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Los productos naturales son la fuente mas valiosa para el
descubrimiento y desarrollo de nuevos fdrmacos y sustancias bioactivas.
Especificamente los microorganismos de origen terrestre como hongos y
actinobacterias constituyen actualmente la principal fuente de antibioticos,
antifungicos, anticancerigenos, inmunosupresores, anti-inflamatorios,
insecticidas, herbicidas y antiparasitarios. Asimismo, estos productos han
servido de scaffold para el desarrollo de nuevos productos sintéticos. El
suelo es un entorno complejo y dindmico que contiene una gran cantidad
de biomasa metabdlicamente activa de los tres reinos de la vida. La mayor
parte de esta biomasa es microbiana, y la actividad de estos
microorganismos juega un papel clave en diferentes procesos ecoldgicos y
ambientales, incluidos los ciclos del carbono y del nitrégeno. El suelo es el
componente ambiental con mayor biodiversidad, especificamente
microbiana, a oOrdenes de magnitud del resto de componentes del
ecosistema. Ello implica una enorme diversidad genética y metabolica que
probablemente es un reflejo de la gran heterogeneidad edafica a escalas que
van desde kilometros hasta micrometros. Es a esta escala microscopica que
los microorganismos interacttan con el suelo y otros organismos presentes
en él, lo que juega un papel fundamental en el desarrollo de una compleja
quimica de metabolitos secundarios, considerandose como una fuente rica

en moléculas bioactivas tinicas.

La enfermedad del suefio o tripanosomiasis africana es una
enfermedad causada por el parasito protozoario T. brucei, que ocasiona un
grave problema de salud en 36 paises del Africa subsahariana y que ademas
tiene un afadido impacto socioeconémico, debido a la infeccion tanto de
humanos como del ganado doméstico. No existen vacunas disponibles
frente a T. brucei debido a la capacidad que tiene el parasito para cambiar la
glicoproteina variable de superficie (VSG, del inglés “variant surface
glycoprotein”) evitando las respuestas mediadas por anticuerpos del
huésped. El tratamiento principal se basa inicamente en quimioterapia, y
aunque los farmacos utilizados son efectivos, la mayoria de ellos son viejos
y estan lejos del concepto moderno de farmaco en términos de toxicidad,
especificidad y régimen terapéutico. Por lo tanto, existe una clara necesidad

de nuevos tratamientos seguros y asequibles para su tratamiento. En este
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sentido, los productos naturales son la principal fuente de nuevos farmacos
ya que son estructuras que han sido sintetizadas, degradadas vy
transformadas por sistemas enzimaticos. En la busqueda de nuevas
moléculas con actividad tripanocida, hemos realizado un cribado de alto
rendimiento a partir de extractos microbianos de una libreria de productos
naturales procedentes de hongos y actinomicetos. El fraccionamiento de
uno de estos extractos, perteneciente a un cultivo del hongo Amesia sp.,
generd un nuevo miembro de la familia de los curvicollides que ha sido
designado como curvicollide D. El nuevo compuesto mostrd una
concentracion inhibitoria 50 (ICso) 16 veces menor en Tripanosoma brucei que
en células humanas. Ademas, indujo la detencion del ciclo celular y la
alteracion de la estructura nucleolar. Finalmente, demostramos que el
curvicollide D se une al ADN e inhibe la transcripcion en los tripanosomas
africanos, lo que provoca la muerte celular. Estos resultados constituyen el
primer reporte sobre la actividad y modo de accién de un miembro de la

familia de los curvicollides.

El otro compuesto seleccionado del cribado inicial, a partir de
especies del género Amesia fué la chaetocina. La chaetocina mostré un efecto
dependiente de la dosis sobre la viabilidad de T. brucei con una ICso de 8,3
nM y con un indice de selectividad en células de mamiferos desde 15 a mas
de 120. La chaetocina entra al interior celular mediante endocitosis, lo que
explicaria la alta sensibilidad en T. brucei, provocando un fallo en la
citocinesis y finalmente muerte celular. Ademas, la chaetocina indujo
alteraciones tempranas en la estructura del nucléolo y, especificamente,
produjo la inhibicion de la transcripcion mediada por la ARN polimerasa I
en el locus ribosomal y el sitio de expresion activo. Ademas, determinamos
que la chaetocina estabilizaba estructuras G-quadruplex (G4), e inducia
dafios en el ADN en T. brucei. En conjunto, estos resultados demuestran que
Chaetocina es un inhibidor especifico de la transcripciéon mediada por la
ARN PolIenT. brucei a través de la unidn a estructuras G4 induciendo dafio
en el ADN.

