente discontinuo de KCI, la elucion de la ToplB se produjo con 0,6 M KCI en
el caso de la enzima de Leishmania, mientras que la enzima humana se eluy6 a

una concentracion de 0,8 M KCI.

Las soluciones proteicas enriquecidas en ToplB se aplicaron sobre una
columna cromatografica de interaccion hidrofébica de PSP CL-4B (Sigma-Aldrich®,
Chemical Co) equilibrada con 10 mL de TEEG (1x), 2 M (NH4).SO,. La columna se
lavé con 5 mL de TEEG (1x) 1 M (NH4),SO, y posteriormente con 3 mL de TEEG
(1X), 0,8 M (NH,4).SO4. Finalmente, se procedi6 al eluido de la columna con 4 mL

de TEEG (1x) recogiéndose fracciones de 1mL.

El volumen eluido de la columna PSP CL-4B, se colocd en una bolsa de
didlisis previamente hervida durante 15 min y lavada con H,Odd fria. Seguidamente
se sumergio en un litro de tampdn de didlisis durante 2 h, a 4 °C de temperatura. El

proceso se repitid tres veces.

La proteina dializada se aplicd en un concentrador centrifugo Amicon Ultra-4
50K (Millipore®) cuyo diametro de poro permite el paso de proteinas de MW < 50
kDa, lo que permitié un efecto de purificacion extra ademas de la concentracion.
Las proteinas asi concentradas se recogieron. Para su conservacion se anadi6 el

mismo volumen de glicerol y se almacenaron -20 °C.
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» TEEG (1x): Tris-HCI 50 mM pH 7,4; EDTA 1 mM; EGTA 1 mM; glicerol al 10
% (v/v); NaF 80 ug/mL; NaSO3 10 ug/mL; IP (0,2x) [Inhibidor de proteasas
Complete Mini® EDTA-free (Roche Molecular Biochemicals)]

» TEE (5x) G (1x): Tris-HCI 250 mM pH 7,4; EDTA 5 mM; EGTA 5 mM;
glicerol al 10 % (v/v); NaF 80 ug/mL; NaSO3 10 ug/mL; IP (0,2x).

» PRETRATAMIENTO DE LA RESINA DE FOSFOCELULOSA P-11: una vez

tratada segun las instrucciones del fabricante, se resuspende el mismo

volumen de resina humeda en tampén de bloqueo (Tris-HCI 50 mM pH 7,4;
EDTA 1 mM; EGTA 1 mM; glicerol 50 % (v/v); KCI 1 M). Una vez decantada
la resina, se lava dos veces con un tampén reducido en sales (Tris-HCI 50
mM pH 7,4; EDTA 1 mM; EGTA 1 mM; glicerol 50 % (v/v); KCI 0,2 M) y se
vierte el volumen deseado en la columna de polipropileno.

» PRETRATAMIENTO DE LA RESINA FENIL SEPHAROSA CL4B: La resina

de PSP CL4B no necesita ser activada. Para su compactacion y lavado se

procedié de manera similar a la columna P11. Se compactaron 3 mL de la
resina y se afadieron cuidadosamente 10 mL de H,Odd fria para eliminar el
etanol en el que la resina se presenta resuspendida. Para que la columna
compactada estuviese lista para ser utilizada, se hicieron pasar a través de
la misma 10 mL de TEEG (1x) frio, sequidos de otros 10 mL de TEEG (1x) 1
M (NH,),SO, con una mezcla de inhibidores de proteasas.

= IP_(1x): 1 pastilla de inhibidor de proteasas Complete® EDTA-free (Roche
Molecular Biochemicals) por cada 50 mL de solucion.

= TAMPON DE DIALISIS: Tris-HCI 10 mM pH= 7,5; KCI 50 mM; MgCl,5 mM:;
EDTA 0,1 mM; albiumina sérica bovina (BSA) 150 ug/mL; glicerol 10% (v/v).

3.9. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS (Laemmli, 1970)
3.9.1. Preparacion del gel separador

Las cantidades de los distintos componentes necesarios para preparar 10
mL de gel separador varian en funcion del porcentaje de acrilamida/bisacrilamida, y
se reflejan en la Tabla 3.3. Antes de afadir el persulfato aménico y el TEMED, la
mezcla se desgasific6 en un bafo de ultrasonidos durante 10 min. La

polimerizacion tuvo lugar en 20-30 min.
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Tabla 3.3. Cantidades necesarias para preparar 10 mL de gel separador.

Concentracion de acrilamida/bisacrilamida
Componente

10% 12% 13%
H,Od 1,9 mL 1,6 mL 1,1 mL
acrilamida/bisacrilamida 1,7 mL 2mL 2,5 mL
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 1,3 mL 1,3 mL 1,3 mL
10% SDS (p/v) 50 yL 50 pL 50 uL
10% persulfato aménico 50 yL 50 yL 50 yL
TEMED 2 uL 2 uL 2 uL

» ACRILAMIDA/BISACRILAMIDA: 30 g de acrilamida y 0,8 g de bisacrilamida.
Anadir H,Odd hasta 100 mL.

3.9.2. Preparacion del gel concentrador

El gel concentrador se preparé utilizando 6,1 mL de H,Odd, 2,5 mL de Tris-
HCI pH 6,8, 1,3 mL de acrilamida/bisacrilamida y 100 uL de SDS al 10% (p/v). Tras
desgasificar la mezcla en un bafo de ultrasonidos durante 10 min, se afadieron 50
ML de persulfato amoénico al 10% (p/v) y 10 yL de TEMED. La mezcla se dejo

polimerizar durante 15 min.

3.9.3. Preparacion de las muestras
Las muestras de extractos proteicos se mezclaron con 1/5 de su volumen de
solucion de carga, y se hirvieron durante 5 min, tras lo cual se procedio a cargarlas

en los pocillos del gel concentrador.

Como marcador de pesos moleculares se empled el suministrado por Bio-
Rad, que incluye los patrones pretefiidos de la fosforilasa B (111 kDa), BSA (73
kDa), ovoalbumina (47,5 kDa), anhidrasa carbdnica (33,9 kDa), inhibidor de la
tripsina de soja (28,8 kDa) y lisozima (20,5 kDa).

= SOLUCION DE CARGA: 4,8 mL de H,Odd: 0,5 mL de azul de bromofenol al
0,05% (p/v); 1 mL de glicerol; 0,5 mL de B-mercaptoetanol; 2 mL de SDS al
10% (p/v); 1,2 mL de Tris-HCI 0,5 M pH 6,8.
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3.9.4. Electroforesis

La electroforesis se llevé a cabo en una cubeta “Mini-Protean II” (Bio-Rad)
con tampon de electroforesis, y aplicando una diferencia de potencial de 8 V/cm
hasta que el frente penetré6 en el gel separador. A continuacién, el voltaje se
incrementd hasta 15 V/cm y se mantuvo hasta que el azul de bromofenol de la
solucion de carga alcanzo el final del gel separador. Una vez que se corrieron los
geles de proteinas se procedio a la tincién con azul de Coomasie durante 20 min en

agitacion y posterior destefido.

= TAMPON DE ELECTROFORESIS: 14,42 g de glicina; 1 g de SDS; 3,03 g
de Tris base; H,Odd hasta completar 1 L.

= SOLUCION DE TENIDO: 0.1% (p/v) Coomassie Brilliant Blue R-250; 50%
(v/v) metanol; 10% (v/v) acido acético glacial.

= SOLUCION DE DESTENIDOQ: 40% (v/v) metanol; 10% (v/v) &cido acético
glacial en H,Odd.

3.9.5. Medida de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas de las muestras se determiné mediante el
método de Bradford (1976), utilizando el sistema “Protein Assay” (Bio-Rad). La
recta de calibrado se establecié utilizando BSA (Sigma-Aldrich®, Chemical Co)

como estandar.

3.10. ESTUDIOS ACTIVIDAD Y SENSIBILIDAD ToplB in vitro

3.10.1. Determinacion de la actividad TopIB

La principal reaccion de las Topl es la relajacion del DNA supenrollado, el
cual posee una movilidad electroforética diferente a la del DNA relajado. Ya que el
DNA aislado a partir de la mayoria de organismos estd superenrollado
negativamente, se puede utilizar cualquier plasmido aislado de E. coli para medir
esta actividad enzimatica (Martin y col., 1983). El ensayo que se describe a
continuacion esta disefiado para enzimas de tipo IB por lo que ni la Topll ni posibles

Toplll son activas bajo estas condiciones experimentales.
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Antes de valorar la actividad de los inhibidores de ToplIB sobre las diferentes
enzimas purificadas, realizamos un ensayo destinado a cuantificar la actividad de la
misma sobre el DNA superenrollado. La mezcla de reaccién tenia un volumen total
de 20 pL y contenia 2 yL de tampon TOP (10x), y como sustrato 0,5 yg de DNA
circular superenrollado pBluescript SK-(pSK). A la mezcla se afadieron 0,5 ug de la
proteina purificada, realizandose diluciones 1:3 hasta no observar topoisbmeros.
Los tubos de reaccion se incubaron durante 30 min en un bafo a 37 °C a partir de
la adicion de la proteina, y posteriormente se digirieron con 2 ug de proteinasa Ky
SDS al 1 % (p/v). La visualizacién de los topoisomeros se realizé mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1% (p/v) preparada en 200 mL de TBE (1x).
La electroforesis se resolvié a razén de 2 V/cm durante 16 h, y se tind con una
solucion de BrEt (0,5 pg/100 mL) para obtener imagenes digitales usando un

sistema de adquisicion de geles (G-Box Syngene UK).

Gracias a este ensayo definimos una Unidad Enzimatica ToplB (U) como la
cantidad de enzima necesaria para relajar completamente 0,5 yug de DNA
supenrollado en 30 min a 37 °C. Esto permiti6 normalizar todos los ensayos

realizados con LiToplIB y hToplIB recombinantes.

= TAMPON TOP (10x): Tris 100 mM pH 7,5; KCI 150 mM; MgCl, 50 mM;
EDTA 0,2 mM; 150 ug/mL BSA.

= TAMPON TBE (10x): Tris 890 mM; &cido bérico 890 mM; EDTA 20 mM pH
8,0.

3.10.2. Inhibiciéon de la actividad de relajacién

Para comprobar la inhibicion de las indenoisoquinolinas sobre la actividad
de relajacion ToplB se llevaron a cabo ensayos tiempo y concentracion
dependientes. La mezcla de reaccion tenia un volumen total de 20 pyL y contenia 2
pL de tampdn TOP (10x), 0,5 ug de DNA pSK, 1 U LiTopIB 6 hTopIB y 1 uL de las
diferentes concentraciones del compuesto a estudiar (ensayo dosis dependiente) o
una concentracion fija de 75 yM de cada molécula a diferentes tiempos de reaccién
(0.2 a 15 min). Las mezclas fueron incubadas a 37 °C. La reacciones fueron
detenidas anadiendo SDS al 1 % (p/v) y posteriormente se digirieron con 2 ug de

proteinasa K. Los topoisémeros fueron resueltos las mismas condiciones que el
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apartado anterior. Los resultados fueron analizados y cuantificados con el software
de analisis de geles ImageJ (NIH software) y representados graficamente con el

software estadistico SigmaPlot™ 11.3 (Systat Software Inc, UK).

3.10.3. Deteccion de complejos covalentes en geles de agarosa

Tal y como se ha descrito en la introduccion algunos inhibidores TopIB son
capaces de atrapar los complejos CL, lo que genera la estabilizacion de DNA
mellado (rotura de cadena sencilla) con la proteina unida covalentemente al
extremo 5’ de la rotura (dejando libre el extremo 3’ OH). En este ensayo se utilizd
como sustrato el plasmido superenrollado circular pSK. En presencia de un agente
estabilizante de complejos CL, la banda correspondiente al DNA mellado se pudo
observar Uunicamente después de que la ToplB desnaturalizada fuera degradada
por la accion de la proteinasa K. Otro aspecto importante de este ensayo es que los
productos de la actividad ToplIB fueron separados en presencia de BrEt (agente
intercalante) que alter6 la forma de las moléculas de DNA circular (cerrado) y por lo
tanto, modific6 su movilidad electroforética en el gel de agarosa. El agente
intercalante no produjo cambios en el Lk, sino que indujo un aumento relativo en el
Wr. De esta forma se pudo observar el DNA mellado, correspondiente a los
complejos covalentes DNA-droga-TopIB (CL), acumulados en una unica banda
(Hsiang y col., 1985).

Al igual que en el caso del ensayo de inhibicion de la relajacion, se llevaron
a cabo ensayos tiempo y concentracién dependientes. La mezcla de reaccion (20
ML) contenia 2 yL de tampdén TOP (10x), 0,5 ug de DNA pSK, 75-100 U LiTopIB 6
hTopIB y 1 uL de las diferentes concentraciones de la droga a estudiar (ensayo
dosis dependiente) o una concentraciéon fija de 75 uM de las distintas
indenoisoquinolinas y a diferentes tiempos de reaccion. Las mezclas fueron
incubadas a 25 °C. Tras detener las reacciones con SDS al 1 % (p/v) se procedio a
la digestion de las mismas con 2 ug de proteinasa K durante 1 h a 37 °C.
Seguidamente, se procedi6 a limpiar las muestras mediante una extraccion 1:1 (v/v)
con fenol-cloroformo. Por ultimo, las muestras extraidas se resolvieron en geles de
agarosa al 1% (p/v) en TBE (1x) suplementado con BrEt a una concentracion final
de 40 pg/uL. La electroforesis se realizd en las mismas condiciones que en los

apartados anteriores y las bandas se cuantificaron con el software de analisis de
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geles ImagedJ (National Institues of Health software). La cantidad de DNA mellado
se calculé como el porcentaje de sefal obtenido para la banda de mellado dividido
por el total de sefial del carril. Los resultados fueron representados graficamente

con el software estadistico SigmaPlot™ 11.3 (Systat Software Inc, UK).

3.11. ESTUDIOS MICROSCOPICOS

Debido a la alta sensibilidad de la GFP a los tratamientos tradicionales de
fijacion, tales como el formaldehido o el paraformaldehido, se opté por realizar
preparaciones de células in vivo. Los promastigotes, transfectados con las
diferentes deleciones de cada una de las subunidades fusionadas a la GFP, fueron
fijados a la superficie de los pocillos de las placas para microscopia Slide for Live
Cell Analysis® (IBIDI) con una solucién de poli-L-lisina (Sigma Chem. Co.). La
localizacion subcelular de las proteinas LiToplB-GFP fue determinada en un
sistema de microscopia confocal Nikon C1. Las proteinas de fusion GFP fueron
excitadas con un laser de argén con una longitud de onda de 488 nm y la
fluorescencia emitida fue registrada con un detector de 509/30 nm. Para los
estudios de co-localizacién de la LiToplIB tanto con el nucleo celular como con el

kinetoplasto se realizé una tincion del DNA celular con diamino-2-fenilindol (DAPI).

3.12.1. Tincién con diamino-2-fenilindol (DAPI)

Se partié de 3x10° células/mL, las cuales se centrifugaron a 3.000 rpm
durante 10 min para eliminar el medio de cultivo y a continuacién se lavaron dos
veces con PBS. Se centrifugaron las células a las mismas revoluciones y se
resuspendieron en 200 pL de la soluciéon de DAPI 10 yg/mL y se incubaron durante
30 min en oscuridad. Tras este periodo de incubacion se volvié a centrifugar a la
misma velocidad y se lavaron con 1 mL de PBS para finalmente resuspender las
células en 1 mL del tampdn fosfato y anadir 150 uL al pocillo tratado con poli-L-

lisina.

3.12.2. Fijacién con poli-L-lisina
Para realizar la fijacion in vivo de los promastigotes se prepard una dilucién
1:10 de poli-L-lisina (Sigma) en H,Odd. Los pocillos fueron tratados incubando 300

ML de ésta dilucion durante 20 min a temperatura ambiente, pasados los cuales se
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procedid a retirar el exceso de poli-L-lisina de los pocillos mediante cinco lavados

cinco de 500 pL/pocillo con H,Odd estéril.

3.11. VIABILIDAD CELULAR

3.11.1. Determinacion de la viabilidad en promastigotes de L. infantum-iRFP
Los cultivos de promastigotes de L. infantum-iRFP se sembraron en medio
M199 (1x) suplementado con SFB inactivado al 10 % (v/v) y antibiéticos partiendo
de una densidad de 1x10° células/mL en placas de microtitulacién negras con fondo
transparente de 96 pocillos. Se afadieron entonces diferentes concentraciones de
cada compuesto por triplicado por columnas, dejandose una incubacion adicional
de 48h a 26 °C en agitacion. La viabilidad de los cultivos se determind por la
fluorescencia infrarroja emitida por los mismos registrada en un detector Oddissey
(Li/Cor). El efecto leishmanicida se expresé como la concentracion necesaria para
producir la reduccion de la viabilidad al 50 % del control negativo (ICsp), utilizando
para ello el paquete informatico SigmaPlot™ 11.3 (Systat Software Inc, UK). La
relacion entre la emisién de fluorescencia y el nimero de células viables fue

determinado mediante un contador de células Beckman Coulter® Z1.

3.11.2. Plataforma fenotipica HTS de explantes murinos infectados con L.
infantum-iRFP

Los bazos con pesos = 0,7 g procedentes de ratones BALB/c infectados con
L. infantum-iRFP se recogieron a las 5 semanas post-infeccion para su
procesamiento. En pocas palabras, las piezas pequefias se obtienen mediante el
uso de un bisturi. Con el fin de obtener una Unica suspension de células, el tejido se
incubd con 2 mL de colagenasa D (Roche) a 2 mg/mL de tampén (10 mM HEPES
pH 7,4, NaCl 150 mM, KCI 5 mM, MgCl, 1 mM, 1,8 mM CacCl,) durante 20 min a 37°
C. La suspensidon de células y fragmentos de tejido restante se pasaron
suavemente a través de un colador de células de 100 um para eliminar los
fragmentos de tejido. Después de la lisis de los eritrocitos, los esplenocitos se
lavaron 3 veces con PBS mediante centrifugacion (500 xg durante 7 min a 4° C).
Los esplenocitos se sembraron a una densidad de 2x10° células/pocillo en placas

negras de 384 pocillos con fondo transparente en medio RPMI que contenia SFB al
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20% (v/v), piruvato sédico 1 mM, complemento vitaminico RPMI (1x), HEPES 10
mM y una mezcla de 100 U/mL de penicilina y 100 ug/mL de estreptomicina

suplementado con 50 mM 2-mercaptoetanol.

Con el fin de estandarizar la plataforma de cribado, los esplenocitos aislados
segun el procedimiento anterior se sembraron con una densidad suficiente que
permitiera el crecimiento de los amastigotes intracelulares. Con este fin se
sembraron 2,0 x 10° AU de esplenocitos infectados en cada uno de los pocillos de
la placa, con excepcion de las filas y columnas primeras y ultimas, para evitar las
medidas irregulares que suelen producirse en estos pocillos. Para evitar el efecto
borde — consecuencia de la mayor evaporacion en estos pocillos a lo largo de los
dias — los pocillos correspondientes se llenaron con H,Odd. Los controles positivos
— que incluyen el farmaco de referencia (AmphB) y los controles negativos (0,5%
DMSO) fueron distribuidos en forma alternativa a lo largo de las columnas (“placas

control”). Esta distribucién sistematica se mantuvo en todos los ensayos.

Se dispusieron un total de 298 compuestos a una concentracion unica de
10 uM en las placas de 384 pocillos (“placas de cribado”) evitando el efecto borde.
Los esplenocitos obtenidos segun el apartado anterior se anadieron a las “placas
de cribado” (que contienen los compuestos a ensayar) y las “placas control” (que
contienen los controles positivos y negativos). Todas ellas se incubaron a 37° C en
una atmésfera de CO; al 5%, registrandose la emision fluorescente en el infrarrojo
cercano a las 0, 24, 48 y 72 h de incubacién con los compuestos en el dispositivo
Odyssey (LI-COR, EE.UU.).

i. EIl efecto leishmanicida de las tres colecciones de compuestos se calculd
como el porcentaje de inhibicion relativas a los controles positivos (Amph B)
y negativos (DMSO) como sigue:

i. | = (media de DMSO 1% - valor experimental)/(media de 1% de DMSO -
media de Amph BEC100) x 100.

iii. Todas las “placas de cribado” contenian en las columnas 2 y 23 controles
positivos (Amph B, 10 uM) y negativos (DMSO 1% v/v) con el fin de
normalizar los resultados al de las “placas control”. La reproducibilidad se

determiné por el factor Z’ que se calculo6:
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iv. Z' = [(controles positivos 3SD + 3SD controles negativos) / (media de los

controles positivo-media de los controles negativos)].

Los “hits” primarios se definieron como compuestos que muestran una inhibicién

del 50% de la sefial infrarroja.

3.11.3. Citotoxicidad en esplenocitos murinos no infectados

Para obtener esplenocitos murinos sin infectar, se utilizaron ratones Swiss
de ambos sexos que fueron sacrificados para obtener el bazo en condiciones
estériles. Los esplenocitos se obtuvieron como se ha descrito en el apartado
anterior, se sembraron en placas de 96 pocillos con una densidad de 2x10°/pocillo y
se expusieron a distintas concentraciones de indenoisoquinolinas durante 48, 72 y
96 h a 37 °C en una atmdésfera de CO; al 5%. La viabilidad de los esplenocitos a los
compuestos se determind mediante la reduccion de resazurin (azul alamar) a
resofurin que emite fluorescencia a 595nm, con un lector multimodal de placas
Synergy HT (BioTek). La relacion entre la emisién de fluorescencia y el numero de
macrofagos viables fue determinado mediante un contador de células Beckman
Coulter® Z1.