Finalmente, hemos producido un nanotransportador de farmacos
para el tratamiento de la tripanosomiasis Africana humana (HAT, del inglés
“Human African Tripanosomiasis”). Este nanosistema esta guiado por un

nanoanticuerpo (Nb) que reconoce a la proteina invariable de superficie
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ISG75. Esta proteina estd altamente conservada en los tripanosomas
africanos, lo que convierte a este nanosistema en una potencial heramienta
para el tratamiento de todos los tipos de HAT. Ademas, se ha afiadido a este
Nb la recuencia del péptido ligando del receptor de transferrina con objeto
de facilitar al nanosistema el cruce de la barrera hematoencefalica.
Experimentos in vitro e in vivo mostraron una alta especificidad de este
nanosistema frente a T. brucei y curando la enfermedad en un modelo

murino de tripanosomiasis africana.

En esta tesis doctoral, ponemos de manifiesto la importancia de los
extractos naturales, principalmente procedentes de hongos y actinomicetos
del suelo como fuente de nuevos fadrmacos, y la importancia de dichos
farmacos en el tratamiento de enfermedades como la tripanosomiasis
Africana. Se aportan nuevas moléculas con capacidad tripanocida, con
mecanismos de accion auin por explotar, asi como una nueva perspectiva en
el abordaje del tratamiento de enfermedades que afectan al sistema
nervioso central (SNC), mediante la generacién de un transportador de
farmacos selectivo frente a T. brucei con potencial de atravesar la barrera
hemato-encefalica (BHE).
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Natural products are the most valuable source for the discovery and
development of new drugs and bioactive substances. Specifically,
microorganisms of terrestrial origin, such as fungi and actinobacteria, are
currently the main source of antibiotics, antifungals, anticancer,
immunosuppressants, anti-inflammatories, insecticides, herbicides and
antiparasitic drugs. Likewise, these products have served as a scaffold for
the development of new synthetic products. Soil is a complex and dynamic
environment that contains a large amount of metabolically active biomass
from all three kingdoms of Life. Most of this biomass is microbial, and the
activity of these microorganisms plays a key role in different ecological and
environmental processes, including the carbon and nitrogen cycles. The soil
is the environmental component with the greatest biodiversity, specifically
microbial diversity, at orders of magnitude of the rest of the components of
the ecosystem. This implies an enormous genetic and metabolic diversity
that is probably a reflection of the great edaphic heterogeneity at scales
ranging from kilometers to micrometers. It is at this microscopic scale that
microorganisms interact with the soil and other organisms present in it,
which plays a fundamental role in the development of a complex chemistry
of secondary metabolites, being considered as a rich source of unique

bioactive molecules.

African trypanosomiasis, caused by the protozoan parasite T. brucei,
is a serious health with an added socio-economic impact in sub-Saharan
Africa due to direct infection in both humans and their domestic livestock.
There is no vaccine available against African trypanosomes because of the
ability of the parasite to change the variant surface glycoprotein (VSG)
avoiding antibody-mediated responses. The main treatment relies only on
chemotherapy and although the current treatments are effective, most of
them are very old and far from the modern concept of a drug in terms of
toxicity, specificity and therapeutic regime. Therefore, there is a clear need
of novel, safe, and affordable treatments. In this regard, natural products
are the main source of new drugs as they are structures that have been
synthesized, degraded and transformed by enzymatic systems. In a search
for new molecules with trypanocidal activity, we have performed a high
throughput screening of microbial extracts from a fungi and actinobacteria

natural products collection. Fractionation of one of these extracts, belonging
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to a culture of the fungus Amesia sp., yielded a new member of the
curvicollide family that has been designated as curvicollide D. The new
compound showed an inhibitory concentration 50 (ICso) 16-fold lower in
Trypanosoma brucei than in human cells. Moreover, it induced cell cycle
arrest and disruption of the nucleolar structure. Finally, we showed that
curvicollide D binds to DNA and inhibits transcription in African
trypanosomes, resulting in cell death. These results constitute the first
report on the activity and mode of action of a member of the curvicollide

family.

The other compound selected from the initial screening from Amesia
sp. was Chaetocin. Chaetocin showed a dose dependent effect on
trypanosome viability with an ICso of 8.3 nM and with a selectivity index in
mammalian cells from 15 to more than 120. Chaetocin is taken up by
endocytosis, which would explain its high specificity for T. brucei.
Chaetocin caused a failure of cytokinesis and ultimately cell death. In
additiro, chaetocin produced early disruption of the nucleolus structure
and specifically ARN polimerase I transcription inhibition at the ribosomal
locus and in the active expression site locus. Moreover, we found that
chaetocin was able to stabilize G-cuadruplex structures (G4) present in the
expression site and ribosomal locus. Taken together, these results
demonstrate that chaetocin is a specific inhibitor of RNA Pol I-mediated

transcription in T. brucei through binding to G4 structures.

Finally, we have produced a drug nanocarrier for the treatment of
HAT. This nanosystem is guided by a nanobody that recognizes the
invariant surface protein ISG75. This protein is highly conserved in African
trypanosomes, which makes this nanosystem a potential tool for the
treatment of all types of HAT. In addition, the sequence of the transferrin
receptor ligand peptide has been added to this Nb in order to facilitate the
nanosystem to cross the blood-brain barrier. In vitro and in vivo
experiments showed a high specificity of this nanosystem against T. brucei

and curing the disease in a murine model of African trypanosomiasis.

In this PhD thesis, we highlight the importance of natural extracts,
mainly from soil fungi and actinobacteria, as powerful source of new drugs,

and the importance of these drugs in the treatment of diseases such as
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African trypanosomiasis. New molecules with trypanocidal activity are
provided, with mechanisms of action yet to be exploited, as well as a new
perspective in the approach to the treatment of diseases that affect the
central nervous system, through the generation of a selective drug
transporter against T. brucei with the potential to cross the blood-brain

barrier.
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1. Microorganismos del suelo como fuente de nuevos farmacos.

Los servicios ecosistémicos pueden definirse como los beneficios que la
sociedad obtiene de la naturaleza. El informe del proyecto milenio de la
ONU (Millennium Global Assessment Reports,Voll,2005,
http://www.millenniumassessment.org/documents/document.766.aspx.
pdf), destaca especificamente dentro de los servicios de abastecimiento, la
obtencion de nuevas medicinas y productos farmacéuticos. El suelo
interviene directamente en la mayoria de los servicios ecosistémicos, siendo
ademds el componente con mayor biodiversidad, especificamente
microbiana, a Ordenes de magnitud del resto de componentes del

ecosistema.

El suelo es un entorno complejo y dindmico que contiene una gran
cantidad de biomasa metabolicamente activa de los tres reinos de la vida
(Quince et al., 2008; Young and Crawford, 2004). Un solo gramo de suelo
puede contener ~10° bacterias, ~10° hongos, ~10° protozoos, ~10?
nematodos, asi como anélidos y artrépodos (Young and Crawford, 2004).
La mayor parte de esta biomasa es microbiana, y la actividad de estos
microorganismos juega un papel clave en diferentes ciclos biogeoquimicos,
incluidos los ciclos del carbono y del nitrogeno. Dado el inmenso alcance de
la comunidad microbiana del suelo, tal vez no sea sorprendente la gran
diversidad genética presente en él. Esto probablemente refleja el hecho de
que el suelo es heterogéneo a escalas que van desde kilometros hasta
micrémetros (Six et al, 2004; Young and Ritz, 2000). Es a esta escala
microscopica que los microorganismos interacttian con el suelo y otros
organismos presentes en él (Vos et al., 2013). En este sentido, no cabe duda
de que los microorganismos juegan un papel fundamental en el desarrollo
de la quimica de metabolitos secundarios, considerdndose como una fuente

rica en productos bioactivos tnicos.