3.12 FOSFORILACION DE LA HISTONA H2AX

El antisuero frente a la histona fosforilada H2AX de L. infantum se prepard
en conejos inoculados con el epitopo C-KHAKA[pT]PSV (Open Biosystems) que
contiene Thr-130 fosforilada. El antisuero policlonal se obtuvo después del
sangrado del animal, titulandose mediante ELISA directo a una diluciéon de 1:
204800. Los promastigotes de L. infantum que habian sido expuestos a diferentes
concentraciones de CPTs e indenoisoquinolinas por un periodo de tiempo variable
(15 min a 2 h) se recogieron y lavaron en PBS y a continuacién se destruyeron
mediante sonicacion. Los extractos celulares se afiadieron al tampon de lisis y las
muestras se separaron en un gel de SDS-PAGE 15%. El anticuerpo primario frente
a L. infantum H2A se utilizé a una dilucion de 1: 200 y el secundario (preparado en
cabra frente a las IgGs de conejo con el fluoréforo IRDye 680 Licor Biosciences) se
usé con un titulo de 1:2000. En algunos experimentos se utiliz6 wortmanina a una

concentracion de 10 uM y/o cafeina a una concentracion de 4 mM pre-incubadas
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antes de la adicion de los correspondientes inhibidores con el fin de evaluar su

efecto sobre la fosforilacion de la histona H2AX.

3.13. ANALISIS DEL CICLO CELULAR

El efecto de las CPTs y de los derivados indenoisoquinolinicos inhibidores
de la ToplB se midié en promastigotes de L. infantum a diferentes tiempos de
incubacion y distintas concentraciones. De diez a cincuenta mil promastigotes sin
tratar (control) y tratados con los distintos compuestos se recogieron a los distintos
tiempos de incubacién en PBS y se fijaron en una suspension de metanol libre de
formaldehido al 1% en PBS a 0 °C durante 15 min. Pasado este tiempo, las células
se resuspendieron en etanol al 70% durante al menos 2 h a -20 °C. Los
promastigotes se lavaron a continuacién dos veces con PBS y se resuspendieron
en Triton X100 0,2% (v/v) en BSA al 1% (p/v) durante 30 min. Después de
centrifugarse a 300 x g durante 4 min a temperatura ambiente, las células se
resuspendieron en una solucién que contenia 1 mg de diamidino-2-fenilindol (DAPI)
disuelto en PBS. Transcurridas 12 h de incubacién a 4°C, la suspension celular se
lavé dos veces con PBS y las diferentes poblaciones celulares se analizaron en un

citdmetro de flujo Cyan ADP Dako.

3.14. ESTUDIO INFORMATICO DE LA BIODISPONIBILIDAD DE LOS
COMPUESTOS

Las caracteristicas fisico-quimicas de una molécula tienen especial
importancia en su biodisponibilidad después de su administracién a animales en los
estudios preclinicos. La regla de cinco de Lipinski es una regla completamente
empirica que permite evaluar cualitativamente que tan adecuado podria resultar un
compuesto quimico para cumplir alguna determinada funcién farmacoldgica o
actividad bioldégica una vez que es ingerido como medicamento para consumo oral
(Lipinski y col., 2001).

Esta regla es importante para el desarrollo de farmacos a partir de
compuestos con propiedades farmacoldgicas previamente demostradas para
obtener mejores actividades y selectividades, por ejemplo. Estas modificaciones a

las estructuras moleculares suelen conllevar a farmacos con pesos moleculares

92



Material y Métodos

superiores, mayor numero anillos, mas enlaces con posibilidad de rotacién libre y

mas alta lipofilicidad.

Tal y como lo indica la regla de Lipinski, en general, una droga activa y para

consumo oral no debe violar mas de una de las siguientes consideraciones:

i. No debe contener mas de cinco donadores de enlaces por puentes
de hidrégeno (HDA).

ii. No debe contener mas de diez aceptores de enlaces por puentes de
hidrégeno (HBA).

iii. Debe poseer un peso molecular inferior a 500 Da.

iv. Debe poseer un coeficiente de reparto octanol-agua (Clog P) inferior
as.

El calculo virtual de las caracteristicas fisico-quimicas de los compuestos
utilizados en la Memoria se ha realizado mediante el paquete informatico de
DruLiTo (Drug Likeness Tool) que es una herramienta de cribado virtual de acceso

libre (http://www.niper.gov.in/pi_dev_tools/DruLiToWeb/DruLiTo_index.html).
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4. RESULTADOS

4.1. GENERACION DE LA CEPA DE L. infantum-iRFP

Las propiedades de los fitocromos de origen bacteriano como colorantes
fluorescentes son conocidas desde hace décadas. La proteina iRFP es una
modificacion de IFP1.4 procedente de la bacteria fotosintética Rhodopseudomonas
palustris que tras incorporar biliverdina emite fluorescencia en el infrarrojo cercano
(Mexc. 690 NM/ Aeym. 713 nm).

Con el fin de crear una cepa fluorescente infrarroja como herramienta en
una plataforma fenotipica HTS, los promastigotes de L. infantum BCN 150 se
electroporaron con el fragmento lineal de 6.110 pb procedente de la digestién con
Swal que contiene el ORF que codifica iRFP, asi como el marcador de seleccion
hyg del plasmido pLEXSY-hyg2 (Fig. 4.1 Ay B) que le confiere resistencia a este
antibiotico. Después de la seleccion en placa con 200 ug/ml de higromicina B, las
colonias individuales fueron sembradas en medio liquido M199 suplementado con
SFB inactivado térmicamente al 10% v/v y el antibidtico correspondiente. EI DNA
genomico aislado a partir de estos cultivos se utilizé6 para confirmar la integracién

correcta en el locus del rRNA 18s del genoma de L. infantum (Fig. 4.1 C).

La manipulacién genética de la cepa de Leishmania modificada no afecté a
su tasa de crecimiento ni a su infectividad. La Fig. 4.2 (A y B) demuestra que el
crecimiento de los promastigotes de L. infantum-iRFP no diferia del de la cepa
salvaje no manipulada tanto en términos de numero de células como en el de
emision de fluorescencia. Paralelamente medimos su capacidad infectiva in vitro —
sobre cultivos de monocitos humanos THP-1 — y ex vivo — en amastigotes aislados

de lesion (bazos de ratones BALB/c tras 5 semanas de infeccién). La Fig. 4.2 C
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muestra la poblacion de macréfagos THP-1 infectados con amastigotes de L.
infantum-iRFP por citometria de flujo cuando se excitan con una la longitud de onda
de 650 nm. Finalmente, la Fig. 4.2 D muestra a viabilidad de los promastigotes
fluorescentes transformados de amastigotes de bazo de un ratén infectado con L.
infantum-iRFP. En todos los casos la correlacion entre la fluorescencia emitida por
los promastigotes (medida en un sistema de deteccion de imagen infrarroja
Odyssey® (LI-COR)) y su nimero — determinado mediante recuento en Coulter —

fue directa, con valores de r > 0,99.
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Figura 4.1. Estrategia de integracion del gen irfpo en el locus rRNA 18s de L. infantum BCN150. A)
Estructura del locus rRNA 18s de la cepa salvaje y lugar planeado de clonaje. clave: utr1: 5’UTR del
gen aprt; utr2: 1.4kb region intergénica del operén cam; y utr3: 5'UTR del gen dhfr-ts; hyg; cassette de
resistencia a higromicina B. la caja blanca estrecha del lado izquierdo corresponde la sonda externa
usada para la deteccidn por Southern. B) Analisis de Southern de dos clones de L. infantum después
de su seleccidn con higromicina B e hibridacion con la sonda externa EP. C) confirmacion por PCR de

la integracion correcta de iRFP en el genoma de L. infantum-iRFP.
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Figura 4.2. Caracterizacion de las cepas transgénicas L. infantum-iRFP in vitro. A) Estudio del
crecimiento de promastigotes de las cepas L. infantum-iFP1.4 (¢), L. infantum-iRFP (o) con respecto a
la cepa salvaje L. infantum () en las condiciones estandar de cultivo liquido B) Correlacion entre la
emision fluorescente infrarroja emitida por los promastigotes de las cepas L. infantum-iFP1.4 (*) y L.
infantum-iRFP en funcién del nimero de células. C) Analisis de citometria de flujo de amastigotes
aislados de infecciones in vitro en monocitos THP-1 con L. infantum-iFP1.4 (area roja) y L. infantum-
iRFP (area verde) excitados con una longitud de onda de 650 nm. D) Emision de los amastigotes
aislados de una lesion de bazo de ratones BALB/c infectados con L. infantum-iFP1.4 (barra izquierda)
y L. infantum-iRFP  (barra derecha) después de 5 semanas post-infeccion. Los valores se
corresponden a la media * sd de tres experimentos realizados por separado.

La estabilidad de L. infantum-iRFP se estudié durante un periodo de 6
meses después de la transfeccion, no observandose cambios en la intensidad de la

fluorescencia emitida durante este periodo, incluso en ausencia de higromicina B.

4.1.1. Optimizacion de la construcciéon
Leishmania sp. como otros tripanosomatidos no regula la transcripcion
genética mediante la RNA polimerasa Il. Por el contrario, los genes que codifican

proteinas estan dispuestos en forma tandem de cabeza a cola y se transcriben de
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una sola vez como policistrones de RNA de 10 a 100 genes. El procesamiento de
los RNA policistrénicos en mRNA monocistronicos se hace mediante un mecanismo
post-transcripcional de frans-splicing que coloca una secuencia CAP en cabeza y
una cola de poli-A en los mensajeros maduros. La regulacion de la expresion
geénica se hace pues a nivel post-transcripcional donde la abundancia de los mRNA
depende de las regiones no traducidas colocadas en posicion 3’ (3'UTR: del inglés
3’ Untranslated Regions) del gen que se va a transcribir. Por lo tanto la abundancia
de los mRNA y de este modo el nivel de expresion de la proteina reportera va a
depender de los 3’'UTR que tenga corriente abajo de su ORF y del papel que

jueguen éstos en las formas celulares de su ciclo digenético.

Con este fin, hemos identificado varios genes que se expresan de forma
exclusiva en la forma amastigote de L. infantum — gen A2 y AMASTIN — y hemos
obtenido su region intergénica mediante amplificacion por PCR. De la misma
manera hemos obtenido la region intergénica corriente abajo del gen codificante de
la proteina de choque térmico HSP70 que aumenta su expresién bajo condiciones
extremas de temperatura, como las que sufre el promastigote dentro del
hospedador. La Fig. 4.3A es una representacion esquematica de las diferentes
construcciones realizadas en el vector pLEXSY-hyg2 en el que se sustituyé la
3'UTR de la DHFR procedente del vector comercial, por las tres regiones

intergénicas situadas corriente debajo del gen reportero irfp.

Tras la linearizacién de los vectores y la transfeccion de los promastigotes
mediante electroporacién en medio liquido, se procedid a la seleccion en medio
solido en presencia esta vez de puromicina. Se realizé6 en primera instancia un
estudio del crecimiento de las cepas de promastigotes de L. infantum-iRFP que
portaban integrados en el locus del RNA 18S los distintos 3'UTRs descritos en el
parrafo anterior (Fig. 3.3B). Se observd que la cepa que emitia mayor fluorescencia
— relativa al numero de promastigotes — era aquella que llevaba la region
intergénica del gen codificante de la proteina HSP70. Igualmente, los ensayos de
citometria de flujo realizados con macrofagos infectados con amastigotes
transformados con las distintas construcciones, demuestran que la cepa L.
infantum-iRFP que portaba corriente abajo del gen reportero la region intergénica

de HSP70 era la que tenia una mayor emisiéon de fluorescencia infrarroja.
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(Fig.4.3C). Finalmente se analiz6 la fluorescencia emitida por los promastigotes
procedentes de amastigotes transformados de una lesién in vivo de animales

previamente infectados.
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Figura 4.3. Efecto de las regiones intergénicas especificas de amastigotes en la emision fluorescente
infrarroja de L. infantum-iRFP . A) Esquema de la sustitucion efectuada del promotor utr2 del vector de
expresion pLEXSY por los 3’'UTRs de los genes A2, AMASTIN y HSP70, corriente abajo de la ORF
codificante de iRFP. B) Correlacion entre la emision fluorescente infrarroja emitida por los
promastigotes logaritmicos de las cepas L. infantum-iRFP flanqueadas por la 3'UTR de A2 (v),
AMASTIN (o), HSP70 () o utr2 () en funcion del numero de células. C) Analisis de citometria de flujo
de amastigotes aislados de infecciones in vitro en monocitos THP-1 con L. infantum-iRFP expresados
bajo la 3’'UTR de A2 (area naranja), AMASTIN (area azul), HSP70 (area violeta) o utr2 (area verde)
excitados con una longitud de onda de 650 nm. D) Emisién de los amastigotes aislados de una lesién
de bazo de ratones BALB/c infectados con L. infantum-iRFP que portaban las diferentes 3'UTR
después de 5 semanas post-infeccion. Los valores se corresponden a la media + sd de tres
experimentos realizados por separado.
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La Fig. 4.3 D demuestra que la emision de fluorescencia infrarroja fue
siempre mayor en la cepa de L. infantum-iRFP en la que habiamos integrado el
3'UTR de HSP70, seguida de aquellas que recibieron los 3'UTR de los genes A2y
AMASTIN, asi como el utr2 original procedente del plasmido pLEXSY.

4.1.2. Caracterizacion del modelo murino de infeccion

Con el fin de establecer un modelo de leishmaniasis visceral con la cepa de
L. infantum-iRFP que portaba la region intergénica de HSP70, procedimos a su
caracterizacion a lo largo del curso de la infeccion en ratones BALB/c. Con este fin,
infectamos por via intraperitoneal diferentes grupos de ratones BALB/c con 1.5x10°
promastigotes estacionarios. Transcurridas 1, 2, 3, 4 y 5 semanas después de la
infeccién se sacrificaron los animales eutanasicamente, extrayéndose los bazos e

higados en condiciones de esterilidad para su posterior analisis.

T T T T i ; -0
0 1 2 3 4 5 4 5

Time post-infection (Weeks) Time post-infection (Weeks)

3.0 14
ok
25 127 e
~ S 10
2 2.07 o
s 1.57 %
5 E
2 - P
o 1.0 % ) %
Q ~ s 4 ~
= Va . Z
= / -
0.5 - ® 3 wpi )
L O 4 wpi _ ﬁ
0.0" : : : : : M ‘5 e 0 : : ;
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 0 1 2 3 4 5
No. of amastigotes (10) Time post-infection (Weeks)
(AR 30 14
= Fluorescence
LD
61 sk 251 S 12
) et
5 | 108
2 20 g
x 5] &
Q =1 o
2 4 5
g & 15 >
3 ) £ 6 S
g < 101 2
& 2 5 B L4
1 7 ) 37 I T 2
o =0 o |
3

Figura 4.4. Puesta a punto del modelo de VL en ratones BALB/c infectados con promastigotes

estacionarios de L. infantum-iRFP A) Curva estandar de correlaciéon entre el nimero de amastigotes
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aislados de lesién de bazo y la emision fluorescente infrarroja emitida por los mismos después de 3, 4
y 5 semanas post-infeccion. B) Hipercelularidad estimada como el numero total de esplenocitos
procedentes de bazos murinos después de 1 a 5 semanas post-infeccion. C) Pérdida de respuesta a
mitégenos por parte de los linfocitos T aislados de BALB/c bazos murinos después de 1 a 5 semanas
post-infeccion tras la estimulacién con mitégenos (ConA), comparadas con animales no infectados. D)
Carga parasitaria de bazos infectados con L. infantum-iRFP a las 3, 4 y 5 semanas post-infeccion,
medida mediante LDAU (barra gris) y emisién fluorescente (barra negra). Los valores se corresponden
a la media * sd de tres experimentos realizados por separado. (***p<0,001; ** p<0.01; t de Student de

dos colas).

A las 5 semanas post-infeccién se produjo un aumento drastico en el
tamafo del bazo acompafiado de un incremento en el numero de esplenocitos —
estimado en mas de 10 veces respecto al de los animales no infectados — vy
estadisticamente significativo respecto a otros momentos de la infecciéon anteriores
(Fig. 4.4 B). La carga parasitaria de los érganos se estim6é mediante ensayo de
dilucion limite y por la emision de fluorescencia infrarroja de los amastigotes

procedentes de 10 mg de suspension celular de bazo (Fig. 4.4 C).

El transito de la progresion de la enfermedad hacia la forma grave — aunque
no necesariamente mortal — se evalud por la pérdida de la capacidad de respuesta
a mitégenos de las células T (Fig. 4.4C). La adiciéon de ConA a la suspensién de
bazo enriquecida en células de la linea blanca produjo una estimulacion 15 veces
menor de la incorporacién de [°H]-timidina al DNA en los ratones infectados
después de 5 semanas con respecto a ratones control sin tratar. Por ultimo, con
objeto de poder cuantificar la carga parasitaria de los bazos mediante una simple
lectura infrarroja en el sistema de deteccién de imagenes Odyssey® (LI-COR), se
realizé una curva de calibrado estandar con amastigotes purificados a partir de
bazos infectados procedentes de animales sacrificados las semanas 3, 4 y 5 post-
infeccion (Fig. 4.4 A). No se observé una pérdida significativa de la fluorescencia de
los amastigotes a lo largo de las cinco semanas de la infeccion como consecuencia

de la integracion del gen reportero en el locus del rRNA 18s de L. infantum.

En conclusion, se puede afirmar que el uso de esplenocitos infectados con
L. infantum-iRFP después de 5 semanas post-infeccion en ausencia de antibiéticos
de seleccién, representa una estrategia eficiente para la evaluacion ex vivo de la

actividad leishmanicida de compuestos quimicos en amastigotes que infectan
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naturalmente las células del hospedador en un modelo de leishmaniasis visceral
(Fig. 4.5).

L"\

S o _|

Figura 4.5. Microscopia confocal fluorescente de esplenocitos de bazo infectados con amastigotes L.
infantum-iRFP procedentes de una infeccidon experimental murina de 5 semanas. A) DIC. B) Tincién
con DAPI. C) Emisién infrarroja por parte de los amastigotes L. infantum-iRFP D) Combinacion DAPI
+ fluorescencia infrarroja. E) Combinacién A+B+C+D. Imagenes tomadas con un microscopio confocal
Zeiss LSM710.

4.1.3. Establecimiento y optimizacion del modelo de esplenocitos infectados
Con el fin de evaluar y probar la actividad de farmacos leishmanicidas frente
a la leishmaniasis visceral, hemos desarrollado un cultivo de explantes de bazos
infectados con la cepa infrarroja L. infantum-iRFP . Este modelo tiene varias
ventajas sobre otros métodos in vitro — promastigotes de vida libre, amastigotes
axénicos e infecciones en macréfagos THP-1 — ya que incluye todos los tipos
celulares implicados en la interaccién parasito/hospedador en el é6rgano diana.
Ademas, el sistema tiene otras ventajas adicionales: i) la replicacion del parasito

puede ser cuantificada facilmente mediante el registro de la fluorescencia infrarroja
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emitida por los amastigotes intracelulares; ii) el sistema permite la adaptacién a una

plataforma HTS con formato de 96 6 384 pocillos.
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Figura 4.6. Establecimiento de los explantes esplénicos de ratén BALB/c infectados con amastigotes
de L. infantum-iRFP . A) Replicacion de los amastigotes dentro de los esplenocitos a diferentes
densidades de siembra al comienzo del cultivo (+) 2x10° AU; (o) 1x10° AU; (s) 0.5x10° AU and (A)
0.25x10° AU. La emision fluorescente se registré diariamente durante 5 dias. B) Efecto de la AmphB
en los amastigotes intracelulares. A los esplenocitos infectados con amastigotes de una densidad de
2x10° AU se les afiadieron distintas concentraciones de AmphB, registrandose la fluorescencia emitida
diariamente a lo largo 72h. C) Imagen de una placa de 384 pocillos registrada por el dispositivo
Odyssey (LI-COR). D) Tincion de Giemsa representativa de los esplenocitos infectados recogidos a
las 24 y a las 72 h después de la siembra.

En primer lugar se procedio a registrar el rango dinamico de fluorescencia
en el que se espera la replicacion eficaz y cuantificable de los parasitos
intracelulares dentro de los macrofagos. La Fig. 4.6 A muestra la capacidad
proliferativa de los amastigotes dentro de los explantes en funcion del tiempo,
respecto a las diferentes cantidades de esplenocitos infectados sembrados en la
placa que se correspondian con 0.25x10° 0.50x10° 1.0x10° y 2x10° unidades de
fluorescencia infrarroja (UA). El seguimiento de la fluorescencia emitida por los
cultivos durante 5 dias muestra unicamente un incremento significativo en aquellos

cultivos que se sembraron con 2x10° UA lo que indica una multiplicacién continua
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de los amastigotes dentro de la célula hospedadora. A continuacion procedimos a
establecer el grado discriminacién entre los pocillos control no tratados con
respecto a los tratados con un farmaco leishmanicida de referencia: la AmphB. A
los cultivos de esplenocitos sembrados con una densidad equivalente a 2x10° UA —
establecidos en la Fig. 4.6 A — se afiadieron concentraciones crecientes del
farmaco equivalentes a 0, 0,74, 2,20, 6,60 y 20 uM, respectivamente. La carga
parasitaria se midié diariamente durante 72 h mediante la emision de fluorescencia
de infrarroja (Fig. 4.6 B).