Los productos naturales son metabolitos y/o subproductos
derivados de organismos vivos, como plantas, animales y microorganismos
(Baker et al., 2000) que debido a su bajo costo y disponibilidad, se han
utilizado como fuente de medicamentos, especialmente en los paises en

desarrollo. Ademas, son quimicamente diversos con diversas
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bioactividades y son la fuente mds valiosa para el descubrimiento y

desarrollo de nuevos farmacos (Newman and Cragg, 2012; Shen, 2015).

En la actualidad, la falta de efectividad en el tratamiento de muchas
enfermedades, nos ha llevado a la busqueda y redescubrimiento de nuevas
entidades quimicas o metabolitos secundarios con potencial bioactivo
(Mollica et al., 2012). A este respecto, la capacidad de bacterias y hongos
para sobrevivir en diferentes habitats y en ambientes extremos los hace
ideales para el descubrimiento de nuevos productos naturales. A pesar de
que en los ultimos anos el ambiente marino estd atrayendo mucho la
atencion como fuente de productos naturales, actualmente los hongos y
actinomicetos de origen terrestre son la principal fuente de antibioticos,
antifingicos, anticancerigenos, inmunosupresores, anti-inflamatorios,
insecticidas, herbicidas y antiparasitarios (Carmichael, 1992; Demain, 2014;
Méndez and Salas, 2001).

1.1 Principales grupos microbianos fuente de nuevos farmacos

En el suelo, los productores de metabolitos secundarios mas
versatiles son los microorganismos (procariotas y eucariotas). En
procariotas, destacan las bacterias unicelulares, especies de Pseudomonas y
bacilos filamentosos, actinomicetos, mixobacterias y las cianoobacterias,
son los productores mas frecuentes generando el 17% de los metabolitos

secundarios bioactivos (Charyulu et al., 2009).

Las especies del orden Actinomycetales producen mas de 10000
compuestos bioactivos (7600 derivados de Streptomyces y 2500 de las
denominadas especies raras de actinomycetes), lo que representa el grupo
mas grande (45 %) de metabolitos microbianos bioactivos (Bérdy, 2005;
Chater, 2006). El término “Actinomycetales” es una designacion
filogenética formal que se utiliza para describir cualquier actinobacteria

filamentosa Gram positiva del suelo, incluidos los del género Streptomyces.

Por otro lado, los hongos eucariotas, especialmente los ascomicetes y
otras especies de hongos filamentosos y endofitos, son los productores mas
importantes, junto con los basidiomicetos, mientras que las levaduras, los
ticomicetos y los mohos mucilaginosos rara vez producen metabolitos

bioactivos. El numero total de metabolitos bioactivos producidos por
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especies de hongos es de aproximadamente 8600, lo que representa el 38 %
de todos los productos microbianos (Fenical, 1993; Manivasagan et al.,
2014).

Existen mas de 300.000 productos naturales con aplicacion
biomédica, y se pueden clasificar segiin su naturaleza quimica en cinco
categorias: i) terpenoides y esteroides ii) sustancias derivadas de acidos
grasos y policétidos iii) alcaloides iv) polipéptidos no ribosdmicos v)
compuestos derivados del shikimato (Méndez and Salas, 2001). Estos
compuestos tienen diferentes bioactividades, como actividades
antibacterianas, antifangicas y antialgas, con diferentes mecanismos para

matar patdgenos.

Los policétidos son probablemente el subgrupo mas interesante de
productos naturales bioactivos, porque tienen una gran diversidad de
estructuras quimicas y actividades bioldgicas comercialmente importantes.
Los policétidos incluyen antibidticos (p. ej., eritromicina, rifamicina,
tetraciclinas y oleandomicina), fdrmacos antitumorales (por ejemplo,
doxorrubicina, aclacinomicina), agentes reductores del colesterol (por
ejemplo, lovastatina), agentes inmunosupresores (por ejemplo,
rapamicina), insecticidas (por ejemplo, spinosyn) y agentes antiparasitarios

(por ejemplo, avermectinas) (Hopwood, 1997; Tae et al., 2007) .