Considerando que los pocillos no tratados permiten la proliferacion
adecuada de los amastigotes la reduccidén de la fluorescencia respecto a la
concentracién de farmaco administrada a un tiempo dado servira de marcador de la
actividad leishmanicida. La concentracion mas baja a la que se observa la muerte
de los amastigotes se utilizo6 como medida de la actividad leishmanicida de la
AmphB. Esta concentracion se estimé entre 6,6 y 20 uM, por lo que, en estas
condiciones, el ensayo podria identificar compuestos que no soélo tienen actividad
leishmaniostatica sino también leishmanicida. Estos ensayos se realizaron en
placas negras de 384 pocillos con fondo transparente que contienen los explantes
tratados con diferentes concentraciones del mismo compuesto y en las que la
intensidad de la fluorescencia infrarroja — transformada en una sefal visible en rojo

— reflejan la viabilidad de los amastigotes de cada pocillo.

Finalmente, con el fin de comprobar que la emision infrarroja de los
explantes se correspondia con amastigotes de L. infantum-iRFP que estaban
parasitando macréfagos murinos, se realizdé un estudio de microscopia confocal de
las suspensiones esplénicas de ratones disecados a las 5 semanas post-infeccion.
Se pudo observar una fuerte emisién de fluorescencia roja dentro de los
macrofagos que se corresponde con los amastigotes de L. infantum ya que co-
localizan con la fluorescencia azul del DAPI procedente de sus kinetoplastos (Fig.
4.6 D). Simultineamente se realizé una tincién con Giemsa para determinar la
carga parasitaria de los macréfagos después de 72 h, encontrandose una buena

correlacion entre ambos recuentos (datos no mostrados, Fig. 4.6 E).
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4.1.4. Ildentificacion de “hits” con actividad contra leishmanicida en un

sistema HTS de esplenocitos murinos

Se utilizaron tres colecciones de compuestos — un total de 296 moléculas
pequenas — con estructuras derivadas de la indenoisoquinolina (coleccion 1), de la
podofilotoxina (coleccidén 2) y de la carbolina (coleccion 3). Estos compuestos se
ensayaron a concentracion unica en placas de 384 pocillos sembradas con
explantes de bazo obtenidos de ratones BALB/c infectados la cepa de L. infantum-

iRFP después de 5 semanas post-infeccion.
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Figura 4.7. Identificacion de “hits” de 296 compuestos procedentes de tres colecciones de moléculas
pequefas en la plataforma HTS fenotipica de explantes esplénicos murinos infectados con L.
infantum-iRFP. A) Reproducibilidad del método con controles negativos (0.42% DMSO) y positivos (10
MM anfotericina. Las barras representan el calculo del factor Z' (Z' eje de ordenadas) de cada placa
control. B) Distribucion relativa de la fluorescencia infrarroja de los 296 compuestos en funcion de su
actividad leishmanicida; la linea roja representa el lugar de corte para discriminar un “hit”.

Para la validacién del ensayo se utilizé el mismo formato de placa todos los
dias que comprendia una "placa de cribado" donde se distribuian todas las
moléculas que querian ser analizadas a concentracion unica y una "placa control”
que contenia el farmaco control AmphB (control positivo) y DMSO (control
negativo) en forma de columnas alternas. Para minimizar el efecto borde (filas y
columnas) que podia afectar a la homogeneidad de los ensayos debido a la
evaporacion de los pocillos exteriores, se llenaron con agua estéril las columnas 1y

24 de las placas de cribado y control. Los compuestos a analizar se dispensaron en
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las columnas 2 a 23 de las “placas de cribado” a partir de soluciones “stock” (200
uM en medio de cultivo completo y esterilizado por filtracién) a la concentracion

unica de 10 uM y se incubaron durante un periodo de 72h a 37 °C.

La capacidad leishmanicida de cada compuesto se calculd6 como el
porcentaje de inhibicion con respecto a los controles negativos. Las placas de
control positivo y negativo se utilizaron para normalizar la capacidad leishmanicida
del compuesto en relacion con cualquier variacion de placa a placa y para
determinar la relacion sefal/ruido del ensayo. Ademas, las “placas control” se
utilizaron estas para calcular el factor Z' que mide la reproducibilidad y la calidad del
ensayo y es necesario para su optimizacion y validacion. El factor de Z' se calculd

segun la férmula:

Z’ = [(controles positivos 3sd + 3sd controles negativos) / (media de los controles

positivos - media de los controles negativos)]

El ensayo mostré una excelente discriminacion entre los controles positivos
y negativos con un factor Z' > 0,5 en todos los analisis efectuados. El umbral para la
seleccion de “hits” se establecid como la media de los controles positivos mas dos
veces la desviacion estandar. La Fig. 4.7 A muestra la reproducibilidad del ensayo
obtenido mediante el uso de “placas de control”, con y Z' promedio de 0,75. De los
296 compuestos cribados procedentes de las tres colecciones ensayadas, se
encontraron — bajo las anteriores condiciones de astringencia — 29 "hits” primarios
de las distintas colecciones de moléculas pequefias que representa la distribucion
de los medicamentos de acuerdo con su actividad normalizada; la linea muestra el

umbral de seleccion de “hit”.

Los resultados del analisis de “hits” se resumen en la Tabla 4.1, donde se
muestran aquellos compuestos que a una dosis unica de 10 uM produjeron una
reduccion de la emisién de fluorescencia infrarroja en mas del 90% tomando un

valor de Z' promedio > 0,75.
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Tabla 4.1. Resultado del analisis de “hits” en explantes esplénicos infectados con L.

infantum-iRFP clasificados por familias de compuestos.

Ensayo1 | Ensayo 2 | Ensayo 3
Familia N° | Compuesto | ~, oise i 023 " 0?/5 >
64 | JAP-106 92 74 53
61 | JAM-416 05 a1 ”
60 | JAP-107 96 2 -
Podofilotoxinas 66 | JAP-114 94 78 66
67 | JAM - 463 9% 93 22
68 | JAM-422 95 38 -
69 | JAP-116 94 a1 -
96 | JAP- 101 97 - 2
180 MC-2-8 94 88 —
183 AM-8-3 96 91 82
184 TN-1-75 90 93 i
185 | TN-1-65 91 o1 =
189 | AM-10-57 77 a4 p
190 | AM-14-32 102 73 93
192 | AM-10-30 105 101 101
193 | TN-1-62 90 P e
Indenoisoquinolinas 194 AM-14-7 98 92 92
196 AM-14-19 86 72 79
198 | AM-12-13 60 20 Z0
203 EK-5-74 96 68 68
206 | AM-14-67 104 100 ]
207 | AM-14-58 100 96 ]
208 | AM-12-21 102 99 ]
211 AM-14-21 98 87 85
212 AM-14-9 90 93 86
214 |  AM-4-42 100 97 92
284 S-281 i 26 -
Carbolinas 276 S-266 - 75 56
289 S-287 - 80 66
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4.2. EFICACIA LEISHMANICIDA DE LAS INDENOISOQUINOLINAS

Los resultados de la Tabla 4.1. demuestran que de las tres familias de
compuestos analizadas, 29 de los 296 analizados (9,7 %) redujeron
significativamente la viabilidad de los amastigotes de L. infantum-iRFP a una
concentracion fija de 10 uM. De ellos, 18 (6,1 % del total) tenian estructura
indenoisoquinolinica. Estos resultados nos demuestran la potencia intrinseca de

estos compuestos como posibles leishmanicidas.

Para determinar el efecto leishmanicida real de dichos compuestos se
realizaron ensayos  dosis-respuesta, con las distintos grupos de
indenoisoquinolinas, utilizando la emision de fluorescencia infrarroja emitida por los
explantes infectados a las 48 h de exposicion. Dichos compuestos se han
clasificado considerando los radicales sustituidos dentro de su estructura quimica,
obteniéndose asi 7 series diferentes. Seguidamente se muestran los valores de Cls
de los distintos derivados. Las curvas dosis-respuesta obtenidas mediante ajustes
no lineales con el paquete informatico Sigma Plot 10.0 quedan recogidas en el
ANEXO I, al final de la Memoria.

Tras el calculo de las Clsyp de los compuestos en explantes murinos
infectados con L. infantum-iRFP, se procedié a realizar curvas dosis-respuesta en
esplenocitos murinos no infectados (Anexo Il de la Memoria) con el fin de
determinar el indice selectivo (IS) de las moléculas, definido como el cociente entre
el valor de Clso en esplenocitos murinos no infectados y el valor de Clsy en
explenocitos murinos infectados con L. infantum-iRFP. EI IS es un parametro de
seguridad del compuesto quimico. A diferencia de los farmacos antitumorales
donde la potencia citocida es el parametro de mayor interés desde un punto de
vista farmacoldgico, para los compuestos antimicrobianos, es imprescindible

determinar la toxicidad producida en el hospedador.

El IS (que tiene su representacion en el indice terapéutico en los ensayos in
vivo) es un numero real que nos indica la selectividad del compuesto para destruir
las células del patdégeno sin provocar dafio en las del hospedador. Los valores de
Clso en esplenocitos (amastigotes) y sus correspondientes IS de los distintos

derivados se muestran en las Tablas: 4.2 a 4.8 de esta seccion.
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SERIE 1:
R;: Ry ID:
Y NNH,: Hel aminoetil TN-1-61
SN NHe HCI aminopropil TN-1-62
SN NH,- Hel aminobutil TN-1-65
aminohexil TN-1-75

NN N, < He

Tabla 4.2. Calculo de Clsg a las 48 h de los derivados indenoisoquinolinicos de la serie 1 en
promastigotes y explantes murinos infectados con amastigotes L. infantum-iRFP. Los valores se han
calculado a partir de las curvas dosis respuesta que figuran en el Anexo Il y se comparan con la
citotoxicidad en explantes no infectados. Los resultados representan el valor medio x + ¢ de 3 ensayos
independientes realizados por triplicado.

Compuesto Clso (uM) Clso (uM) Clso (uM) IS#
promastigotes amastigotes macrofagos

TN1-61* 0,94 + 0,03 0,04 + 0,09 1,10 £ 0,06 244

TN1-62* 0,34 £ 0,03 0,12 £ 0,05 0,59+0,28 4,9

TN1-65* 0,43 £ 0,08 0,73+0,42 2,11+£0,22 2,9

TN1-75* 2,40 £ 1,03 2,29+1,05 1,35+0,19 -

AMS8-3* 0,24 + 0,06 1,12 £ 0,27 0,61+ 0,02 -

(*) “hit” en el ensayo HTS
(#) calculado respecto a amastigotes

De los resultados de la Tabla 4.2 se desprende que 4 (1,5 % del total) de los
compuestos de la serie fueron -"hit” en el cribado HTS y todos ellos mostraron una
fuerte actividad leishmanicida. El compuesto TN1-61, con un sustituyente
aminoetilo en posicion Ng fue el mas potente en términos de Clsg, e igualmente el
que mostré mayor IS (24,4). El IS de las moléculas disminuyd con la longitud de la

cadena aminoalquilica sustituida en Ng y fue de apenas 0,5 en el compuesto AM8-3
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formado por dos indenoisoquinolinas unidas por un puente propilamino-propano en

posicion.

SERIE 2:

R3: ID:

—OCH;  AM-14-58
—CO,CH;  AM-14-67
—OEt AM-14-32
—Br AM-10-30

—F AM-12-21

Tabla 4.3. Calculo de Clsp a las 48 h de los derivados indenoisoquinolinicos de la serie 2 en
promastigotes y explantes murinos infectados con amastigotes L. infantum-iRFP. Los valores se han
calculado a partir de las curvas dosis respuesta que figuran en el Anexo Il y se comparan con la
citotoxicidad en macrofagos. Los resultados representan el valor medio x £+ o de 3 ensayos

independientes realizados por triplicado.

Compuesto Clso (uM) Clso (uM) Clso (uM) IS#
promastigotes amastigotes macrofagos
AM14-58* 0,20 + 0,01 >10 0,41+0,19 -
AM14-32* 0,54 £0,05 0,08 + 0,00 0,35+0,03 4,4
AM14-67* 1,10 + 0,07 0,14 + 0,08 0,59 + 0,02 4,2
AM12-21* 1,28 £ 0,08 0,04 + 0,00 0,30 £ 0,07 8,4
AM10-30* 0,52 +0,03 0,13 +0,03 0,81+0,09 6,2

(*) “hit” en el ensayo HTS

(#) calculado respecto a amastigotes

En la Tabla 4.3 se muestran los resultados de la serie 2 en los que se han
introducido dos grupos funcionales nuevos sobre el compuesto TN1-62 (la
indenoisoquinolina de referencia con un sustituyente aminopropilo en posicion Ng):
un grupo NO; en posicion 3 y un grupo variable en posicion 9. En primer lugar
encontramos que todos los compuestos de la serie fueron -*hit” en el cribado HTS

(1,7% del total) y todos ellos mostraron una fuerte actividad leishmanicida
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semejante a la de TN1-62. De la misma manera que el compuesto de cabecera los
valores de IS apenas variaron, con excepcion de los compuestos AM12-21 y AM10-
30, con haldgenos (Br y F, respectivamente) en posicion 9, que poseen IS de 8,4 y
6,2. Se puede afirmar, que las sustituciones en estas dos posiciones no suponen

una mejoria sustancial en el perfil farmacolégico de estos compuestos.

Ry Ry Ry D:
ndroxketfaminoropropd NO, H AM4T
-l
SER'E 3: moriolinoprop N0 " AM-10-83
N
N -
Imicazaiipropd NO - ANOST
N
N dameblsminoprod NO OCH, AM-14-21
0
moclalinopeopdl ND OCH, AM-14-16
N
N . .
micazoilipropd NO, e AM-14419
“
| edopropi NO OCHy 49
N, ardocopropl NO F AML11.820

or bromoopropd NO | AMA12413

En la Tabla 4.4 se recogen los resultados del grupo 3 en los que se han
introducido tres grupos funcionales distintos — un grupo NO, en posicién 3, de la
misma manera que los derivados del grupo 2; en posicién 9 se ha introducido un
grupo metoxi o bien un halégeno (F, 1), y finalmente el grupo aminopropilo en
posicién Ng del farmacoéforo, ha sido sustituido por grupos hidroxietilaminopropil
(compuesto AM14-7), dimietilaminopropil (compuesto AM14-21), morfolinopropil
(compuestos AM10-63 y AM14-16) e imidazolil-propil (compuestos AM10-57 vy
AM14-19). Ademas, en esta posicidon se han realizado tres sustituciones adiciones:
un grupo yodopropilo (compuesto AM14-9), un grupo bromopropilo (compuesto
A12-13) y finalmente un grupo azidopropil (AM11-80).

111



Resultados

De la observacion de los resultados de la Tabla 4.4 se desprende que 5
compuestos de la serie fueron "hit” en el cribado HTS (1,7 % del total) con una

potente actividad leishmanicida.

Tabla 4.4. Calculo de Clsp a las 48 h de los derivados indenoisoquinolinicos de la serie 3 en
promastigotes y explantes murinos infectados con amastigotes L. infantum-iRFP. Los valores se han
calculado a partir de las curvas dosis respuesta que figuran en el Anexo Il y se comparan con la
citotoxicidad en macrofagos. Los resultados representan el valor medio x £+ o de 3 ensayos
independientes realizados por triplicado.

Compuesto Clsg (uM) Clso (uM) Clso (uM) IS#
promastigotes amastigotes macrofagos
AM14-7* 1,45 + 0,06 0,12+0,01 0,11 £0,00 1
AM10-63 >10 0,60 £ 0,42 17,99+ 5,30 30
AM10-57* 0,45 +0,15 0,06 + 0,02 0,71+0,15 11
AM14-21* 0,17 £ 0,02 0,02+0,01 0,30+0,09 15
AM14-16 >10 1,86 + 0,29 0,59+ 0,08 -
AM14-19* >10 0,01 £ 0,00 0,33+0,05 33
AM14-9* 1,17 £ 0,29 0,06 + 0,00 0,26 + 0,06 4,3
AM11-80 1,40 £ 0,14 0,04 + 0,00 0,34+0,15 7,8
AM12-13* >10 0,58 £ 0,08 4,87 +2,11 8,3

(*) “hit” en el ensayo HTS
(#) calculado respecto a amastigotes

Los compuestos con una sustitucion imidazolil-propil en posicion Ng
(compuestos AM10-57 y AM14-19) fueron significativamente mas potentes que el
compuesto de cabecera TN1-62, con valores de Cls, entre 10 y 60 nM. En este
orden de potencia se encontré el compuesto AM14-9 con un grupo yodopropilo
sustituido en posicion Ng. Lo que si produjo una mejoria sustancial de la sustitucion
en Ng, fue el valor de IS. Los compuestos con un sustituyente imidazolil-propil
fueron mas seguros, con IS > 30. Se puede afirmar, que las sustituciones del grupo
aminopropil por radicales imidazolil-propil suponen una mejoria sustancial en el
perfil farmacolégico de estos compuestos, no asi la presencia del grupo

morfolinopropil en semejante posicion.
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SERIE 4:

N

NOy O, — EK-5-74

N

OCH OCH OCH, EK.5.71

N

La Tabla 4.5 resume los resultados obtenidos con los compuestos de la
serie 4 en los que la mayor modificacion supone la sustitucion del fenilo del grupo
indeno por una piridina. A partir de ahi se realizaron sustituciones en las posiciones

R+ a R4 que se muestran a continuacion.

Tabla 4.5. Calculo de Clsp a las 48 h de los derivados piridinoisoquinolinicos de la serie 4 en
promastigotes y explantes murinos infectados con amastigotes L. infantum-iRFP. Los valores se han
calculado a partir de las curvas dosis respuesta que figuran en el Anexo Il y se comparan con la
citotoxicidad en explantes no infectados. Los resultados representan el valor medio x + ¢ de 3 ensayos
independientes realizados por triplicado.

Compuesto Clso (uM) Clso (uM) Clso (uM) IS#
promastigotes amastigotes macrofagos

EK4-41 2,89 +£0,14 0,59 £ 0,60 2,40 £0,35 4,1

EK5-74* 0,33+0,03 0,14 + 0,08 0,63+0,70 4,5

EKS-71 0,53 £0,07 0,13 £0,01 3,81 £0,51 29

EK5-9 2,92+0,44 0,27 £ 0,08 7,84 £0,77 28

(*) “hit” en el ensayo HTS
(#) calculado respecto a amastigotes

En posicion Ng se introdujeron grupos dimetilaminopropil (compuesto EK5-
74), morfolinopropil (compuestos EK5-9 y EK5-71) e imidazolil-propil (compuesto
EK4-41) mientras que los sustituyentes en las posiciones restantes eran grupos
metoxi y NO; que ya habian sido estudiados. Se encontrd un unico "hit” (compuesto
EK5-74) en el cribado HTS (0,3 % del total) con una fuerte actividad leishmanicida

de orden semejante a la del compuesto TN1-62. Este compuesto tenia una
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sustitucion diaminopropilo en posicidén Ng de la misma manera que el compuesto
AM14-21 de

leishmanicidas). La unica diferencia entre ambos radic6 en la inclusion del

la serie 3 (que también habia mostrado buenas cualidades
heterociclo de piridina, lo cual mejoré sus caracteristicas leishmanicidas. De la
misma manera que el compuesto usado como referencia a lo largo del estudio

(compuesto TN1-62) el IS apenas varié (IS = 4,5).

SERIE 5:
-
NH hidroximetilaminopropil MJ-111-65
NNy prop
hOH
bis(hidroxietilamino)propil ~ BD-II-52
\/\/N\/\OH
—N
imidazolilpropil MNR-I-38
PPN

Tabla 4.5. Calculo de Clsp a las 48 h de los derivados indenoisoquinolinicos de la serie 5 en
promastigotes y explantes murinos infectados con amastigotes L. infantum-iRFP. Los valores se han
calculado a partir de las curvas dosis respuesta que figuran en el Anexo Il y se comparan con la
citotoxicidad en explantes no infectados. Los resultados representan el valor medio x + ¢ de 3 ensayos
independientes realizados por triplicado.

Compuesto Clso (uM) Clso (uM) Clso (uM) IS#
promastigotes amastigotes macrofagos

AM 4-42 0,06 £ 0,01 0,018 £ 0,008 0,05 0,01 2,8

MNR 1-38 1,85+0,18 0,01 £0,00 0,03 £ 0,00 3

DBII-52 0,38 £0,17 0,06 0,07 0,22 + 0,02 3,5

MJ 1l 65 >10 0,05 £ 0,04 0,56 + 0,11 10

(#) calculado respecto a amastigotes

Los resultados con los tres derivados del 8,9-metilendioxi-5,12-dioxo-

indenoisoquinolinas de la Tabla 4.5 demuestran que so6lo uno de ellos (compuesto
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AM4-42) fue “hit” en el ensayo HTS (0,4% del total), pero que su IS era <1 lo que

indicaba que su toxicidad era mayor para el macréfago que para los amastigotes.

SERIE 6:
R;: R, ID:
MC-2-6
H

H MC-2-8
H AM-17-74
H AM-17-75
H AM-17-72
/\NH/\/\NS Cl MC-4-59

-

Tabla 4.6. Calculo de Clsg a las 48 h de los derivados aromatecinicos de la serie 6 en promastigotes y
explantes murinos infectados con amastigotes L. infantum-iRFP. Los valores se han calculado a partir
de las curvas dosis respuesta que figuran en el Anexo Il y se comparan con la citotoxicidad en
explantes no infectados. Los resultados representan el valor medio x + ¢ de 3 ensayos independientes
realizados por triplicado.

Compuesto Clso (uM) Clso (uM) Clso (uM) IS#
promastigotes amastigotes macrofagos

AM17-74 4,99 + 0,31 0,99 +1,17 4,96 + 0,52 5

AM17-72 > 20 0,44 + 0,03 2,31+0,72 5,2
AM17-75 6,27 + 0,70 0,45+0,14 4,41 +1,07 10
MC4-59 3,33+0,17 0,19 +0,03 0,70+0,12 3,7
MC2-6 > 20 0,81 +0,05 2,17 £ 0,27 3,3
MC2-8* 3,71 +£0,45 1,01+0,13 2,53+0,14 2,5

(*) “hit” en el ensayo HTS

(#) calculado respecto a amastigotes

Este nuevo grupo de compuestos con estructura muy diferente a las
indenoisoquinolinas, mostré dos estructuras que superaron el umbral de “hit” en el
ensayo HTS. El compuesto AM14-7 con un sustituyente hidroxietilaminopropil en

posicion 14 tenia un efecto leishmanicida a una concentracion de 120 nM pero era
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fuertemente citocida (IS<1). Por su parte el compuesto MC2-8, con un sustituyente
butanodiaminometil fue letal para los amastigotes de Leishmania a una

concentracién 1,01 uM, con un IS de 2,5.

SERIE 7:

R;: ID:

Q Ry NS S AM-3-8

N |
/ \ SN AM-3-6
VA B 0 N
N J \/\/@ AM-17-41
O N L
NH \/:?

MC-17-39

Tabla 4.7. Calculo de Clsp a las 48 h de los derivados aromatecinicos de la serie 7 en promastigotes y
explantes murinos infectados con amastigotes L. infantum-iRFP. Los valores se han calculado a partir
de las curvas dosis respuesta que figuran en el Anexo Il y se comparan con la citotoxicidad en
explantes no infectados. Los resultados representan el valor medio x + ¢ de 3 ensayos independientes
realizados por triplicado.

Compuesto Clso (uM) Clso (uM) Clso (uM) IS#
promastigotes amastigotes macrofagos

MC 3-8 13,34 £ 2,74 1,11 £ 0,08 0,31+ 0,04 0,3

MC 3-6 3,03+0,45 0,37 £0,03 3,04 £1,06 8

AM 17-41 5,09 £ 0,82 0,35+0,03 3,72+0,76 10,6

AM17-39 > 20 0,58 + 0,05 556+1,13 9,3

(#) calculado respecto a amastigotes

El ultimo grupo resultante de la adicion de un anillo etilendideoxi a las
estructuras anteriores, no mostré ningun compuesto con actividad leishmanicida

relevante en los ensayos HTS.
A la vista de estos resultados se procedi6 a realizar un estudio de diana de

todos los compuestos estudiados anteriormente, basada en su capacidad de inhibir

la ToplIB y producir rotura de doble cadena de DNA.
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4.3. EXPRESION DE LiToplB EN LEVADURAS

La estructura de la ToplB de Leishmania spp. fue descrita en 2003 por
nuestro laboratorio (Villa y col.,, 2003). La enzima funcional consiste en dos
subunidades de diferente tamafio, una de 636 aminoacidos (masa molecular teérica
de 73 kDa) codificada por el gen LdToplL, situado en el cromosoma 34 y otra de
262 aminoacidos (masa molecular tedrica de 28 kDa), codificada por el gen
LdToplS que se encuentra en el cromosoma 4 del genoma de L. infantum. Estas
dos subunidades se pliegan y se asocian en el citoplasma en proporcion 1:1 para

reconstituir un heterodimero con actividad TopIB.

4.3.1. Obtencion de TopIB recombinantes funcionales

Con el fin de tener una diana enzimatica reproducible, preparamos un
sistema heter6logo de produccion de LiToplB y de su homodloga humana en
levaduras. A consecuencia de su naturaleza heterodimérica, LiTopIB se cloné en el
vector biscistronico pESC-URA de expresion en levaduras. Este vector permitio
introducir los dos genes constituyentes de LiToplB y expresarlos de forma episomal
en la cepa EKY3 de S. cerevisiae deficiente en ToplIB. Se partié de la amplificacion
de ambos genes mediante PCR utilizando como molde DNA gendémico de
promastigotes de L. infantum con los cebadores correspondientes (Anexo 1) que
contenian los sitios de restriccion de BamH| y Xhol (para expresar la subunidad
grande) y Notl y Spel (para expresar la subunidad pequefa). Los amplicones para
ambos genes se digirieron con las enzimas de restriccion correspondientes asi
como el vector pESC-URA. EI amplicén digerido que contenia el gen LiToplL se
cloné en el MCS que quedaba bajo el control del promotor GAL1. Por su parte el
amplicon digerido que contenia el gen LiToplS se cloné en el MCS que quedaba
bajo el control del promotor GAL10. De esta forma se construyé el vector pESC-
URA-LiToplL-LiToplS al que a partir de ahora nos referiremos como pESC-wt (Fig.
4.8).

Por su parte, hTopIB se expres6 a partir del vector YCpGal1-hTop1 cuya
ORF quedaba bajo el control del promotor inducible GAL1. Este vector fue creado
por el Dr. Wang y amablemente cedido por la Dra. Paola Fiorani (Departamento de

Biologia Estructural, Universidad de Roma "Tor Vergata”).
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A

B
Esc g BamHI Notl
URA3 P Xhol  Spel
2-micron ori F1 ori
8144p»
ampicilina & o108»
Spe |
3054»
N Sub. (L)»
pUC ori ‘ menor (S) 1636»
\ ‘| 1018»
Not | (S)»

P GAL10

P GAL1
BamH |

Sub. mayor (L)

Figura 4.8. Clonado de los genes LiToplL y LiToplS. (A) Esquema del vector resultante de la insercion
del los genes LiTopL y LiTopS en el vector de expresion para levaduras pESC-URA. (B) Gel de
agarosa mostrando los tamafos obtenidos para los productos de la digestion del vector pESC-wt con
los pares de enzimas BamHI|/Xhol y Notl/Spel, correspondientes a la subunidad grande y pequefia,

respectivamente.

4.3.2. Expresion heteréloga de LiToplIB y purificacion por cromatografia en
columna

Las ToplB recombinantes humana y de L. infantum, tras su expresién y
purificacion, sirvieron para realizar el cribado de los derivados indenoisoquinolinicos

estudiados en la presente Memoria.

Los extractos de levaduras EKY3 transformadas con el vector pESC-wt que
sobreexpresan LiToplB poseen la capacidad de relajar DNA superenrollado de la
que carecia la cepa sin transformar. La purificacion de la enzima se realizd
mediante cromatografias de intercambio i6nico e hidrofobicidad de la suspension
proteica precipitada con (NH4),SO,4. Para ello una colonia de EKY3 transformada
con pESC-wt se inocul6 en 1L de medio de cultivo URA- suplementado con glucosa
al 2% (p/v). Tras 24 h de crecimiento, la glucosa fue eliminada del medio mediante
la adicién de rafinosa al 2% (p/v) para prevenir la represién de los promotores GAL1
y GAL10. Una vez que las células alcanzan una ODgonm = 1 se afiadié galactosa al

2% (p/v) para inducir los promotores y tras 6 h de incubacién a 30 °C con agitacion,
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las células se centrifugaron y lavaron con PBS antes de preparar los extractos

enzimaticos.

El precipitado de levaduras se resuspendié en PBS y se someti6é a un ciclo
de congelacion/descongelacion con N, liquido y posteriormente se destruyd con
bolas de vidrio de 0,5 mm en frio, en presencia de inhibidores de proteasas (1x)
(Roche) para evitar su degradacion. El lisado obtenido se centrifugd a 3.000 x g y el
sobrenadante se precipité con (NH4),SO4 en un rango entre el 35 al 75% de

saturacion.

El precipitado del 75% de (NH4).SO, del extracto de levaduras fue
resuspendido en tampon suplementado con inhibidores de proteasas (1x), se
purific6 mediante dos procesos consecutivos de cromatografia de baja presion. El
primero de ellos consistié en la elucién a través de una matriz de intercambio idnico
P11 de fosfocelulosa (Whatman). La elucion se realizé mediante la aplicacion de un
gradiente ascendente discontinuo de KCI (de 0,2 a 1 M) y se recogieron alicuotas
de 0,5 mL de cada una de las fracciones. Estas fueron analizadas en ensayos de
relajacion de DNA superenrollado, comprobando que las fracciones mas activas se
correspondian con las que eluyeron con una concentracion de 0,6M KCI. Las
fracciones con actividad TopIB y sin actividad endonucleasa fueron sometidas a
una segunda purificacion mediante cromatografia de interaccién hidrofébica en una
columna empaquetada con wuna resina de Phenyl Sepharose CL-4B
(Sigma/Aldrich). Después de aplicar un gradiente discontinuo de KCI (desde 0,2 a 1
M) se comprobé que las fracciones que poseian actividad ToplB eluian con una
concentraciéon de 0,4 M KCI. Una vez identificadas las fracciones se procedi6é a su

concentracion mediante ultrafiltracion centrifuga con Amicon Ultra-4 50K (Millipore).

4.3.3. Caracterizacion de la actividad LiTopIB

Las actividad de relajacion de ambas enzimas se expreso en Unidades de
relajacion (U/pL). Con el fin de determinar las unidades de enzima presentes en las
muestras, se realizaron ensayos de relajacion de DNA superenrrollado afiadiendo
0,5 pg de proteina total purificada y concentrada en diluciones seriadas 1/3 (Fig.
4.9). Como sustrato de la enzima se utilizaron 0,5 pg de DNA del vector pSK cuyo

grado de superenrollamiento era al menos del 90%. Las diferentes diluciones de la
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enzima se incubaron en presencia de este sustrato durante 30 min a 37°C.
Finalizado este tiempo la reaccién se paré con SDS y los diferentes topoisomeros
se observaron mediante electroforesis en agarosa al 1% (p/v) en tampén TBE, en
los que los diferentes grados de superenrollamiento del DNA (topoisémeros) se
separaron facilmente los unos de los otros y se visualizaron con un solucion de
BrEt. Este procedimiento permitié definir la Unidad de relajacién ToplB (U/uL) como
la cantidad de enzima necesaria para relajar 0,5 uyg de DNA superenrollado en 30
min a 37°C. De esta manera se normalizaron todos los ensayos tanto de la enzima

humana como de la de Leishmania realizados con proteinas recombinantes.

— Diluciones seriadas 1/3

0 topoisdmeros
A p
7

Figura 4.9. Ejemplo de cuantificacion de la actividad de la relajacion mediante diluciones seriadas 1/3.
R: DNA relajado; SC: DNA superenrollado. Como criterio general se entiende que el DNA esta
totalmente relajado cuando no se encuentra presente la banda de DNA correspondiente al DNA SC.

4.3.4. Inhibicién de la actividad de relajacion y “cleavage”

En este Memoria hemos estudiado el efecto de 37 moléculas con estructura
de indenoisoquinolina sobre la ToplB mediante un procedimiento sistematico de
cribado. Ademas el efecto inhibitorio potencial de cada compuesto se ha estudiado
en las enzimas recombinantes humana y de Leishmania con el fin de encontrar

diferencias entre ambas que permitieran definir una selectividad ventajosa hacia la

diana del patogeno.
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El método utilizado para el estudio de la inhibicion de la actividad de
relajacion de la ToplB por indenoisoquinolinas se basa en la estabilizacion
transitoria de los complejos CL entre el DNA y la TopIB lo que provoca una
ralentizacion del paso de religacion. Esto permite estudiar con detalle los pasos
concretos que conforman el proceso global de relajacion. En el presente trabajo se
decidié utilizar la CPT como farmaco de referencia, ya que es la molécula mas

estudiada y nuestro laboratorio tiene experiencia acumulada con este compuesto.

Para ello se incubaron 0,5 pug de DNA circular superenrrollado en presencia
de concentraciones crecientes de CPT (0,01 - 100 yM, en diluciones log) en
presencia de 1 U de cada una de las enzimas, de acuerdo las condiciones de
ensayo descritas en Materiales y Métodos. En la Fig. 4.10 se muestra como la CPT
era capaz de producir complejos CL con LiTopIB a partir de una concentracién de 1

uM en las condiciones estandares de ensayo.

,—

DNA 0 001 0,1 1 10 100 CPT (uM)

SC = e

Figura 4.10. Formacion de complejos CL a distintas concentraciones de CPT. Relacion
dosis/respuesta de la inhibicion de la actividad LiTopIB: M: DNA mellado; Sc: DNA superenrrollado; R:
DNA relajado.

121



Resultados

4.4. INHIBICION DE LA LiTopIB POR INDENOISOQUINOLINAS

Se ha realizado un estudio sistematico de los compuestos con estructura
indenoisoquinolinica sobre las ToplB recombinantes de origen humando y de L.
infantum, con el fin de adjudicar un potencial mecanismo de accién a estas
moléculas. Los resultados aparecen por series y se vuelven a incluir las estructuras

de cada compuesto para el mejor seguimiento de este apartado.

4.4.1 Serie 1: derivados de la indeno [1,2] isoquinolina — 5,11 (--) diona

La primera serie de compuestos consistia en derivados del nucleo de la
isoquinolina-5-11 (--) diona, con sustituciones en el Ng de cadenas aminoalquilicas
de diferente longitud (aminoetil, aminopropil, aminobutil y aminohexil). Los

compuestos analizados se muestran debajo.

SERIE 1:
R R;: ID:
YN NH,- HC aminoetil TN-1-61
- NHz HCI aminopropil TN-1-62
SN NH, - Hel aminobutil TN-1-65

SN N, < Ho aminohexil TN-1-75

A continuacion se realizaron estudios dosis respuesta comparativos entre la
enzima recombinante de Leishmania (panel izquierdo) con respecto a la humana
(panel derecho), en un ensayo de inhibicion de la relajacion a diferentes
concentraciones logs de cada compuesto en presencia de 1U/uL de cada enzimay

30 min de incubacion.

Los geles de agarosa de la Fig. 4.11 muestran el efecto del compuesto TN1-
61 (N-aminoetil derivado) sobre ambas enzimas. Mientras que hToplB habia
perdido la capacidad de relajar el DNA superenrollado a una concentracion de 10
MM, su homodloga LiToplB estaba ya parcialmente inhibida a concentraciones

inferiores a 1 yM en idénticas condiciones de ensayo.
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LdTopl8 hToplB
Concentracion [ub] Concentracion [puM]
C- 0 0.0M 01 1 10 100 C- 0 0.01 01 1 10 100
M ’ & - . .

SCh . e e
3 2 S R

Fig. 4.11. Comparacion de la inhibicion de la relajacion de la ToplB de Leishmania (izquierda) y
humana (derecha) por TN1-61. Se incubd 1U de hToplB/LiTopIB en presencia de concentraciones
crecientes de TN1-61 y 0,5 ug de DNA pSK durante 30 min a 37 °C. R: DNA relajado; SC: DNA

superenrollado; M: DNA mellado.

Esta mayor sensibilidad de LiTopIB se observé también para el compuesto
TN1-62 que lleva sustituido un grupo aminopropilo en posicion Ng (Fig 4.12). En
esta figura se puede observar que la inhibicion de la LiToplB comienza a partir de
una concentracion del compuesto inferior a 0,01 uM pero no con la enzima humana

cuya sensibilidad no ha cambiado con respecto al compuesto anterior.

LdToplB8 hToplB
Concentracion [uM] Concentracidn [pM]
C- D DM D1 1 10 100 C- Q Q.01 a1 1 10 100
Mmp o g o
L

.

SCh . - o — Land
-—- .

Rb - ———

Fig. 4.12. Comparacion de la inhibicion de la relajacion de la ToplB de Leishmania (izquierda) y
humana (derecha) por TN1-62. Se incubd 1U de hToplB/LiTopIB en presencia de concentraciones
crecientes de TN1-62 y 0,5 ug de DNA pSK durante 30 min a 37 °C.
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Sin embargo, la prolongacién de la cadena lateral comienza a tener efectos
sobre la enzima humana donde la sustitucion del grupo aminopropil en posicion Ng
por un aminobutil (compuesto TN1-65) inhibi6 la relajacion del DNA superenrrollado

a concentraciones mucho menores y cercanos a los de LiTopIB (Fig. 4.13).

_f‘.fl'l{! 8 hToplB
Cancentraciion [uh] Concentracicn [uM]
C- 0 nD.01 D1 1 10 100 C- 0 oM D1 1 10 100

Mp

SCh - F- T —
P . Sl el e + v

Rp

Fig. 4.13. Comparacion de la inhibicion de la relajacion de la ToplB de Leishmania (izquierda) y
humana (derecha) por TN1-65. Se incubd 1U de hToplB/LiTopIB en presencia de concentraciones
crecientes de TN1-65y 0,5 ug de DNA pSK durante 30 min a 37 °C.

Con este compuesto realizamos un estudio de inhibicién de la actividad de
relajacion LiToplB a concentraciones submicromolares (Fig. 4.14) en el que se
pudo observar que la IC50 = 5 nM.

LdToplB8

Concentracion [nM]
C- 0 02 04 08 16 32 625 125 25 50 100

H’ -_.“o - -
-—
- —

schp - -

S —

Fig. 4.14. Inhibicién de la relajacion de la TopIB de Leishmania (izquierda) por TN1-65. Se incubd 1U
de LiTopIB en presencia de concentraciones crecientes (rango nanomolar) de TN1-65 y 0,5 ug de
DNA pSK durante 30 min a 37 °C.
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Finalmente, el sustituyente aminohexil en posicion Ng del compuesto TN1-75
origind un compuesto que perdia practicamente la capacidad de inhibicién de la
relajacion del DNA superenrrollado de LiToplB, resultando que su potencial

inhibitorio era practicamente el mismo que el de la enzima humana (Fig. 4.15).

LdToplB hTcplB
Concantraciin (Al Concamraciin Ml
C- Q Q.01 0.1 1 10 100 C 0 0.01 0.1 1 10 100
- . . —
M v - X — el B
>

sch b e - -e
- “*—-
2p - — -~ p

Fig. 4.15. Inhibicién de la relajaciéon de la ToplB de Leishmania (izquierda) y humana (derecha) por
TN1-75. Se incubd 1U de hToplB/LiToplB en presencia de TN1-75 y 0,5 ug de DNA pSK durante 30

min a 37 °C.

El compuesto bis-1,3{(5,6-dihidro-5,11H-indeno[1,2-c]isoquinolina-6-propil-
amino} propano (AM8-3), constituido por dos heterociclos indenoisoquinolinicos
separados por una estructura bis-aminopolipropilica en posicion Ng, se ha estudiado

frente a ambas enzimas, dando los resultados de la Fig 4.16.

LdToplB hToplB
Concentracdn [pM] Concentracion [uM]
G- 0 D01 01 1 10 100 C- 0 D01 01 1 10 100

M
Rp - e -

Fig. 4.16. Inhibicién de la relajaciéon de la LiToplB (izquierda) y hTopIB (derecha) por AM8-3. Se
incub6 1U de hToplB/LiTopIB en presencia de concentraciones crecientes de AM8-3 y 0,5 ug de DNA

pSK durante 30 min a 37 °C.
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El compuesto inhibi6 la relajacion del DNA a concentraciones < 0,1 yM frente a
LiToplB, pero no con la enzima humana que mantuvo su actividad hasta 1 yM. Este
compuesto podia tener un efecto bis-intercalante entre pares de bases adyacentes
ya que fue necesario un tratamiento extra de la muestra para separar el compuesto
del ADN antes de poder cargar las muestras en el gel de agarosa, segun se

observa en el ensayo de relajacion de la Fig.4.17.

LdToplB
Concentracion [uM]
C- 0 0.2 0.4 0,8 16 3 6 12 25
R ’ - _—
- - o - -
SCh - -

Fig. 4.17. Inhibicion de la relajacion de la TopIB de Leishmania (izquierda) por AM8-3. Se incubé 1U
de LiToplB en presencia de concentraciones crecientes de AM8-3 y 0,5 ug de DNA pSK durante 30
min a 37 °C.

4.4.2 Serie 2: 3-Nitro derivados de la indeno [1,2] isoquinolina — 5,11 (--) diona

La serie 2 de compuestos derivados del nucleo de la isoquinolina 5-11
diona, resulté de introducir un grupo NO; en posicién C; y un sustituyente halégeno
(F, Br) o alquilo (metoxi, etoxi 6 acetoxi) en posicién Cq al compuesto TN1-62 de la
serie 1 que tenia un radical aminopropilo sustituido en Ng. Todos los compuestos de

esta serie fueron “hits” en el estudio HTS con una elevada potencia leishmanicida.

Los estudios dosis/respuesta comparados entre la enzima recombinante de
Leishmania (panel izquierdo) con respecto a la humana (panel derecho), en un
ensayo de inhibicion de la relajacidn muestran, en primer lugar, el efecto del
compuesto AM14-58 (3-NO,, 9-OCHj;) sobre ambas enzimas. Sorprendentemente,

no se observaron cambios en la actividad de relajacién en las dos enzimas salvo a
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concentraciones superiores a 1 pyM. Sin embargo, si se pudo observar acumulacién

de DNA mellado dependiente de la concentracion para ambas enzimas (Fig. 4.18).

LdTopiB hToplB
Cancentraciin [uM] Concentracicn [uM]
C- D Dol 01 1 10 100 C- 0 o0 01 1 10 100

M

S .- e g s

Fig. 4.18. Inhibicién de la relajaciéon de la ToplB de Leishmania (izquierda) y humana (derecha) por
AM14-58. Se incubé 1U de hToplB/LiToplB en presencia de concentraciones crecientes del
compuesto y 0,5 ug de DNA pSK durante 30 min a 37 °C.

La pérdida de la capacidad inhibitoria de estos compuestos se observd
también con los otros dos integrantes de la serie que tenian un grupo alquilo en Cq.
AM14-32, procedente de sustituir el grupo metoxi en Cgy por un grupo etoxi, carecio
igualmente de actividad inhibidora por debajo de 1 uM. En este caso, la
acumulacion de DNA mellado sélo se observd con hToplB a partir de 0,1 uM (Fig
4.19).