Dentro de este grupo de productos policétidos, destacamos la familia
curvicollide (Curvicollide A-C) (Figura 1), que fue aislada por primera vez
en 2004 de un cultivo de Aspergillus flavus colonizado por el hongo Podospora
curvicolla. (Che et al.,, 2004). Con un peso molecular de 432.601 estos
metabolitos presentaron actividad antifingica frente a Aspergillus flavus y
Fusarium wverticillioides, pero el mecanismo de accidon responsable se
desconoce hasta la fecha. Recientemente, hemos identificado un nuevo
miembro de esta familia curvicollide, curvicollide D aislado de las especies
de hongos Amesia, y con actividad tripanocida, que se describe
detalladamente en el capitulo 2 de la presente tesis doctoral.

Otro compuesto con gran actividad bioldgica perteneciente a este
grupo de policétidos es la chaetocina, un producto natural aislado por
primera vez hace 50 afios (Hauser et al.,, 1970; Weber, 1972) a partir de

especies del hongo Chaetomium. Pertenece al grupo de los complejos de
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epiditiodiquetopiperazina (ETP) con un peso molecular de 696.83, que
poseen una estructura de tiodioxopiperazina (Figura 1) (Sekita et al., 1981;
Udagawa et al., 1979).

Es ampliamente conocido por ser un inhibidor de una histona metil
transferasa (SUV39H) (Greiner et al.,, 2005),

anticancerigena frente diferentes tipos de cancer como el de higado,

y por su actividad

leucemia, de mama, de pulmon, de colon, de prostata, etc. Aunque en los
altimos afios, estos efectos anticancerigenos han sido asociados con
diferentes mecanismos de accidon (Jiang et al., 2021). También se ha descrito
que tiene actividad frente a T. cruzi, inhibiendo irreversiblemente su

crecimiento (Zuma et al., 2017).
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Figura 1. Estructura quimica de la molécula (a) chaetocina y (b) los tres
miembros de la familia curvicollide (A-C).

1.2 Estrategias para la generacién de nuevos metabolitos secundarios

Durante los ultimos anos, ha aumentado el conocimiento de las vias
biosintéticas por las que los microorganismos producen antibidticos y otros
metabolitos secundarios bioactivos. Este incremento de informacion ha
motivado a los investigadores en este campo a manipular grupos de genes
de las vias de biosintesis de antibioticos y alterar la estructura natural de los
compuestos. Esta nueva tecnologia, denominada biosintesis combinatoria
(Ruijne and Kuipers, 2021), es una forma de producir andlogos de productos
naturales y, por lo tanto, obtener nuevos derivados con potencial bioactivo
(Niu et al., 2017; Wong and Khosla, 2012).
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Otro de los enfoques mads recientes en el descubrimiento de farmacos
a partir de microorganismos es el cocultivo (Arora et al., 2020; Bertrand et
al., 2014). Gracias a la creciente disponibilidad de datos gendmicos, se han
descubierto numerosos grupos de genes biosintéticos, pero la mayor parte
de ellos permanecen en estado silenciado en condiciones de cultivo axénico.
El cocultivo es un enfoque de investigacion prometedor, ya que estimula la
expresion de grupos de genes biosintéticos cripticos para producir nuevos
metabolitos e imitar las interacciones naturales entre especies en un entorno
de laboratorio (Liu and Kakeya, 2020; Netzker et al., 2018; Ueda and Beppu,
2017).

1.3 Importancia/relevancia del cribado de productos naturales

La necesidad de encontrar nuevos farmacos, hace del analisis de alto
rendimiento (HTS, del inglés “High-throughput screening”), una
herramienta clave para analizar grandes colecciones de compuestos en un
corto espacio de tiempo asi como para validar los efectos biologicos e

identificar las dianas terapéuticas (Harvey, 2000; Thomford et al., 2018).

El HTS permite realizar pruebas automatizadas de un gran niimero
de compuestos para analizar la actividad bioldgica de miles de muestras
frente al organismo modelo deseado. Es un proceso experimental en el que
se pueden ensayar de 103-10° moléculas pequenas o extractos naturales en
paralelo. Finalmente se identifican los compuestos llamados “hits” que son
aquellos con las caracteristicas farmacologicas o actividad biologica
deseada. Estos “hits” son el punto de partida para la optimizacién quimica

o el descubrimiento de nuevos farmacos (Attene-Ramos et al., 2014).