LdToplB hToplB
Concentracicn [uM] Concentracion [uM]
C- 0 0.09 01 1 10 100 C- 0D om 01 1 10 100
Mp . . W —— e

o» R 1 —
R PRANEI . [

Fig. 4.19. Inhibicion de la relajacién de la LiToplB (izquierda) y hToplB (derecha) por AM14-32. Se
incub6 1U de hToplB/LiToplB en presencia de concentraciones crecientes del compuesto y 0,5 ug de
DNA pSK durante 30 min a 37 °C.
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Un efecto semejante ocurrié con AM14-67 resultado de la sustitucién del
grupo metoxi por un acetoxi en Co. En este caso no se observaron cambios en la
actividad de relajacion de la enzima pero si un incremento de la banda de DNA

mellado a partir de 1 uM en LiTopIB y de 0,1 uM en la enzima humana (Fig. 4.20).

LdToplB hTopiB
Cancamracian [ul Cancentracion [uhd]
C 0 0.01 0.1 1 10 100 C 0 0.01 0.1 1 10 100
Mp . . < . o e - e ] - -
=
SChp , ‘ ' .
RP L ————

Fig. 4.20. Inhibicion de la relajacién de la LiToplB (izquierda) y hToplIB (derecha) por AM14-67. Se
incub6 1U de hToplB/LiToplB en presencia de concentraciones crecientes del compuesto y 0,5 ug de
DNA pSK durante 30 min a 37 °C.

La situacion cambia de forma significativa con los dos representantes del
grupo con sustituyentes halégenos en posicién Cy. El compuesto AM12-21, 3-NO,
indenoisoquinolina con un atomo de F en posicion C,, originaba topoisémeros
visibles a una concentracion < 1 uM cuando se incubaba con LiTopIB, y una

acumulacién evidente de DNA mellado con hToplB a partir de 0,1 uM (Fig 4.21).

LdToplB hToplB
Cancantracian [uhM] Caoncantraciin [pM]
C 0 001 01 1 10 100 C 0 0.01 0.1 1 10 100
Mp . D B
-
scp an S H
R . e e R = B

Fig. 4.21. Inhibicion de la relajacién de la LiToplB (izquierda) y hToplIB (derecha) por AM14-32. Se
incub6 1U de hToplB/LiToplB en presencia de concentraciones crecientes del compuesto y 0,5 ug de
DNA pSK durante 30 min a 37 °C.
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Este efecto se evidencié aun mas con el compuesto AM10-30 con un atomo
de Br en posicion Cg, cuyo efecto inhibitorio sobre LiToplB aparecié a
concentraciones inferiores a 0,01 uM, y en la que se observaba un efecto selectivo
sobre hToplB, donde se observd acumulacion de DNA mellado a partir de 0,1 uM

(Fig. 4.22).

L n'i.':'."tIH ?‘Tnj;: 8

Cancantracion [uM] Concantracion [uM]

C 0 0.01 0.1 1 10 100 C 0 0.01 0.1 1 10 100

il g e s
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Fig. 4.22. Inhibicion de la relajacién de la LiToplB (izquierda) y hToplB (derecha) por AM10-30. Se
incub6 1U de hToplB/LiToplB en presencia de concentraciones crecientes del compuesto y 0,5 ug de
DNA pSK durante 30 min a 37 °C.

4.4.3 Serie 3: 3-Nitro, 9-metoxi-derivados de la indeno [1,2] isoquinolina — 5,11
(--) diona

La serie 3 de compuestos derivados del nucleo de la 3-NO,, 9-OCHj;
indenoisoquinolina-5-11(--)diona estaba constituida por varios subgrupos de
compuestos. En primer lugar, se estudié el papel de la sustitucion de grupos
dimetilaminopropil (compuesto AM14-21), morfolino-propil (compuesto AM14-16),
imidazolil-propil (compuesto AM14-19) y yodopropil (compuesto AM14-9) en
posicion Ng por el grupo aminopropil del compuesto TN1-62 que servia de
referencia. Con excepcion del compuesto AM14-16, todos ellos se habian revelado

como “hits” en el cribado fenotipico HTS.

El compuesto AM14-21 (Ne-dimetilaminopropil) presentd un potente efecto
inhibidor de la hTopIB (Fig. 4.23, panel derecho) en la que se observaba que a
concentraciones tan bajas como 0,01 uM, la enzima era incapaz de relajar DNA

superenrrollado. No ocurria lo mismo con la enzima de Leishmania (panel
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izquierdo), donde el efecto no se observaba hasta concentraciones superiores a 1
uM. Igualmente, la acumulacion de DNA mellado era mucho mayor y empezaba a

concentraciones menores cuando se usaba la enzima humana.

Ry Ry Ry D:
nidroxietfaminorcpropi—No, H AM4T
o~ "-o .
SERIE 3: '|‘ | morbolincpropll —NO, " AM-10-653
—~=N
| Imcazoiipropd! —MNO, - AN1OST
N 4
N dmeblaminoprol —N3;, —OCH, AM-14-21
~ 70
r|‘ | moddinopropil —NO,  —OCH, AM-14-16
=N "
| midazailipropll —NO,  —OCH;  apa4a9
N &
A iodopropi —ND, oMMy amige
My azdcopropl ~—NO, —F AML11.20
-Uv bromoopropd —NQ, — ANZ3
LdToplB hTcplB
Concentracian [uM] Concentracitn (M)
C- Q g0f 01 1 10 100 C. 0 001 01 1 10 100

R ——

Fig. 4.23a. Inhibicion de la relajacion de la LiTopIB (izquierda) y hToplB (derecha) por AM14-9. Se
incub6 1U de hToplB/LiToplB en presencia de concentraciones crecientes del compuesto y 0,5 ug de
DNA pSK durante 30 min a 37 °C.
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hTopiB
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Fig. 4.23b. Inhibicion de la relajacion de la LiToplB (izquierda) y hTopIB (derecha) por AM14-21 (panel
de arriba), AM14-16 (panel de en medio) y AM14-19 (panel de abajo). Se incubé 1U de
hToplIB/LiToplB en presencia de concentraciones crecientes del compuesto y 0,5 ug de DNA pSK
durante 30 min a 37 °C.
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Sorprendentemente, los compuestos AM14-16 (Ng-morfolinoaminopropil),
AM14-19 (Ne-imidazolil-propil) y AM14-9 (Ne-yodopropil) no mostraron una
tendencia clara de inhibir la relajacion de DNA superenrrollado a las
concentraciones estudiadas (Figs. 4.23a y b), aunque si se pudo observar en los
tres casos como se producia una clara acumulacion de DNA mellado a partir de 0,1

uM con la enzima humana.

Un segundo subgrupo de esta serie consistia en derivados 3-NO;
indenoisoquinolina 5-11 diona, con un halégeno (F 6 1) en posicién Cg y con
sustituyentes 3-azidopropil (compuesto AM11-80), o bromopropil (compuesto
AM12-13) en posicién Ng. Ninguno de los dos compuestos fue seleccionado como

“hit” en el cribado fenotipico HTS.

LdToplB hTopiB
Concantracion [uM] Cancentracion [uh|
C 0 0.0 0.1 1 10 100 C 0 0.01 0.1 1 10 100
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Fig. 4.24. Inhibicion de la relajacién de la LiTopIB (izquierda) y hToplB (derecha) por AM11-80. Se
incub6 1U de hToplB/LiToplB en presencia de concentraciones crecientes del compuesto y 0,5 ug de
DNA pSK durante 30 min a 37 °C.

Las Figs. 4.24 y 4.25 muestran que ninguno de los dos compuestos previno
la relajacién del DNA superenrrollado a ninguna de las concentraciones ensayadas.
Sin embargo, los dos fueron capaces de acumular DNA mellado de forma muy
significativa con la enzima humana (paneles de la derecha de las dos Figs.) pero no

con la de Leishmania.
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LdTaplB hToplB
Concentracidn [uM] Caoncantraciin (Ml
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Fig. 4.25. Inhibicion de la relajacion de la LiTopIB (izquierda) y hToplIB (derecha) por AM12-13. Se
incub6 1U de hToplB/LiToplB en presencia de concentraciones crecientes del compuesto y 0,5 ug de
DNA pSK durante 30 min a 37 °C.

4.4.4 Serie 4: 3-Nitro-derivados de la piridino [1,2] isoquinolina — 5,11 (--) diona

Los compuestos de la serie 4 incluyen la modificacién de sustituir el grupo
fenilo de la indeno 1,6 diona por una piridina. A partir de este nuevo farmacéforo se
realizaron sustituciones en Ng (dimetilpropilamino, morfolinopropil e imidazolilpropil).
Sélo el compuesto EK5-74 de esta serie fue seleccionado como “hit” en el estudio
HTS.

SERIE 4:

N

H OCH OCMy  FK-5-9

N

OCH OCH OCH,  EK5T1

N

Los estudios dosis respuesta comparados entre la enzima recombinante de
Leishmania (panel izquierdo) con respecto a la humana (panel derecho), en un
ensayo de inhibicién de la relajacibn muestran, en primer lugar, que el compuesto
EK5-9 con un grupo morfolinopropil en posicion Ng (Fig. 4.26) era el unico de la

serie en el que se observaba una acumulacién de DNA superenrrollado en los geles
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a concentraciones por debajo de 0,1 uM. Este efecto era selectivo, ya que no se

observé con hToplB, en la que por el contrario (panel derecho de las tres figuras)

se observa la acumulacion de DNA mellado dependiente de la concentracion de

farmaco afadido. Esta acumulacion de DNA mellado apenas es visible con LiToplB,

con excepcidon de EK5-74 donde se pudo observar cierta acumulacion a partir de 10

uM.
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Fig. 4.26. Inhibicion de la relajacion de la LiToplB (izquierda) y hToplB (derecha) por EK4-41 (panel de
arriba), EK5-74 (panel de en medio) y EK5-71 (panel de abajo). Se incub6 1U de hToplIB/LiTopIB en
presencia de concentraciones crecientes del compuesto y 0,5 ug de DNA pSK durante 30 min a 37 °C.
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Merece la pena indicar que la capacidad de inhibicion de la actividad de
relajacion del compuesto EKS5-9 se pierde drasticamente al introducir un grupo
metoxi en posicion Cg (compuesto EK5-71) donde se observa claramente la

desaparicion de las bandas de DNA superenrrollado (Fig. 4.27).
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Fig. 4.27. Inhibicion de la relajacion de la LiToplB (izquierda) y hToplB (derecha) por EK5-9. Se incubd
1U de hToplB/LiTopIB en presencia de concentraciones crecientes del compuesto y 0,5 ug de DNA

pSK durante 30 min a 37 °C.

4.4.5 Serie 5: Derivados de 8,9-metilendioxi-indenoisoquinolina-5,11 (--) diona

Los compuestos del grupo 5 suponen la introduccion de un puente metilen
dioxi en las posiciones Cg y Cg del farmacoforo de indenoisoquinolina. Ademas se
han introducido dos grupos metoxi en posiciones C, y C3 y un sustituyente variable
en posicion Ng. Ninguno de estos compuestos se habian revelado como “hits” en el

cribado fenotipico HTS de L. infantum.

SERIE 5:

R, ID:

NH hidroximetilaminopropil MJ-111-65
7 NN S Non prop

0 K\OH

bis(hidroxietilamino)propil ~ BD-II-52

MeOQ SNy
—N
MeO \/\/N\) imidazolilpropil MNR-I-38
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El compuesto progenitor de la serie (AM4-42) posee un grupo NO; en
posiciéon Cs; y un sustituyente aminopropil en Ng. Este compuesto mostré una
potente actividad inhibidora de la enzima de Leishmania a partir de concentraciones
por debajo de 0,1 uM. Un ensayo dosis/respuesta a concentraciones crecientes
(desde 0,4 a 200 nM) permite calcular una IC;, = 20 nM. Esta actividad parece
observarse igualmente con la enzima humana, aunque lo que si es sobresaliente es
la aparicion de DNA mellado a partir de 0,1 uM (Fig. 4.28 Ay B).
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Fig. 4.28. Inhibicion de la relajaciéon de la LiToplB (izquierda) y hTopIB (derecha) por AM4-42. Se
incub6 1U de hToplB/LiToplB en presencia de concentraciones crecientes del compuesto y 0,5 ug de
ADN pSK durante 30 min a 37 °C.

Con el fin de confirmar la banda de DNA mellado que aparecia como
consecuencia del tratamiento de LiToplB con AM4-42, se realizd un ensayo de
equilibrio de escisién/religacion con un fragmento lineal de DNA de 202 pb marcado
radiactivamente en su extremo 3' que incluye secuencias especificas de corte para

la ToplB (Dexheimer y Pommier, 2008). La reaccion se llevo a cabo incubando un
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exceso de LiTopIB y 150.000 cpm de DNA pSK-202 en ausencia y en presencia de
concentraciones crecientes de AM4-42, y otros dos compuestos que no habian
mostrado dicho efecto en geles de agarosa: TN1-65 y AM14-67, usando gimatecan
como control positivo. En ausencia de venenos, la ToplB es totalmente efectiva
religando el DNA sustrato. De hecho, el equilibrio entre las dos reacciones opuestas
de trans-esterificacion (escision/religacion) favorece de forma sustancial el estado
religado, ya que en condiciones normales la fraccion de enzima que permanece

unida covalentemente al DNA es indetectable.

TN1-65 AM14-67 AM4-42

0 GMTO001 01 1 10 100001 01 1 10 100 0.01 01 1 10 100 conc. (uM)

cL1 p

cLz Qo

cLs

dcL2
cLa

dcLy
dcy

Fig. 4.29. Gel de secuenciacion al 16 % en el que se observa el patron de complejos de CL obtenido
para la LiToplIB. U/R: ADN no escindido o ya religado; CL: banda correspondiente al complejo ternario
ADN-LiTopIB-GMT estabilizado. Los patrones de bandas CL para el GMT (1 uM) y AM4-42, se

muestran a la izquierda y derecha de la autorradiografia, respectivamente
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Resulta singular que el patrén de mellado del fragmento de DNA usado
como cebo sea diferente para el AM4-42 respecto al gimatecan. También llama la
atencién que, de la misma manera que ocurre con el gel de agarosa de la Fig. 4.28,

no se obtuvieron bandas especificas a concentraciones superiores a 0,01 uM

El siguiente compuesto MJ-11l-65, un potente antitumoral, presentaba una
modificacion en Ng (hidroxietil-aminopropil) y los dos metoxi en posicion C, y Cs. En
el panel izquierdo de la Fig. 4.30 se muestra la inhibicibn de la enzima de
Leishmania en la que se observa acumulaciéon de DNA superenrrollado por encima
de 1 uM. Estos resultados se repitieron con la enzima humana, aunque se observo

una mayor sensibilidad.

LdToplB hToplB
Concentracion [uM] Concentracicn [uM]
ool o 1 10 100 C- D D0 o1 1 10 100
M ’ . e B
A 5
SCh - " = ' -
Rp L I b B

Fig. 4.30. Inhibicién de la relajacion de la LITopIB (izquierda) y hTopIB (derecha) por MJIII-65. Se
incub6 1U de hTopIB/LITopIB en presencia de concentraciones crecientes del compuesto y 0,5 ug de
DNA pSK durante 30 min a 37 °C.

Con objeto de poder determinar el efecto inhibitorio de MJ-II-65 sobre
LiToplB de forma mas precisa, se realizé una curva dosis/respuesta en el rango de
concentraciones de 0,025 a 12,5 uM (Fig. 4.31). Estos ensayos permitieron calcular
una ICsp = 1 uM para la enzima de Leishmania y una ICsy = 0.3 uM (datos no
mostrados) para la enzima humana. Lo que si es significativamente distinto es la
acumulaciéon de ADN mellado, proceso que unicamente ocurrié usando hToplIB a
concentraciones por debajo de 0,01 uM que no se observo con LiToplB en ningun

rango de concentracion.
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Fig. 4.31. Inhibicién de la relajacion de la LiToplB por MJIII-65, en ausencia. Se incubé 1U de
hTopIB/LiToplB en presencia de concentraciones crecientes del compuesto y 0,5 ug de DNA pSK

durante 30 min a 37 °C.

Sorprendentemente, la sustitucion en Ng de un grupo bis-hidroximetilamino-
1-propil (compuesto DB-II-52) origin6 un compuesto sin aparente actividad
inhibitoria sobre LiToplB, aunque mantenia en parte su efecto sobre hToplB, y
originaba una cantidad significativa de DNA mellado dependiente de la

concentracion a partir de 0,1 uM (Fig. 4.32).
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Fig. 4.32. Inhibicion de la relajacion de la LiTopIB (izquierda) y hToplIB (derecha) por DBII-52. Se
incub6 1U de hToplB/LiToplB en presencia de concentraciones crecientes del compuesto y 0,5 ug de

DNA pSK durante 30 min a 37 °C.

Finalmente, el resultado de sustituir el grupo aminopropilo en Ng por un
imidazolil-propil (compuesto MNR1-38; indimitecan) produjo la pérdida completa de

actividad inhibidora sobre LiTopIB, pero, por el contrario, se exacerbd la capacidad

139



Resultados

de mellar el DNA a concentraciones tan bajas como 0,1 uM con la enzima humana

(Fig. 4.33).
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Fig. 4.33. Inhibicion de la relajacion de la LiToplB (izquierda) y hToplIB (derecha) por MNRI-38. Se
incub6 1U de hToplB/LiToplB en presencia de concentraciones crecientes del compuesto y 0,5 ug de
DNA pSK durante 30 min a 37 °C.

446 Serie 6: Derivados 12H-5, 11a-diaza-dibenzo [b,h] fluoren 11-ona
(aromatecinas)

Los derivados del dibenzofluoreno reciben el nombre de aromatecinas. En
este farmacdforo se realizaron sustituciones en Cq4 consistentes en la incorporacion

de cadenas aminopropilicas de diferente longitud y heterociclos.

SERIE 6:
Ry R, ID:
MC-2-6

H
H MC-2-8
H AM-17-74
H AM-17-75
H AM-17-72
Cl MC-4-59
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A pesar de que sdlo una de estas moléculas (compuesto MC2-8) se habia
revelado como “hits” en el cribado fenotipico HTS en amastigotes de L. infantum, se
realizaron los ensayos estandar de inhibicion y rotura del DNA circular

superenrrollado que se muestran a continuacion.

El primer elemento de la serie (compuesto MC2-6) que presentaba un grupo
etanodiaminoetil en posicién C4, carecié de actividad inhibidora sobre las dos
enzimas segun se observa en los ensayos de actividad de relajacion de la Fig 4.34.
Con estos compuestos, la longitud de la cadena sustituida en posicion Cq4 parece
ser critica ya que el compuesto MC2-8 que presenta un grupo butanodiaminometil
en esta posicion, inhibio significativamente LiToplIB a partir de 0,1 uM. Este efecto
no se observé con hToplB y tampoco un incremento significativo del DNA mellado
por debajo de 10 uM (Fig. 4.34 abajo).
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Fig. 4.34. Inhibicion de la relajacion de la LiToplIB (izquierda) y hToplIB (derecha) por MC2-6 (panel de
arriba) y MC2-8 (panel de abajo). Se incub6 1U de hToplB/LiToplIB en presencia de concentraciones
crecientes del compuesto y 0,5 ug de DNA pSK durante 30 min a 37 °C.
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La adiciéon de un grupo polar en la cadena lateral (compuesto AM17-74)
redujo la capacidad inhibidora sobre LiToplB con efectos en el mellado del DNA en
la enzima humana por encima de 10 uM. (Fig. 4.35 arriba). Sélo aquellos
compuestos que mostraban radicales alquilicos hidrofébicos (compuesto AM17-75)
o0 un grupo imidazolil-propil (compuesto AM17-72) fueron capaces de inhibir la
relajacion del DNA superenrrollado en LiToplB con apenas efectos en hToplB a

concentraciones equivalentes (Figs. 4.35).
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Fig. 4.35. Inhibicion de la relajacion de la LiTopIB (izquierda) y hToplB (derecha) por AM17-74
(arriba), AM17-75 (medio) y AM17-72 (abajo). Se incubé 1U de hToplB/LiToplB en presencia de
concentraciones crecientes del compuesto y 0,5 ug de DNA pSK durante 30 min a 37 °C.
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Sin embargo, se observd una pérdida total de la capacidad inhibitoria sobre
LiToplIB tras la introduccién de un atomo de CI en posicién C; (compuesto MC4-59)
(Fig. 4.36).
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Fig. 4.36. Inhibicion de la relajacion de la LiTopIB (izquierda) y hToplB (derecha) por MC4-59. Se
incub6 1U de hToplB/LiToplB en presencia de concentraciones crecientes del compuesto y 0,5 ug de
DNA pSK durante 30 min a 37 °C.

4.4.7 Serie 7: Derivados 2,3-etilendioxi-12H-5, 11a-diaza-dibenzo [b,h] fluoren
11-ona

La adicion de un puente etilendioxi en posicion 2,3 origind la ultima serie de
derivados de las aromatecinas. Estos compuestos tuvieron sustituciones
aminoalquilicas de diferente longitud en posicion C44. Ninguno de estos compuestos

se revelaron como “hits” en el cribado fenotipico HTS de L. infantum.