Muchos de los métodos para el desarrollo de farmacos, consisten en
HTS de colecciones de compuestos sintetizados quimicamente (Fox et al.,
2006), pero estas son normalmente poco novedosas y poco variables
estructuralmente, por lo que el uso de coleciones de productos naturales,
ofrece una alternativa de estructuras quimicas poco exploradas con
metabolitos secundarios potencialmente bioactivos y que también podrian

usarse para la sintesis de nuevos farmacos.

Ademas, la ventaja que presentan las colecciones de productos

naturales de origen fungico y bacteriano, es que se pueden obtener grandes
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cantidades de metabolitos secundarios simplemente creciendo la cepa
microbiana productora, a diferencia de otras fuentes como plantas o
invertebrados marinos. Después de la elucidacion estructural de la
molécula responsable de la actividad, en muchos casos es factible la sintesis
quimica total, evitando tener que aislar de nuevo la molécula y reducir asi
el coste de produccién masiva. Se ha estimado que alrededor del 60% de los
medicamentos disponibles actualmente, tales como artemisinina,
camptotecina, lovastatina, maitansina, paclitaxel, reserpina y silibinina,
fueron directa o indirectamente derivados de productos naturales (Beghyn
et al., 2008; Koehn and Carter, 2005; Newman and Cragg, 2012). También
hay numerosos productos naturales que se han descubrimiento a partir de
HTS como farmacos con actividad antiparasitaria frente a kinetoplastidos.
(Pena et al., 2015; Pérez-Moreno et al., 2016; Singh et al., 2014)

2. G- cuadruplex y compuestos que interaccionan con el ADN

El ADN, puede formar diferentes estructuras secundarias, ademas de la
doble hélice de ADN, como los G-cuadruplex (G4). Estos G4 son estructuras
estables formadas por el apilamiento de cuartetos de guanina. Su unidad
basica es la tétrada de guaninas y pueden ser de diversa topologia, intra o

intermoleculares, paralelos o antiparalos (Figura 2).

Recientemente, mediante técnicas de G4-seq (Marsico et al., 2019) o
utilizando el anticuerpo anti G4 (BG4) (Marsico et al., 2019), asi como la
deteccidon de supuestas secuencias G4 (PQS, del inglés putative quadruplex
sequence) mediante algoritmos predictivos como G4P calculator (Eddy and
Maizels, 2006), QuadParser (Huppert and Balasubramanian, 2005) y QGRS
Mapper, se han identificado secuencias G4 que estdn presentes en una gran

cantidad de organismos, incluyendo tripanosomatidos.

Estas estructuras G4 se forman preferencialmente en regiones ricas en
guanina que estan especialmente enriquecidas en regiones promotoras, en
regiones de genes reguladores y secuencias repetitivas como los telémeros.
También se han identificado secuencias G4s en el ARN, en transcritos
asociados con los telomeros, en regiones no codificantes de transcritos

primarios y también en transcritos maduros. Lo que indica una relacion
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directa entre secuencias G4 y el control de la transcripcion (Marsico et al.,
2019; Sanchez-Martin et al., 2020). También son muy importante en la
virulencia de algunos patégenos, ya que juegan un papel fundamental en la
variacion antigénica de protozoos y bacterias asi como en el silenciamiento
de virus humanos. Todos estos mecanismos son rutas para la evasion del
sistema inmunitario y el mantenimiento de infecciones cronicas (Harris and
Merrick, 2015). Por otra parte, estas estructuras G4 estan consideradas como
una diana muy atractiva para el desarrollo de nuevos farmacos dirigidos a
dichas estructuras (Sanchez-Martin et al., 2021; Zuffo et al., 2019) para el
tratamiento de diferentes enfermedades incluyendo cancer, en el que se ha
visto que los G4 podrian ser una diana terapéutica muy selectiva. (Sanchez-
Martin et al., 2020).
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Figura 2. Estructura G-quadruplex (G4). (a) Una PQS es una secuencia de nucleétidos que
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se prevé que forme una estructura G4. Se muestra una secuencia PQS degenerada utilizada
para predecir la formacion de G4 intramoleculares, que consta de cuatro grupos de al
menos dos guaninas por grupo, separadas por regiones cortas de otras bases (N). (b) La
unidad basica de G4 es la tétrada de guaninas. (c) Topologia de G4 con una estructura
intramolecular que muestran una configuracion antiparalela (izquierda) y paralela
(derecha). (d) Topologia de estructuras G4 intermoleculares formadas por dimerizacién de
cuatro hebras (izquierda) o dos (derecha). Imagen extraida con ligeras modificaciones
(Harris and Merrick, 2015).
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3. Enfermedad del Suefio

La tripanosomiasis africana es una enfermedad endémica en 36 paises
del Africa subsahariana con un importante impacto socioeconémico debido
a la infeccion directa del ser humano y de su el ganado. La HAT, también
conocida como enfermedad del suenio, es una enfermedad transmitida por
vectores y causada por diferentes subespecies del parasito protozoario
Trypanosoma brucei. La enfermedad se transmite a humanos y animales
domeésticos y/o salvajes a través de la picadura de una mosca tse-tsé del
género Glossinas (Kennedy, 2019). En humanos, la enfermedad la causa dos
subespecies de T. brucei, T. b. gambiense, responsable del 95% de los casos en
Africa central y occidental y T. b. rhodesiense en el este y el sur de Africa. La
tercera subespecie, T. b. brucei, causa tripanosomiasis animal o Nagana en

el ganado (Kennedy and Rodgers, 2019).

3.1 Epidemiologia y aspectos clinicos

La enfermedad del suefio es una enfermedad tropical que se propaga
en las zonas rurales empobrecidas del Africa subsahariana donde esta
presente el vector, la mosca tse-tsé. Debido a que la tripanosomiasis africana
afecta principalmente a comunidades rurales remotas en regiones con
infraestructuras de salud deficientes, muchos casos no se diagnostican ni
notifican, por lo que la carga real de la enfermedad en Africa sigue siendo

desconocida (Kennedy and Rodgers, 2019).

La prevalencia de la enfermedad a lo largo del siglo XX ha sido muy
variable, coincidiendo la reaparicién de casos con épocas de hambruna y
guerra (Barrett, 1999, 2006). Segtin la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), de 2016 a 2020, 55 millones de personas estuvieron en riesgo de
padecer HAT por T. b. gambiense y unos 3 millones por T. b. rodesiense,
(disponible online: https://www.who.int/news-room/fact-
sheets/detail/trypanosomiasis-human-african-(sleeping-sickness)  (acceso
23 de Agosto 2022). Ademas, la regidon subsahariana registra una pérdida

econdmica anual que oscila entre 1.500 y 5.000 millones de dolares derivada


https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/trypanosomiasis-human-african-(sleeping-sickness
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/trypanosomiasis-human-african-(sleeping-sickness

Introduccidon |29

de la muerte del ganado por infeccidon causada por los tripanosomas

africanos (Yaro et al., 2016).

Hoy en dia, los nuevos casos notificados tienden a disminuir debido a
los esfuerzos en la reduccion de los reservorios de la infeccidon, el
diagnostico temprano de la enfermedad, asi como del tratamiento y el
control de la mosca tsé-tsé (Kennedy, 2019). A pesar de todo esto, la HAT
ha demostrado potencial para reaparecer después de periodos de tiempo en
el que la enfermedad se ha mantenido bajo control (Moore and Richer, 2001;
Van Nieuwenhove et al., 2001), por ello, contintia existiendo la necesidad
de desarrollar nuevos farmacos, tratamientos y diagndstico (Franco et al.,
2020).