SERIE 7:
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Los compuestos AM17-41 y MC3-6, con sustituyentes dimetilaminoetil y
dimetilaminopropil, respectivamente en posicion C4, no daban lugar a
topoisdbmeros visibles con ninguna de las dos enzimas a concentraciones > 1 uM.
Se pudo observar una ligera acumulacion de DNA mellado con el primero de ellos
utilizando hTopIB a partir de 10 uM (Figs 4.37).
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Fig. 4.37. Inhibicion de la relajacion de la LiToplIB (izquierda) y hToplIB (derecha) por MC3-6 (panel de
arriba) y MC17-41 (panel de abajo). Se incubé 1U de hToplB/LiToplB en presencia de

concentraciones crecientes del compuesto y 0,5 ug de ADN pSK durante 30 min a 37 °C.

Por su parte, el compuesto MC3-8 que presentaba un sustituyente
aminopropilo en posicion Cq4, tenia un pequefo efecto sobre la enzima del
patdbgeno que no se evidenciaba sobre su homdloga humana. Este efecto no
parecia incrementarse con la concentracion y unicamente a 100 uM la enzima
parecia estar completamente inhibida (Fig. 4.38 arriba). Este efecto no se observé

con el compuesto AM17-39, resultado de sustituir un grupo imidazolilmetil en
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posicién C44. Ninguna de las dos enzimas se vio afectada a las concentraciones
utilizadas (Fig. 4.38 abajo).
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Fig. 4.38. Inhibicion de la relajacion de la LiToplIB (izquierda) y hToplIB (derecha) por MC3-8 (panel de
arriba) y MC17-39 (panel de abajo). Se incubé 1U de hToplB/LiToplB en presencia de
concentraciones crecientes del compuesto y 0,5 ug de ADN pSK durante 30 min a 37 °C.

4.5. ENSAYOS DE COMPETICION CON CPT

Con el fin de comprender de una forma mas precisa la forma en que las
indenoisoquinolinas inhiben la LiTopIB, se decidi6 comparar su mecanismo de
accion con el de la CPT. Para ello se eligieron compuestos de las distintas series
en presencia de CPT y la enzima de Leishmania, comparandose en todo momento
su efecto sobre la enzima humana a una concentraciéon fija de 10 uM. Los
experimentos de competicion con CPT se realizaron de tres formas diferentes: i)
preincubando el compuesto 10 min antes que la CPT,; ii) preincubando la CPT 10

min antes; iii) incubando ambos compuestos simultdneamente.
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Fig. 4.39. Ensayo de inhibicidn competitiva entre TN1-62 y la CPT sobre hToplIB (izquierda) y LiTopIB
(derecha). M: DNA mellado, SC: DNA superenrollado, R: DNA relajado.

El compuesto TN1-62, representante de la serie 1 que porta un radical
aminopropil en posicion R4 del farmacoéforo basico de la indenoisoquinolina, inhibia
la relajacion del DNA superenrrollado a concentraciones menores a 0,01 uM con la
enzima de Leishmania pero no con la enzima humana (ver figura 4.12). Los
resultados demuestran que TN 1-62 previno significativamente el efecto de rotura
(“cleavage”) de la CPT sobre la enzima de Leishmania pero mantuvo la capacidad
de inhibir la relajacion del DNA superenrrollado tanto en la enzima humana como
en la del patdgeno. Merece la pena sefalar que la banda de DNA relajado que
aparece con la dos enzimas en presencia de cantidades saturantes de CPT,
desaparece con la indenoisoquinolina que tiene la capacidad de prevenir la

relajacion aun en presencia de CPT.

Entre los compuestos de la serie 2 se seleccionaron aquellos que habian
mostrado un efecto de prevencion de la relajacion del DNA a concentraciones por
encima de 10 uM en ensayos previos, con una tendencia muy marcada en AM 10-
57 (el compuesto con un sustituyente hidroxietil aminopropil en posicién Ng) y AM
14-7 (con sustituyente imidazolil-propil en la misma posicién). Ninguno de los dos
compuestos, sin embargo, previno significativamente el efecto de rotura del DNA

(“cleavage”) de la CPT con la enzima de Leishmania pero mantuvieron la
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capacidad de inhibir la relajacion del DNA superenrrollado tanto de la enzima

humana como de la del patégeno (Fig. 4.40).
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Fig. 4.40. Ensayo de inhibicion competitiva de los compuestos de la serie 2 de indenoisoquinolinas:
AM 14-7 (imidazolil-propil: arriba) y AM 10-57 (hidroxietil aminopropil, abajo) con la CPT sobre hTopIB
(izquierda y LiTopIB (derecha).

El compuesto AM 14-58, representante de la tercera serie de compuestos
(con sustituyentes en posicién 9 del anillo de la indenoisoquinolina) y que porta un
radical aminopropil en posicién R; del farmacoforo basico, habia mostrado un
efecto de rotura selectivo del DNA en presencia de la enzima humana y una
inhibicion de la relajacion del DNA superenrrollado con la enzima de Leishmania
(ver figura 4.18). Los resultados demuestran que AM 14-58 mantuvo la capacidad
de inhibir la relajacion del DNA superenrrollado tanto de la enzima humana como
de la del patogeno. Merece la pena senalar que la banda de DNA relajado que

aparece con la dos enzimas en presencia de cantidades saturantes de CPT,
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desaparece con la indenoisoquinolina que tiene la capacidad de prevenir la

relajacion aun en presencia de CPT (Fig. 4.41).
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Fig. 4.41. Ensayo de inhibicién competitiva del compuesto de la serie 3 de indenoisoquinolinas: AM
14-58 (R1 = aminopropil; R3 = metoxi) con la CPT sobre hToplB (izquierda) y LiTopIB (derecha).

El compuesto AM 11-80 perteneciente a la serie 3, presenta un grupo
azidopropil en posicion Ng y un atomo de F en posicién Rg. Este compuesto no
habia tenido efectos inhibidores sobre la relajacién del DNA superenrrollado con
ninguna de las dos enzimas, aunque se observé un claro efecto de mellado cuando

se utilizé la enzima humana.
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Fig. 4.42. Ensayo de inhibicién competitiva del compuesto de la serie 3 de indenoisoquinolinas: AM
11-80 (R1 = azidopropil; R3 = F) con la CPT sobre hToplIB (izquierda) y LiTopIB (derecha).

148



Resultados

Los geles de la Fig. 4.42 demuestran que AM 11-80 producia la formacién
de complejos CL sobre la enzima humana (no sobre la de Leishmania) que venia a
agravar el ya producido por la CPT, sin que por ello se observase inhibicién de la

actividad de relajacion.

Finalmente hemos realizado un ensayo de competicion con el compuesto
MJ 1lI-65, una indenoisoquinolina 1,6 diona de la serie 5 cuyos efectos
antiproliferativos en células tumorales han sido descritos ampliamente en la
literatura. Este compuesto dimetoxilado en posiciones R, y R; y con un grupo
hidroxietil aminopropil en Ng, mostré un profundo efecto de mellado con la enzima

humana pero no con la de Leishmania.
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Fig. 4.43. Ensayo de inhibicién competitiva del compuesto de la serie 6 de indenoisoquinolinas 1,6
diona: MJ IlI-65 (Rz;3 = metoxi; Rs = hidroxietil aminopropil) con la CPT sobre hTopIB (izquierda) y
LiTopIB (derecha). M: ADN mellado, SC: ADN superenrollado, R: ADN relajado.

Del analisis de estos geles se deducen dos aspectos importantes: i) MJ lll-
65 produjo un efecto de mellado semejante y aditivo con el de la CPT sélo con la
enzima humana; ii) MJ 111-65 a la concentracion de 20 uM, produjo una inhibicién de

la relajacion del DNA superenrrollado con ambas enzimas.

Finalmente, dado que las aromatecinas no tenian un efecto claro sobre las

ToplB, no se hicieron estudios de competicion con CPT con estos compuestos.
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4.6. ESTUDIOS DE FOSFORILACION DE LA HISTONA yH2A

Con el fin de comprender de una forma mas precisa la forma en que las
indenoisoquinolinas inducen dafio en el DNA mediado por la formacion de roturas
de doble cadena en el DNA por la LiToplIB, se decidié realizar un estudio de
fosforilacion de la histona yH2A en cultivos de promastigotes de L. infantum. En
estudios previos realizados con la histona yH2A de T. brucei, Glover y Horn (2012)
reconocieron la existencia de un sitio de fosforilacion putativo de la histona yH2A de
tripanosomatidos. Los autores mostraron que la Ser-139 de la histona yH2A
humana se correspondia con un residuo de Thr en T. brucei y otros
tripanosomatidos. Este aminoacido era susceptible de ser fosforilado por enzimas
pertenecientes a la familia de las fosfoinositido kinasas (Fig. 4.44). Con el fin de
determinar el grado de fosforilacion de la histona yH2A mediado por
indenoisoquinolinas, preparamos anticuerpos policlonales contra el nonapéptido
sintético 12sKKGKA [pT] PSA133, fosforilado en la Thr-130, para poder detectarlos

mediante analisis de Western.

EEEE

Histone fold C-terminal tail

Fig. 4.44. Alineamiento del motivo de fosforilacion de la histona yH2A en diferentes especies. A)
estructura terciaria del motivo de fosforilacién. B) secuencia conservada mostrando la Thr-130 de
Leishmania susceptible de ser fosforilada y que se conserva en otros tripanosomatidos (modificado de
Glover y Horn, 2012).

4.6.1. Efecto de inhibidores de TopIB sobre la fosforilacidon de la histona yH2A

Para confirmar la validez de este marcador de dafio, se diseiid un
experimento previo con CPT y sus derivados de uso clinico TPT, SN-38 y GMT a
una concentracion fija de 10 uM, incubando el cultivo de promastigotes en fase
logaritmica en presencia de cada compuesto y recogiendo las células a los tiempos

indicados de 0, 15, 60 y 120 min para su procesamiento. El lisado y posterior
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anadlisis de Western de las proteinas separadas mediante SDS-PAGE se muestra
en la (Fig. 4.45).

CPT (10 uM) TPT (10 uM) SN38 (10 uM) GMT (1 uM)

MW(kba) 0 15 60 120 0 15 60 120 MW 0 15 60 120 0 15 60 120 tiempo(min)

250
100

55
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Fig. 4.45. Analisis de Western de la fosforilaciéon de la histona yH2A de L. infantum inducida por CPT,
TPT (gel de la izquierda), SN38 y GMT (gel de la derecha) a concentracién uUnica de 10 uM (con
excepcion del GMT que se usé a 1 uM) y a los tiempos indicados. La hibridacién especifica origind

una banda de 14 kDa que se corresponde con la histona yH2A.

En células de mamifero, la fosforilacién de la histona yH2A inducida por
dafio de doble cadena, se produce en un residuo de Ser colocado dentro de una
region de 1 Mb que flanquea el nucleosoma. Este proceso esta mediado por
miembros de la familia de las fosfoinositol 3-quinasas (PI3-K), como ATM, Atr-, y de
protein quinasas dependientes de DNA, cuya presencia ha sido dilucidada en otros

tripanosomatidos.

A fin de estudiar la relacién posible de estas enzimas en la fosforilacion de
la histona yH2A de L. infantum, preparamos un experimento preincubando 30 min
con 20 uM del inhibidor de PI3-K wortmanina y con 4 mM cafeina, cuyos efectos
apuntan a la inhibicion de la ruta PISBK/AktmTOR/p70S6K (Fig. 4.46). Se pudo
observar que la presencia de wortmanina en el medio de cultivo previno
parcialmente la fosforilacion de la histona yH2A inducida por CPT y SN 38 a una
concentracion unica de 10 uM en promastigotes de L. infantum. Este efecto se
produjo igualmente por la adicion de cafeina 4 mM en el medio de cultivo. En

ninguno de los dos casos se obtuvo una prevencién completa de la modificacion del
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péptido por lo que parece evidente que existen otros mecanismos responsables de
la fosforilacion de la histona yH2A en tripanosomatidos que no han sido descritos

hasta el momento.

. . . + + + CPT 10 um
- + - - + - Wortmanina 20 uM
- - + - - + Cafeina4 mM
YH2AX =D PR, -
+ + + SN 38 10 uM
+ - - + - Wortmanina 20 uM
+ - - + Cafeinad mM
YH2AX ——2> TN A A e

Fig. 4.46. Inhibicién de la PI3-K por wortmanina y cafeina. Analisis de Western de la fosforilacion de la
histona yH2A de L. infantum inducida por CPT (ventana de arriba) y SN38 (ventana de abajo) a la
concentracion unica de 10 uM en presencia de los dos inhibidores de PI3-K a las concentraciones

indicadas.

4.6.2. Efecto de las indenoisoquinolinas sobre la fosforilacion de la Histona
YH2A y el ciclo celular

De la misma manera que los cuatro compuestos camptotecinicos
estudiados previamente, es previsible que otros inhibidores con estructura
indenoisoquinolinica puedan inducir rotura de DNA de doble cadena y por
consiguiente la fosforilacion de la histona yH2A antes de la aparicion de los
mecanismos de reparacion. Hemos hecho un cribado de todas las series de
indenoisoquinolinas incluidas en el estudio en promastigotes de L. infantum con el
fin de observar su capacidad de producir roturas de cadena doble en el DNA. Ya
que la fosforilaciéon de la histona yH2A es un marcador reversible y que la mayoria
de los inhibidores de la TopIB producen una demora en el proceso de religacion del
DNA que puede ser eficientemente reparado por los mecanismos de recombinacion
homodloga, los tiempos de incubacion con los compuestos quimicos fueron de hasta

120 min con el fin de observar el maximo dafo antes de que la célula lo pueda
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reparar. Simultdneamente hemos observado mediante citometria de flujo, el efecto

de estos compuestos sobre el ciclo celular de los promastigotes de L. infantum.

Serie 1: derivados de la indeno [1,2] isoquinolina — 5,11 (--) diona

El efecto de la primera serie de compuestos derivados del nucleo de la
isoquinolina 5-11 diona, sustituidos en Ng con una cadena aminoalquil de diferente
longitud (aminoetil, aminopropil, aminobutil y aminohexil) sobre la fosforilacion de la

histona yH2A se muestra en la Fig. (4.47).
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Fig. 4.47. Efecto de las indenoisoquinolinas de la serie 1 a una concentracion fija de 10 uM sobre la
fosforilacion de la histona yH2A de L. infantum a diferentes tiempos. La hibridacién especifica con el
anticuerpo policlonal origind una banda de 14 kDa que se corresponde con la histona yH2A. En los
paneles de la derecha aparece el ciclo celular de los promastigotes tratados (verde) y sin tratar (rojo) a

0,8 h, 24 hy 48 h después de la adicién del compuesto.

De los analisis de Western realizados con los extractos de promastigotes
expuestos a los cuatro compuestos se pudo observar un efecto muy significativo
sobre la fosforilacion de la histona yH2A s6lo con TN1-62 una indenoisoquinolina
que lleva sustituido un grupo aminopropilo en posicidon Ng. En esta figura se puede

observar que el dafio de doble cadena sobre el DNA eran inexistentes para los
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compuestos TN1-61 (amino-etil en Ng) y TN1-65 (aminobutil en N6) pero podian
observarse — aunque en una menor intensidad — con el compuesto TN1-75
(aminohexil en Ng). Ninguno de los compuestos indujo cambios en el ciclo celular a

los tiempos observados.

Serie 2: 3-Nitro derivados de la indeno [1,2] isoquinolina — 5,11 (--) diona

El efecto de la serie 2 derivados del nucleo de la isoquinolina 5-11 diona,
que introducian un grupo NO; en posicion C; y un sustituyente halégeno (F, Br) o
alquilo (metoxi, epoxi 0 acetoxi) en posicién Cg en el compuesto TN1-62 sobre la
fosforilacion de la histona yH2A se muestra en la Fig. (4.48). De la misma forma
que los compuestos de la serie anterior, todos los compuestos de este grupo fueron

“hits” en el estudio HTS con una elevada potencia leishmanicida.

SERIE 2
AM14-58 (10 uM) '
0 15 60 120 t(min)-
THZAX == e i, i, s
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Fig. 4.48. Efecto de las indenoisoquinolinas de la serie 2 a una concentracion fija de 10 uM sobre la
fosforilacion de la histona yH2A de L. infantum a diferentes tiempos. En los paneles de la derecha
aparece el ciclo celular de los promastigotes tratados (verde) y sin tratar (rojo) a 0, 8 h, 24 hy 48 h
después de la adicion del compuesto.
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Se puede observar en todos los casos que las dos sustituciones realizadas
en posicion C; y Cq del farmacoforo de referencia TN1-62 daban moléculas activas
que introducian dafios de cadena doble en el DNA. Algunas de estas moléculas:
AM14-58 (OCH3; en Cg), AM14-32 (OEt en Cg) y AM10-30 (Br en Cg) producian el
dafio maximo en el DNA en apenas 15 min. A pesar del dafio inducido, sélo AM14-
58 y en menor medida AM12-21 indujeron arresto en fase M — que no pudo ser
recuperado con el primero de los compuestos — 8 h después de su adicion al

cultivo.

Serie 3: 3-Nitro, 9-metoxi-derivados de la indeno [1,2] isoquinolina — 5,11 (--)

diona

La serie 3 de compuestos derivados del nucleo de la 3-nitro, 9-metoxi
indenoisoquinolina 5-11 diona, estaba constituida por varios subgrupos de
compuestos. En primer lugar se estudio el papel de la sustitucién de grupos
dimetilaminopropil (compuesto AM14-21), morfolino-propil (compuesto AM14-16),
imidazolil-propil (compuesto AM14-19) y yodopropil (compuesto AM14-9) en

posicion Ng por el grupo aminopropil del compuesto TN1-62 que servia de

referencia.
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Fig. 4.49. Efecto de las indenoisoquinolinas de la serie 3 a una concentracion fija de 10 uM sobre la
fosforilacion de la histona yH2A de L. infantum a diferentes tiempos. La hibridacién especifica con el
anticuerpo policlonal origind una banda de 14 kDa que se corresponde con la histona yH2A. En los
paneles de la derecha aparece el ciclo celular de los promastigotes tratados (verde) y sin tratar (rojo) a
0,8 h, 24 hy 48 h después de la adicién del compuesto.

En la misma ténica que con los compuestos de la serie anterior, la serie 3
daba moléculas activas que introducian dafios de cadena doble en el DNA vy
originaba arresto del ciclo celular. Algunas de estas moléculas: AM14-16, AM10-57,
AM14-19 y AM14-9 producian el dafio maximo en el DNA en apenas 15 min, e
inducian arresto en fase M — 8 h después de la adicion del compuesto, que en la
mayoria de los casos se recuperaba a las 48 h (con excepcion de AM11-80 vy

AM14-21, que ademas producian el dafo en el DNA a partir de los 60 min).

Serie 4: 3-Nitro-derivados de la piridino [1,2] isoquinolina — 5,11 (--) diona

Los compuestos de la serie 4 incluyen la modificacién de sustituir el grupo
fenilo de la indeno 1,6 diona por una piridina. A partir de este nuevo farmacéforo se
realizaron sustituciones en Ng (dimetilpropilamino, morfolinopropil e imidazolilpropil)
en Ne. Estos compuestos se analizaron en promastigotes de L. infantum a la
concentracién unica de 10 uM, estudiandose a continuacion el dafio provocado en
el DNA y las alteraciones en el ciclo celular a los tiempos indicados, de manera

semejante a como se habia hecho con las series anteriores (Fig. 4.50).
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Fig. 4.50. Efecto de las indenoisoquinolinas de la serie 4 a una concentracion fija de 10 uM sobre la
fosforilacion de la histona yH2A de L. infantum a diferentes tiempos. La hibridacién especifica con el
anticuerpo policlonal origind una banda de 14 kDa que se corresponde con la histona yH2A. En los
paneles de la derecha aparece el ciclo celular de los promastigotes tratados (verde) y sin tratar (rojo) a
0,8 h, 24 hy 48 h después de la adicion del compuesto.

La introduccion del heterociclo de piridina en el farmacoforo de la
indenoisoquinolina produjo compuestos mucho menos efectivos en la rotura de
DNA de doble cadena que los de las series anteriores. Apenas los compuestos
EK5-9 y EK5-71 ambos con un radical morfolino propil en Ng inducian dafio

reparable en el DNA arresto en fase M — 8 h después de la adicion del compuesto.

Serie 6: Derivados 12H-5, 11a-diaza-dibenzo [b,h] fluoren 11-ona

(aromatecinas)

Los derivados del dibenzofluoreno (aromatecinas) no habian mostrado
efectos de mellado sobre el DNA, por lo que Unicamente se testaron dos moléculas
sobre la fosforilacién de la histona yH2A. El compuesto MC2-8 con una sustitucion
butanodiaminometil y el compuesto AM17-74 con wuna sustitucion N-
etanolaminopropil en el Cq4 del farmacoéforo. Los dos compuestos se analizaron en

promastigotes de L. infantum a la concentracionn unica de 10 uM, estudiandose a
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continuacién el dafno provocado en el DNA y las alteraciones en el ciclo celular a los

tiempos indicados (Fig. 4.51).
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Fig. 4.51. Efecto de las indenoisoquinolinas de la serie 6 a una concentracion fija de 10 uM sobre la

fosforilacion de la histona yH2A de L. infantum a diferentes tiempos. La hibridacién especifica con el

anticuerpo policlonal origind una banda de 14 kDa que se corresponde con la histona yH2A. En los

paneles de la derecha aparece el ciclo celular de los promastigotes tratados (verde) y sin tratar (rojo) a

0,8 h, 24 hy 48 h después de la adicién del compuesto.

Como era de esperar

ninguno de

los dos compuestos

introdujo

modificaciones en la estructura del DNA, ni se produjo un arresto del ciclo celular.
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5. DISCUSION

5.1. DIMENSION DEL PROBLEMA

Como introducimos al comienzo de esta Memoria, las NTD son patologias
que reciben escasa o nula atencion de las grandes empresas farmacéuticas debido
principalmente al escaso margen de ganancia asociado al desarrollo de nuevos
tratamientos. Tradicionalmente, el sector académico ha participado activamente en
el desarrollo de nuevos farmacos enfocando su investigaciéon en las etapas iniciales
de la enfermedad, la identificacién de nuevas dianas para el desarrollo de drogas y
el descubrimiento de nuevas entidades quimicas. Sin embargo, desde hace un par
de décadas la Industria Farmaceéutica se ha ido alejando del sector académico
produciéndose una brecha que dificulta el paso a las instancias ulteriores del
desarrollo de moléculas activas que inevitablemente recaen en el sector privado.
Todas estas premisas son aun mas acuciantes con las NTDs, que a pesar de tener
un alto impacto en la poblacion tienen una prevalencia significativa en paises
situados en la zona intertropical con condiciones higiénico-sanitarias,

socioecondmicas y ambientales deficientes.

El término “desatendidas” se refiere a que estas enfermedades persisten
exclusivamente en las poblaciones mas pobres y marginadas, residentes de zonas
rurales remotas, barrios suburbanos marginales, asi como en zonas de conflicto en
paises en vias de desarrollo. Estas condiciones permiten la existencia de un habitat
adecuado para gran numero de microorganismos, vectores y reservorios que
afectan a una extensa capa poblacional con gran diversidad de caracteristicas
raciales, genéticas y culturales. Estas enfermedades, ademas de promover la
pobreza, incapacitan, desfiguran, estigmatizan y perjudican el crecimiento fisico y
cognitivo de la poblacién infantil. La OMS estima que las enfermedades asociadas
con la pobreza son responsables del 45% de la carga total de enfermedades en los

paises en desarrollo. En la actualidad mas de mil millones de personas (la sexta
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parte de la poblacion mundial) estan afectadas por NTDs y 534.000 mueren

anualmente debido a ellas.

El arsenal terapéutico actual contra estas enfermedades es por lo general
inadecuado en términos de eficiencia, toxicidad y desarrollo de resistencias, sin
embargo, ha permanecido practicamente inalterado en los ultimos 50 afios. Por
ejemplo, el tratamiento contra la tripanosomiasis africana depende de drogas
altamente tdxicas que requieren administracion intravenosa. La terapia contra la
enfermedad de Chagas se limita al uso de nifurtimox y benznidazol, para las cuales,
la toxicidad depende de la dosis, siendo efectivas sdélo en la fase aguda de la
enfermedad (Salomon, 2012). El tratamiento de las enfermedades causadas por
gusanos (esquistosomiasis, filariasis linfatica, oncocercosis) depende de unos
pocos farmacos de caracteristicas sub-6ptimas (Mullner y col., 2011). En resumen,
las quimioterapias disponibles tienen serias limitaciones que incluyen la generacion
de resistencias, costos elevados, administracion parenteral, extensos regimenes de
tratamiento, intolerancia gastrointestinal, nefrotoxicidad y teratogenicidad. Si bien se
estan realizando importantes avances en el desarrollo de vacunas, todavia falta un
largo camino por recorrer para que puedan ser aplicadas. Este contexto genera una
urgente necesidad de desarrollar nuevos candidatos para el tratamiento
quimioterapéutico de estas enfermedades con mejoras sustanciales en sus

caracteristicas farmacolégicas.

Histéricamente el ciclo de innovacién farmacologica comienza con la
investigacion basica, seguido del traslado del descubrimiento a la produccion del
compuesto, su desarrollo, la regulacion asociada, la comercializacion y finalmente
el impacto que produce en la salud. Este proceso dura tipicamente de 10 a 15
afos, y cuesta entre 400 y 700 millones de euros, de acuerdo a las estimaciones de
la industria farmacéutica. Este proceso complejo, largo y costoso, constituye un
problema aun mas dificil de resolver cuando tratamos con enfermedades que
afectan desproporcionadamente a poblaciones pobres y marginadas. Los
rendimientos bajos de la inversion, desalientan a la industria farmacéutica en
asignar recursos para abordar estos desarrollos y una cultura académica que
recompensa las publicaciones por encima del beneficio de la sociedad, ha

exacerbado aun mas el problema. Esta disparidad en la inversién destinada a la
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investigacion de las NTDs ha dado lugar al llamado “gap” 10/90, un término
establecido por el Global Forum for Health Research, para indicar que solo el 10 %
de la inversién en I+D esta dirigido a los problemas de salud originados por las
NTDs. Durante la ultima década se ha producido un avance en la solucion de este
problema, con la aparicion de una serie de sociedades publicas-privadas formadas
por organizaciones no gubernamentales (ONGs), empresas farmacéuticas
multinacionales y pequenas firmas biotecnolégicas en sociacidon con organismos
publicos conocidas como PPPs (del inglés: Public Private Partnerships). Estas
sociedades son gerenciadas por un cuerpo ejecutivo que se rige por los criterios
utilizados en las empresas farmacéuticas, con la diferencia que no se persigue el

beneficio econdmico.

La investigacion en NTDs en ambitos académicos ha sido constante y éste
esfuerzo afortunadamente se ha potenciado en anos recientes con el impulso
recibido por estas organizaciones. Sin embargo, el producto de éstos avances no
ha sido todavia explotado por la industria farmacéutica. Si bien el factor principal de
la falta de interés de la industria ha sido la ausencia de un mercado atractivo desde
el punto de vista comercial, la proteccion de los resultados por parte de integrantes
del sistema cientifico se ve como un obstaculo mas a la hora de avanzar en éstos
desarrollos. De este modo, tanto en circulos académicos, como en éstas
organizaciones, se contempla la no proteccion de los descubrimientos o la
liberacion de los derechos como una forma de acelerar el proceso. Ciertos grupos
han propuesto un sistema de libre acceso a la informacién de manera similar al
usado en el desarrollo de software libre ("open source"), o de manera mas radical
cambiando el sistema de proteccidén de la propiedad intelectual con la creaciéon de
un fondo global que premie a las investigaciones que bajen la mortalidad y

morbilidad que causan estas enfermedades.

Las leishmaniosis forman parte de estas NTDs cuya prevalencia es mucho
mayor en paises subdesarrollados o en vias de desarrollo. Sin embargo, los paises
desarrollados, en los que se pensaba que estas enfermedades habian sido
erradicadas desde hace afios, estan comenzando a sufrir cada vez mas casos de
leishmaniosis. Esto se puede deber principalmente al aumento del turismo, tropas

destinadas en areas endémicas, flujos migratorios, especies domésticas que actuan
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como reservorios y probablemente a los cambios climaticos actuales (Ready, 2010;
Schwartz y col., 2006). Durante décadas, se ha utilizado como primera linea de
tratamiento los ya desfasados derivados del Sb" (Ait-Oudhia y col., 2011). Aunque
recientemente se han introducido nuevos farmacos mas seguros y de mayor
efectividad para remplazar a los Sb", éstos siguen siendo téxicos, producen una
rapida aparicion de resistencias, y en algunos casos no pueden ser administrados
durante la gestacion (Bhattacharya y col., 2007; Berman y col., 2005). Debido a
esto, la busqueda de nuevos compuestos frente a estas enfermedades se ha vuelto
una prioridad ya que la posibilidad de generar vacunas efectivas a corto plazo es
remota. A principios de este siglo, se identificaron las ToplB como dianas
potenciales de intervencion terapéutica frente a Leishmania y otros
tripanosomatidos (Bakshi y Shapiro, 2003; Balafa-Fouce y col., 2006; Balafa-
Fouce y col., 2008).

La eleccién de esta nueva diana se basa principalmente en dos razones: i) la
expresion de la enzima es muy elevada durante la replicacion del parasito, de forma
similar a lo observado en el caso de las células tumorales, y especialmente ii) la
enzima del patégeno difiere estructuralmente de la del hospedador (Villa y col.,
2003).

5.2. UN NUEVO TEST FENOTIPICO

En esta Memoria de Doctorado presentamos una plataforma robusta para el
cribado masivo de compuestos bajo los principios de HTS basada en el uso de una
cepa de L. infantum transformada con una ORF codificante de la proteina
fluorescente infrarroja iIRFP del fitocromo de Rhodopseudomonas palustris. A
diferencia de otros reporteros fluorescentes cuyas longitudes de onda de emisién
estan en el espectro visible, las proteinas fluorescentes que emiten en el infrarrojo
cercano mejoran las propiedades Opticas ya que minimizan la absorciéon debida a
otros componentes de los medios de cultivo como proteinas y lipidos, asi como de
dispersién de luz (Shu y col., 2009). Ademas, la emision de fluorescencia de este
reportero se ha mejorado a través de la integracion estable de su ORF en alguno
de los loci del rRNA 18S, que permite la expresion de proteinas, a la vez que evita
la necesidad de introducir un antibiético de seleccién (Singh y col., 2009). La cepa

modificada con estas condiciones es estable geneticamente, mantiene su virulencia
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a través de pases en ratones y la emision de su sefial puede detectarse faciimente

en un sistema de imagenes infrarrojo Oddissey (Calvo y col., en prensa).

Una vez seleccionada la cepa, se evalud su aplicabilidad para su uso en el
descubrimiento de moléculas pequenas activas frente a Leishmania. Ya que los
amastigotes de Leishmania crecen dentro de las vacuolas parasitéforas del
hospedador definitivo, la potencia del nuevo compuesto no es la Unica condicion
para la identificacion de una molécula “hit” sino la capacidad selectiva de matar el
parasito sin afectar a las células que lo albergan. Por lo tanto, un HTS de
Leishmania debe contemplar este punto, alejandose de los cultivos de formas de
vida libre como los promastigotes. En este punto se han planteado sistemas de
imagen de alto contenido (HCS) en amastigotes axénicos (De Rycker y col., 2013)
e infecciones experimentales en lineas celulares de monocitos diferenciados en
macrofagos, como las THP-1 de origen humano (Siqueira-Neto y col., 2012) o en
cultivos primarios de macrofagos murinos (Aulner y col., 2013). Todas estas
aproximaciones tienen ventajas e inconvenientes para su estandarizacion como
HTS.

i. Los sistemas de imagen HCS son muy laboriosos y requieren de
equipos extremadamente costosos en la actualidad.

ii. Los cultivos de amastigotes axénicos de Leishmania son faciles de
utilizar pero son formas artificiales — resultado de la transformacion
morfolégica por pH y temperatura de los promastigotes — que tienen
diferencias notables con los amastigotes aislados de lesidon (Pescher y
col., 2011). Ademas, su respuesta a farmacos es mas parecida a la de
los promastigotes (De Rycker y col., 2013).

iii. Las infecciones experimentales en lineas de macréfagos también han
sido cuestionadas (Seifert y col.,, 2010). En primer lugar porque
metodologicamente tienen pasos tediosos que alejan a la técnica de ser
HTS. En segundo lugar porque es dificil eliminar los promastigotes que
no han sido fagocitados por los macréfagos y pueden dar falsos

positivos.

El explante ex vivo de un cultivo primario de células infectadas naturalmente
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in vivo con parasitos (Leishmania) fluorescentes tiene una serie de ventajas que le

convierten en un potencial sistema HTS con grandes posibilidades:

i. los parasitos vivos los Unicos capaces de emitir fluorescencia sin
necesidad de usar un sustrato y por lo tanto de ser detectados en el
interior de la célula hospedadora.

ii. las células cultivadas se han infectado de forma natural dentro del
entorno fisioldgico e inmunoldgico del hospedador (Osorio y col., 2011).

iii. el explante ex vivo es un cultivo primario que contiene la variedad
completa de las células que permiten la progresion parasito en el érgano
infectado, y no s6lo dentro de los macréfagos.

iv. desde un punto de vista de laboratorial, la manipulacién es minima y
permite utilizar el formato placa de 384 pocillos, lo que supone poder

detectar mas de 500 compuestos a partir de un unico animal infectado.

En la presente Memoria describimos el desarrollo de un explante de bazo
murino como sistema de deteccidon primaria de moléculas activas frente a L.
infantum. Para ello se infectaron ratones BALB/c con promastigotes metaciclicos
de L. infantum, que originan después de un periodo de 5 a 7 semanas las lesiones
tipicas de leishmaniasis visceral: i) marcada esplenomegalia; ii) elevada carga
parasitaria de los 6rganos afectados vy iii) pérdida de la proliferacion en células
esplénicas. El sistema relne las reglas basicas definidas previamente por Croft
como ideales para un sistema de deteccion masivo de farmacos en
tripanosomatidos (Croft, 1986): i) utilizacion de las formas del parasito especificas
del hospedador; ii) La sefial de fluorescencia del explante guarda correlacion con el
numero de amastigotes, o que hace que el sistema puede adaptarse facilmente a
ensayos cuantitativos; iii) la potencia del farmaco es facilmente cuantificable por los

cambios en la sefial de fluorescencia infrarroja.

Durante el proceso de estandarizaciéon del método, usamos AMPB — un
farmaco estandar de uso clinico para la leishmaniasis visceral — que mostré una
actividad leishmanicida frente a amastigotes a concentraciones cercanas a las
alcanzadas en el suero de animales tratados (Bekersky y col.,, 2002).

Simultaneamente se evaluaron 298 compuestos procedentes de tres colecciones
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diferentes de farmacos de estructura variable; podofilotoxinas, combrestatinas,

quinonas, p-carbolinas e indenoisoquinolinas (Calvo y col., en prensa).

5.3. COMPUESTOS CON ESTRUCTURA INDENOISOQUINOLINICA

En 1990 Kurt Kohn lanzé la hipétesis de que los inhibidores de Top atrapan
los complejos CL en la interfase de la union enzima con el DNA y propuso que
estos compuestos se apilan entre los pares de bases que flanquean el sitio de CL
debido a su estructura aromatica plana. Otros enlaces adicionales facilitarian la
interaccion del inhibidor con la enzima. Este modelo interfacial ha sido validado
posteriormente con los co-cristales de las hToplB con CPTs, indenoisoquinolinas e
indolocarbazoles al DNA (Staker y col., 2005; loanoviciu y col., 2005; Marchand y
col., 2006). Al igual que otros inhibidores de ToplIB las indenoisoquinolinas se unen
en la interfaz de los complejos de CL intercalando en el sitio de escision
(interacciones 1-1m) mediante la formacion de una red de enlaces por puentes de H
con aminoacidos de la enzima implicados en la resistencia a CPT (Pommier, 2009)
(Fig. 6.1).

Figura 6.1. Esquema de la inhibicion interfacial de la hTopIB por CPT (izda.) e
indenoisoquinolinas (der.) mostrando los aminoacidos involucrados en la formacién

de complejos CL con el DNA (Pommier, 2009).
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La importancia de la inhibicion en la interfase enzimatica ha demostrado su
valor en la fase inicial del descubrimiento de nuevos farmacos de origen natural, y
para el establecimiento de ensayos de alto rendimiento basados en la mejora de la

inhibicién de la unién macromolecular basada en un unico lugar de accion.

Las CPTs son los unicos inhibidores de la TopIB aprobados clinicamente
para canceres de colon, pulmén y de ovario (Teicher, 2008; Burgess y col., 2008).
Sin embargo la CPT y sus derivados tienen una serie de limitaciones: i) las CPTs
son quimicamente inestables y rapidamente se inactivan a la forma carboxilato en
sangre (Pommier, 2006); ii) los complejos CL revierten en cuestién de minutos
después de la eliminacion del farmaco, lo que supone la administracion continuada
del farmaco en forma de infusion (Teicher, 2008); iii) las células que sobreexpresan
los transportadores ABCG2 y ABCB1 producen resistencia cruzada a CPTs (Brangi
y col., 1999); iv) los efectos secundarios de las CPTs limitan su dosificacion y son

potencialmente graves (diarrea y neutropenia) (Rivory, 1996).

Las indenoisoquinolinas tienen varias caracteristicas favorables: i) a
diferencia de las CPTs, las indenoisoquinolinas son entidades quimicamente
estables (Kohlhagen y col., 1998); ii) forman complejos CL en secuencias de DNA
diferentes de las CPTs lo que sugiere una diferenciaciéon en la inactivacion de
genes diana (Strumberg y col., 1999); iii) su actividad anti-proliferativa es similar o
superior a la de las CPTs en los paneles de lineas tumorales ensayadas (Cushman
y col, 2000); iv) se dirigen selectivamente sobre la TopIB eucariota; v) no son
sustratos de transportadores de membrana ABC, lo que sugiere una capacidad
intrinseca para superar la resistencia a CPTs (Antony y col., 2007); vi) su actividad
antitumoral en modelos animales es superior, lo que sugiere que las dosis

terapéuticas en ratones podrian ser alcanzables en humanos (Antony y col., 2005).

En trabajos previos de nuestro grupo de investigacion, se validé el potencial
leishmanicida de una serie de derivados de la CPT en un modelo de esplenocitos
murinos infectados con una cepa de L. infantum que expresa la proteina de
fluorescencia infrarroja 1 (IFP1.4) (Prada y col., 2013; Balafa-Fouce y col., 2012b).
Para todos los compuestos, la sensibilidad de la forma amastigote fue mucho

mayor que la de los promastigotes. Este hecho no es inesperado ya que muchas
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drogas con diferentes dianas intracelulares se han manifestado de la misma
manera (Coombs y col., 1983). Ademas, uno de estos analogos — el gimatecan —
presentaba un indice selectivo superior a 170, tres veces mayor al obtenido para la
miltefosina, uno de los tratamientos clinicos actuales de la enfermedad. De la
misma manera que las CPTs las indenoisoquinolinas actian como venenos ToplB
sobre la enzima de Leishmania operando dentro del rango micro/nanomolar. Esta
caracteristica, ya estudiada en células tumorales y que nuestro grupo ha explorado
con otros compuestos estructuralmente semejantes en estudios previos (Prada y
col.,, 2012), nos ha servido para poder ir otorgando un mecanismo de accién
primario a todas las moléculas que resultaron potencialmente activas en el cribado
HTS frente al patégeno. De la misma manera se estudio el resultado de dicha
inhibicion, la fragmentacion de doble cadena del DNA nuclear — medido como la
capacidad de fosforilar la histona YH2A — y sus consecuencias en el ciclo celular en

las primeras horas de exposicidén a los compuestos quimicos.

Los resultados presentados en la Memoria con las distintas series de
indenoisoquinolinas demuestran igualmente la mayor sensibilidad de los
amastigotes sobre los promastigotes a estos compuestos. Ademas, un gran
porcentaje (67 %) de las indenoisoquinolinas analizadas en el explante fueron “hits”
de acuerdo a los criterios de astringencia al que fueron sometidos los compuestos
en el HTS. De todos los compuestos, los pertenecientes a las series 1, 2 y 3 fueron
los que mostraron una actividad leishmanicida mayor, y salvo excepciones, todos
traspasaron el umbral para ser considerados “hit” comparados con la AMPB, el

control positivo con que fue estandarizado el protocolo.

Estudios previos realizados en T. brucei demuestran que el nucleo del
farmacoforo (Fig. 6.2, donde R1 = R2 = R3 = H) era esencialmente inactivo (<20%
de inhibicién a una concentracién de 10 uM) (Bakshi y col., 2009). Sin embargo, la
sustitucion en estas posiciones por grupos aceptores de electrones convirtio a estas
moléculas en “hits” potenciales en el ensayo HTS: N6, C3 y C9. Los compuestos
activos tuvieron una cadena alquil-amina de diferente longitud en N6 que le
proporcionaba carga positiva a la molécula en las condiciones de ensayo. Los

compuestos de la serie 1 con un unico sustituyente R1 en N6 diferian en la longitud

168



Discusion

del alquilo desde la etil- (TN1-61), propil- (TN1-62), butil- (TN1-65) y hexil-amina
(TN1-75).

Figura 6.2. Estructura bésica del farmacoforo de la indenoisoquinolina con la

posicion de los tres sustituyentes principales

Los resultados obtenidos en explantes murinos demuestran que el
compuesto con mayor potencia leishmanicida (0,12 uM) y mayor IS (4,9) era TN1-
62, que se correspondia con un grupo propilamino en N6. Este compuesto ademas,
producia la inhibicion de LdToplIB recombinante a una concentracién > 0,01 uM
(ICs0 = 5 nM, en un ensayo de inhibicién de la relajacion) y era claramente selectivo
sobre la enzima del patégeno (ICso < 10 uM sobre hToplB). Merece la pena
mencionar que el efecto de estos compuestos inhibiendo el ensayo de relajacion
del DNA superenrrollado no tuvo reflejo en la ruptura del mismo y la formacién de
complejos CL. Esto se demuestra en los ensayos de relajacion/cleavage realizados
en geles de agarosa en presencia de BrEt y en el gen de secuenciacion de urea de
la Fig. ZXC donde se muestra el efecto de varias indenoisoquinolinas (incluida TN1-
65), usando GMT como control positivo. Esta molécula (y por inferencia, el resto de
la serie 1), no es capaz de producir roturas de cadena sencilla (CL) en el DNA cebo
utilizado en el ensayo. A pesar de la incapacidad de los compuestos de la serie 1
de producir roturas de cadena sencilla, los resultados demuestran que al menos
TN1-62 previno significativamente la formacion de complejos CL por la CPT con

LdTopIB. Merece la pena sefalar que la banda de ADN relajado que aparece con
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las dos enzimas en presencia de cantidades saturantes de CPT, desaparece con la

TN1-62 que tiene la capacidad de prevenir la relajacion aun en presencia de CPT.

Més significativos son los resultados obtenidos de las analisis de Western
realizados con los extractos de promastigotes expuestos a los compuestos de la
serie 1. El efecto sobre la fosforilacién de la histona yH2AX de los promastigotes
incubados con una concentracién de 10 uM de TN1-62 fue muy significativo. Este
efecto no se pudo observar con TN1-61 (amino-etil en N6) y TN1-65 (aminobutil en
N6) pero podian observarse — aunque en una menor intensidad — con el compuesto
TN1-75 (aminohexil en N6). De estos resultados podemos deducir que la presencia
de TN1-62 alerta a la célula de una rotura de doble cadena en su DNA y pone en
funcionamiento los sistemas de reparacion basados en mecanismos de
recombinacion homologa parando el ciclo celular. Estos compuestos han sido
definidos fundamentalmente como intercalantes, actuando el N protonable del
grupo amino como lugar de interacciéon con los grupos fosfodiéster del esqueleto
del acido nucleico donde debe situarse la indenoisoquinolina para su union dentro
del complejo ternario que contiene el inhibidor, el DNA vy la proteina (Cushman et
al., 2000). Es por lo tanto dificil de explicar cédmo estos compuestos que no
producen complejos de CL mediados por LdToplB, puedan sin embargo inducir los
sistemas de reparacién de roturas de doble cadena (DSBs). Este tipo de dafo
puede tener graves consecuencias para la célula, la cual no podra mantener la

estabilidad de su genoma o viabilidad.

Los mecanismos de reparacion homologos como la union de extremos no
homologos, requieren la alteracion de la compactacion del DNA para permitir el
acceso de las enzimas involucradas en los mismos. La unidad fundamental que
constituye la cromatina es el nucleosoma, formado por un octamero compuesto por
dos unidades de cuatro histonas cada una, H2A, H2B, H3 y H4, sobre las que se
envuelven aproximadamente 150 pb del DNA. Las modificaciones post-
traducionales de las histonas o el remplazo de las mismas por algunas de sus
variantes, produce cambios en el empaquetamiento del DNA que facilita el acceso

de las enzimas de reparacién o control transcripcional.

La histona yH2A incluye tres subfamilias, H2A1-H2A2, H2AZ y H2AX. En las
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células de mamifero, la fosforilacion de la histona H2AX en la Ser-139, es un tipo
de sefializacion que se produce de manera temprana y predominante en las roturas
DSB, utilizandose para su cuantificacién (Rothkamm y Lébrich; 2003). Sin embargo,
se ha identificado también, como respuesta a este tipo de dafio, otro lugar de
fosforilacion correspondiente a la Thr-142 (Singh y col.,, 2012). Los
tripanosomatidos solamente poseen una variante de H2A, la cual parece ser
homdloga a H2AZ (Alsford y Horn; 2004). La fosforilacion de H2A como respuesta
al dafio de doble cadena, se ha identificado en T. brucei, donde la Thr-130 seria el

aminodcido fosforilado (Glover y Horn, 2012).

Comparando las secuencias de esta proteina en Leishmania con la de otros
organismos, encontramos que en este protozoo, la fosforilacion también tendria
lugar en la treonina mencionada y en base a ello disefiamos un fosfo-péptido con el
que inmunizamos un conejo y cuyo anticuerpo que ha podido identificar el dafo de
doble cadena producido por inhibidores de la ToplIB, de los cuales se tienen

referencias sobre su capacidad para inducir este tipo de sefalizacion.

Los inhibidores de Top | y Il estabilizan las roturas transitorias formadas en
el DNA durante su mecanismo de accion, formando complejos CL generando
roturas DSB en el material genético. Estas colisiones también pueden producirse
entre la RNA polimerasa y el complejo en el DNA que esta siendo transcrito (Hsiang
y col., 1989; D’Arpa y col., 1990). Estudios realizados con células de mamifero
indican que los inhibidores de Topl inducen la fosforilacion de la histona H2AX en
células que se encuentran fundamentalmente en fase S, mientras que los

inhibidores de Topll inducen la fosforilacion en todas las fases (Huang y col., 2004).

Las proteinas responsables de la fosforilacion de la histona son las
pertenecientes a la familia fosfatidilinositol-3-quinasa “like”, que incluye las quinasas
ATM (Ataxia Telangiectasia Mutada), ATR (Ataxia Telangiectasia-Rad3) y DNA-PK
(protein quinasa dependiente de DNA). Aunque todas ellas podrian participar en el
proceso, ATM parece ser la actua en mayor medida en respuesta al dafo de
cadena simple que ocasiona el estancamiento de horquilla de replicacion
generando el dafio de doble cadena; mientras que ATR se induce tras el dafio del

DNA de cadena sencilla que surge en los procesos de reparacién por escisién de
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nucleotido (NER) (Kinner y col, 2008; Katsube y col., 2014). En los proteomas
predictivos de L. major, L. braziliensis, L. infantum, T. cruzi y T. brucei se han
identificado fosfatidilinositol quinasas similares, en concreto las proteinas
codificadas por LmjF02.0120, LbrM02_V2.0130 y LinfJO2_V3.0100 serian
homologas a ATM, mientras que en L. major, L. braziliensis y L. infantum; los genes
LmjF32.1460, LbrM32_V2.1620 y Lind32_V3.1520 codificarian proteinas
homologas a ATR (Bahia y col., 2009).

La wortmanina — un esteroide procedente del hongo filamentoso Penicillium
funiculosum — inhibe las ATMs de mamifero a concentraciones nanomolares y las
ATRs a concentraciones mayores (Sarkaria y col., 1998) Hemos probado el efecto
de este inhibidor sobre la fosforilacion de la histona H2A. Para ello tratamos
promastigotes de Leishmania con 20 yM wortmanina, una concentracién capaz de
inhibir ATM en células Hela pero no ATR, que requerira concentraciones de hasta
100 uM (Wang y col., 2005). La cafeina se ha usado también para el estudio de
sistemas de sefializacion y puntos de control, mediados por ATM y ATR, debido a
su capacidad para inhibir dichas enzimas (Sarkaria y col., 1999). Por ello,

examinamos el efecto de la cafeina a una concentracion de 4 mM.

Segun nuestros resultados, las células tratadas con wortmanina, CPTs e
indenoisoquinolinas, muestran un descenso en los niveles de fosforalicién de la
histona, lo que podria deberse a la inhibicion de ATM. A pesar del descenso en los
niveles de fosforilacion detectados en presencia de los dos inhibidores, son
mayores que los de las células control, por lo que la fosforilacidon podria producirse

por la accion de ATR.

En los compuestos de la serie 2, bajo la estructura constante de TN1-62, se
introdujeron dos modificaciones polares en C3 — un grupo NO; invariable —y en C9
un grupo éster (metoxi-, acetoxi- o etanol) o halégeno (Br-, I-). El resultado es que
todos los compuestos fueron “hits” en el cribado HTS manteniendo una mayor
actividad leishmanicida frente amastigotes axénicos que sobre promastigotes.
Ademas, todos los compuestos tuvieron una Clsy (amastigotes de explante) e IS
semejantes a la de su compuesto de cabecera (TN1-62), lo que nos indica que

estas sustituciones no mejoran su actividad leishmanicida ni su citotoxicidad.
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Sin embargo, los estudios realizados sobre las enzimas recombinantes tanto
de Leishmania como de humana demuestran que la todos los componentes de la
serie 2 son capaces de inducir complejos CL en el DNA sustrato cuando se incuban
en presencia de la enzima humana y en la mayoria de los casos del patégeno. Este
efecto de ruptura del DNA puede ser atribuido al grupo NO; en posicion C3 ya que
los compuestos AM14-7, AM10-63 y AM10-57 de la serie 3 carecen de sustituyente
en posicion C9 y mantienen la capacidad de producir la ruptura del DNA en
presencia de hToplIB. Con todos los compuestos de la serie se pudo observar que
la capacidad de formar complejos CL era muy superior con la enzima recombinante
de origen humano que con la de Leishmania. De hecho, cuando se realizaron
estudios de cleavage en geles de secuenciacién de urea con el compuesto AM14-
67 no se pudieron observar bandas especificas de CL. Este efecto ya se habia
observado con otros derivados CPTs (Prada y col., 2013) e indenoisoquinolinicos
(Bakshi y col., 2009; Balafa-Fouce y col., 2012) y puede atribuirse a la diferente
estructura de la LdToplB (complejo heterodimérico) respecto a hToplB (enzima
monomeérica). Por su parte los resultados de competicién demuestran que la banda
de ADN relajado que aparece con la dos enzimas en presencia de cantidades
saturantes de CPT, desaparecen al afadir AM 14-58 que tiene la capacidad de

prevenir la relajacién aun en presencia de CPT.

La introduccion del grupo NO; en posicién N6 tiene un resultado evidente
sobre la fragmentacion del DNA en promastigotes. Todos los compuestos de la
serie introducian dafos de cadena doble en el DNA. Algunas de estas moléculas:
AM14-58 (OCH;3 en C9), AM14-32 (OEt en C9) y AM10-30 (Br en C9) producian el
dafio maximo en el DNA gendmico en apenas 15 min y parada del ciclo celular a

tiempos cortos.

Dejando establecido el papel del grupo NO, en posicion N6 y su efecto en la
produccion de CL, se paso a estudiar qué rol jugaba la polaridad del sustituyente
R1 en posicion N6. Teniendo en cuenta que la mayor actividad la proporciona la
cadena de tres carbonos, se realizaron varias sustituciones que tenian un claro
efecto sobre la carga final del radical (serie 3). El reemplazamiento del NH; terminal
en R1 por un anillo de imidazol origina un compuesto con potencia aumentada
(compuestos AM14-19 y AM10-57 vs. TN1-62).
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Sin embargo, las relaciones estructura-actividad con grupos mas
voluminosos sustituyendo al grupo NH, del aminopropilo en posicion N-6 (3-
imidazolil-1-propil y morfolino propil) dieron lugar a compuestos con diferente accion
leishmanicida. Mientras que el grupo imidazolil originaba compuestos con alta
actividad inhibidora (AM10-57 y AM14-19) los que tenian un grupo morfolino en la
misma posicion eran menos activos (AM10-63 y AM14-16). Finalmente, los
compuestos resultantes de sustituir el grupo amino por un halégeno, Br (AM12-13)
0 | (AM14-9) fueron mas citotoxicos y se ha propuesto que su actividad podria

deberse a su capacidad de alquilar el DNA (Cushman y col., 2000).

La introduccién de un puente metilendioxi entre las posiciones C8 y C9
mejora notablemente la potencia del compuesto AM4-42 con respecto a los
compuestos TN1-62, AM14-7 y AM14-58. La importancia del puente metilendioxi es
una reminiscencia de su papel en la mejora de la potencia de los analogos de la
CPT y es consistente con la nocion de que las indenoisoquinolinas actuan
inhibiendo la ToplIB. Esta afirmacién se pudo constatar en el ensayo de formacion
de complejos CL en agarosa — donde se observdé que no sélo se producia la
inhibicion de la relajacion de DNA superenrrollado a concentraciones nanomolares
sino en un gel de secuenciacidn en urea a una concentracion de 0,01 uM. Este
efecto sobre la integridad del DNA originaba complejos CL diferentes a los
observados con el GMT y otras CPTs, lo que nos indica que los lugares de
estabilizacion de esta molécula no son coincidentes con los de los compuestos de
estructura camptotecinica (Strumberg y col., 1999). Sin embargo, la presencia del
grupo aminopropil en posicion R4y del N6 sigue siendo de capital importancia para
mantener la actividad leishmanicida. Los compuestos MNR1-38 (imidotecan), MJIII-
65 y BD-1I-52 con modificaciones en esta posicién que afectan al pK del N del grupo
alquilamino, tuvieron un efecto mucho menor sobre la viabilidad del patégeno e
inhibieron la actividad de la LdToplIB en el rango micromolar. Estos compuestos que
portan una doble metoxilacion en C2 y C3 tenian un cierto grado de
hidrosolubilidad, caracteristica deseable en una molécula en el contexto del
desarrollo de farmacos. Sin embargo, a diferencia de Leishmania, la enzima
humana era estabilizada formando complejos de CL que no volvian a religar con
cualquiera de los tres compuestos a concentraciones nanomolares. Todos estos

compuestos producian dafios de doble cadena en el DNA y una significativa
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induccién de la fosforilacion de la histona H2AX en promastigotes de Leishmania,
que podria justificarse por su potencial efecto sobre topoisomerasas de tipo Il (Ahn
y col., 2010). Este efecto confirmaba los resultados de Bakshi y colaboradores
(2009) en T. brucei y sugerian una elevada toxicidad de los derivados de la 8,9-

metilendideoxi-indenoisoquinolina en el tratamiento de estas enfermedades.

Tabla 6.1. Prediccion in silico de las propiedades moleculares de las

indenoisoquinolinas de las series 1, 2 y 3 analizadas en la presente Memoria.

e K R

TN-1-61 310,96 1,151
TN-1-62 322,96 1,509 4 0 4
TN-1-65 334,96 1,867 4 0 4
TN-1-75 358,96 2,583 4 0 4

2 AM-14-58 396,95 0,911 5 0 4

AM-14-67 424,95 0,525 6 0 4
AM-14-32 408,95 1,334 > 0 4
AM-10-30 447,88 1,424 4 0 4
AM-12-21 387,96 0,787 4 0 4

3 AM-14-7 408,95 0,774 5 0 4

AM-14-9 474,89 2,478 4 0 4
AM-14-16 460,95 1,14 6 0 4
AM-12-13 525,81 3,061 3 0 3
AM-14-19 411,99 1,231 6 0 4
AM-14-21 420,95 1,54 5 0 4
AM-10-57 418,96 1,925 5 0 4
AM-10-63 432,95 1,322 5 0 4
AM-11-80 380,99 1,179 5 0 4

HBA: Hydrogen Bond Aceptors
HBD: Hydrogen Bond Donors
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Para que cualquier entidad quimica pueda completar con éxito la fase inicial
del descubrimiento de farmacos, es necesario que tenga unas buenas propiedades
farmacocinéticas y unos perfiles de toxicidad aceptables. En las Tablas 6.1y 6.2 se
presentan las propiedades moleculares de los compuestos de las series 1, 2y 3
usando el paquete informatico Drug Likeness Tool (DruLiTo)

(http://www.niper.gov.in/pi_dev_tools/DruLiToWeb/DruLiTo_index.htm).

Se analizaron los cuatro parametros seleccionados por Lipinski para tener
una biodisponibilidad aceptable in vivo: coeficiente de reparto octanol/agua (ClogP )
<5, peso molecular (MW) <500, numero de aceptores por enlaces por puentes de H
(HBA) <5 y numero de donantes de enlaces por puentes de H (HBD) <10. De
acuerdo con Lipinski las moléculas que violen mas de una estas reglas pueden
tener algun efecto no deseable sobre sus propiedades farmacocinéticas (Lipinski y
col., 2001). Dada la importancia de estas propiedades moleculares en la
biodisponibilidad de las moléculas estudiadas, hicimos un estudio predictivo de
dichos parametros sobre las series 1, 2 y 3. De los resultados de la Tabla se predijo
que con excepcion del compuesto AM12-13 de la serie 2, con un MW > 500 Da,
todos los compuestos cumplian las cuatro premisas. Es bien conocido que una sola
violacién de cualquier de estos parametros Lipinski no tiene un efecto significativo
sobre las propiedades farmacocinéticas del ligando, por lo que AM12-13 no tendria

porqué ser rechazado como posible candidato.

Por lo tanto a partir del estudio de la prediccion in silico de las propiedades
moleculares, hemos llegado a la conclusion de que ninguna de las entidades
quimicas estudiadas hasta el momento tendrian ningun problema de

biodisponibilidad.

Las dos series de aromatecinas sustituidas en C14 fueron preparadas a
semejanza de estructuras activas frente a ToplB de la CPT, la luotonina (un
producto natural aislado de Peganum nigellastrum) y las indenoisoquinolinas
(Cinelli et al., 2008). La hidroxiacuminatina es un producto natural heterociclico raro
aislado de C. acuminata que contiene el nucleo de la 12H-5,11a-diazadibenzo [b,h]
fluoren-ona-11 no sustituido que se ha denominado rosettacina (Fig. 6.3). Los

compuestos sustituidos de este farmacoéforo se denominan aromatecinas debido a
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la similitud en estructura y mecanismo de accion a los compuestos descritos en

esta Memoria.

Tabla 6.2. Prediccion in silico de las propiedades moleculares de las
indenoisoquinolinas de las series 4, 5 y la bis-indenoisoquinolina AM8-3 analizadas

en la presente Memoria.

e N e N
4 0 4

EK-4-41 340 0,956 6

EK-5-9 409,98 -0,206 8 0 4

EK-5-71 472,95 0,952 9 0 4

EK-5-74 422,96 1,089 6 0 4

> MJ-I11-65 462,94 1,022 9 0 4
NMR-I-38 472,95 2,173 9 0 4

DB-1I-52 467,97 0,04 10 0 4

AM-8-3 611,99 2,922 8 0 3

HBA: Hydrogen Bond Aceptors
HBD: Hydrogen Bond Donors

Los resultados previos en lineas tumorales humanas apuntan a que estos
compuestos tienen efecto antiproliferativo en numerosas lineas de células
tumorales con resultados prometedores. Estos resultados establecen que el 14-
sustitucion, en su conjunto, sirve para mejorar inhibidora hToplB y la potencia

antiproliferativa.

Este efecto puede atribuirse a un aumento de la solubilidad (como se ve con
las CPTs sustituidas en posicion 7; topotecan e irinotecan), complementariedad de
carga con el DNA y a la formacion de enlaces de hidrégeno (tal y como se propone
para las indenoisoquinolinas). Estos datos han servido para revitalizar el interés de
esta clase de compuestos que anteriormente se consideraban inactivos, gracias a
la sustitucion en C14. La actividad leishmanicida de estos compuestos fue

significativamente menor que la encontrada para CPTs e indenoisoquinolinas.
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Ademas apenas se encontrd correlacion entre la actividad antiproliferativa y la
inhibicion de la ToplB por los compuestos MC2-8, AM17-72, AM17-74 y AM17-75 y
la no aparente fragmentacion de doble cadena del DNA, aunque todos ellos

presentaban buenas condiciones para su administracién in vivo (Tabla 6.3).

Figura 6.3. Estructura quimica de la luotonina (1), rosettacina (2) y de las

aromatecinas 14- (3) y 1,4- (4) sustituidas empleadas en la Memoria.

Tabla 6.3. Prediccion in silico de las propiedades moleculares de las aromatecinas
de la serie 6 analizadas en la presente Memoria.

e e R e R
6 0 4

MC-2-6 336,01 0,017 5

MC-2-8 360,01 0,733 5 0 4
AM-17-72 472,99 0 7 0 4
AM-17-74 462,98 0 7 0 4
AM-17-75 446,99 0 6 0 4

MC-4-59 432,98 1,573 6 0 4

HBD: Hydrogen Bond Donors
HBA: Hydrogen Bond Aceptors
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Estos analogos se ensayaron como inhibidores de ToplB y agentes
antiproliferativos con resultados variables en un panel de células tumorales (Cinelli
y col.,, 2010). El efecto leishmanicida de estos compuestos se ve claramente
disminuido respecto a las aromatecinas tanto en promastigotes como en
amastigotes. Ademas no se encuentra correlacion entre la actividad anti-TopIB y la

citotoxicidad de estos compuestos.

Los resultados de la presente Memoria, ponen de manifiesto la necesidad
de nuevas herramientas que sirvan para cribar grandes numeros de pequefas
moléculas y que a su vez puedan ser evaluadas sobre una diana molecular
prometedora para su optimizacién. Por un lado hemos desarrollado un sistema
fenotipico de cribado que ha servido para seleccionar una serie de moléculas cuyo
mecanismo de accion esta basad en la inhibicién de la TopIB. Esta diana molecular,
que esta siendo estudiada por nuestro grupo desde hace mas de 10 afos, difiere
sustancialmente de la del hospedador, haciéndola especialmente atractiva en las
fases preliminares del descubrimiento de farmacos. Gracias a los resultados de la
presente Memoria se profundiza en el conocimiento de la LiTopIB y se abre el
camino hacia un desarrollo racional de nuevos farmacos con una diana terapéutica

claramente definida frente a las diversas formas de leishmaniosis.
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6. CONCLUSIONES

1. La cepa de Leishmania infantum que emite fluorescencia en el infrarrojo
cercano utilizada en la Memoria representa un importante paso adelante en la
investigacion bioimagen de la leishmaniasis visceral, proporcionando un modelo
robusto de la deteccion fenotipica adecuado para plataforma HTS de
colecciones o bibliotecas de pequefias moléculas en explantes esplénicos de
ratones BALB/c

2. De las tres colecciones de moléculas pequefias cribadas — 298 en total - de
acuerdo a la plataforma HTS de explantes murinos, 29 — un 10 % del total —
fueron seleccionadas como “hits” con potencial leishmanicida semejante a la
anfotericina B utilizada como control positivo. De estas 29 moléculas, 18 tenian
estructura indenoisoquinolinica, o que nos indica el importante potencial de

estas moléculas frente a esta patégeno.

3. De las moléculas pequefias seleccionadas como “hits” varias se revelaron
como potentes inhibidores de la DNA topoisomerasa de tipo IB de Leishmania.
La presencia de un grupo amino-propil en posicién Ng del farmacoéforo, produce
la inhibicion de la relajacion del DNA superenrrollado. Por su parte, la inclusion
de un grupo NO; en posiciéon C3; genera compuestos con capacidad de producir
complejos CL. Por lo general los compuestos con sustituyentes aminoalquilicos
de mayor longitud, o con un heterociclo sustituido reducen el potencial

inhibitorio del compuesto.

4. De la serie de derivados indenoisoquinolinicos estudiada frente a la DNA-
topoisomerasa de tipo IB de Leishmania infantum, sélo aquellos que producian
complejos CL inducian la fosforilacion de la histona yH2A y por lo tanto la

reparacién de dafio cromosémico de cadena doble.
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