La enfermedad es mortal si no se trata y presenta dos etapas, la
primera etapa hemolinfatica y la segunda etapa neurolédgica, cuando los
parasitos invaden el sistema nervioso central (SNC) (Kennedy and Rodgers,
2019). Después de la picadura de la mosca tse-tsé, suele aparecer una herida
dolorosa conocida como “chancro”. Los tripanosomas en esta etapa se
multiplican en el torrente sanguineo y ganglios linfaticos produciendo los
sintomas tipicos como fiebre, inflamacion de los ganglios, dolor muscular y
articular, pérdida de peso, debilidad, dolores de cabeza e irritabilidad.
Posteriormente, los parasitos atraviesan la barrera hemato-encefalica (BHE)
invadiendo el sistema nervioso central y produciendo la etapa neuroldgica.
Esta etapa se caracteriza por cambios de comportamiento, confusion y
alteraciones sensoriales, mala coordinacion y trastorno del ciclo del suefio

lo que le da el nombre a la enfermedad.

La enfermedad puede ser créonica o aguda dependiendo de la
subespecie responsable de la infeccion. La infeccion causada por T. b.
gambiense suelen ser cronica, pudiendo pasar meses o afios sin que
aparezcan signos o sintomas de la infeccion en la etapa neuroldgica. Sin
embargo, T. b. rhodesiense causa una infeccion aguda, que se desarrolla
rdpidamente y produce la aparicion de signos y sintomas unas pocas
semanas después de la infeccion y la muerte se produce en semanas o meses
(Blum et al., 2006; Checchi et al., 2008; Odiit et al., 1997).
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3.2 T. brucei: ciclo de vida

T. brucei es un protozoo parasito que pertenece a la familia de los
kinetoplastidos y orden kinetoplastida. Esta familia se caracteriza porque
son protozoos flagelados unicelulares que contienen kinetoplasto (ADN
mitocondrial) en el interior de su Unica gran mitocondria. Se dividen
mediante fisidn binaria durante la cual su ntcleo no pierde la envoltura ni

se observa condensacion cromosomica.

T. brucei exhibe un ciclo de vida complejo que implica la alternancia
entre dos entornos muy diferentes, el hospedador mamifero y la mosca
tsetsé. Debido a las grandes diferencias entre estos dos hospedadores el
tripanosoma sufre cambios complejos en la morfologia celular, la expresion
génica y el metabolismo para permitir la supervivencia del parasito durante

el ciclo de vida.

El ciclo de vida comienza cuando una mosca tsetsé se alimenta de un
hospedador mamifero infectado. Durante la ingesta de sangre, las moscas
tsetsé ingieren formas no proliferativas llamadas “stumpy” en inglés
(Figura 3). Las formas “stumpy” estan preadaptadas para su posterior

transformacion en el
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Figura 3. Ciclo de vida de Tripanosoma brucei. (a) Durante la picadura de la mosca se
inyectan tripanosomas metaciclicos en la piel de un hospedador mamifero, junto con saliva
que contiene factores anticoagulantes. (b) Una vez en el hospedador mamifero, los
tripanosomas se transforman en las formas proliferativas, largas y delgadas “slender” que,
a través de la linfa y la sangre, pueden infiltrarse en tejidos y drganos, incluido el
parénquima cerebral. Algunos se transforman en una forma corta y rechoncha que no se
divide “stumpy”. (c) Una mosca tsé-tsé se infecta extrayendo sangre de un ser humano o
de otro mamifero que contiene tripanosomas “stumpy”. (d) Después de aproximadamente
2 semanas, los tripanosomas prociclicos proliferativos en el intestino de la mosca, podrian
haber colonizado las glandulas salivales, produciendo tripanosomas metaciclicos que se
mueven libremente y pueden transmitirse al préximo hospedador mamifero. Imagen con
modificaciones extraida de (Wheeler, 2010).
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intestino medio de la mosca, en formas tripomastigotes prociclicos
proliferativos. Las formas prociclicas migran desde el intestino medio de la
mosca a las glandulas salivales, donde finalmente se diferencian en las
formas metaciclicas no proliferativas e infecciosas, que se transmiten al
hospedador mamifero durante la siguiente ingesta de sangre. Una vez en el
hospedador mamifero, las formas metaciclicas se transforman rapidamente
en formas sanguineas proliferativas largas y delgadas, en inglés “slender”,
que se multiplican e invaden el torrente sanguineo, el sistema linfatico y los
espacios intersticiales. . Estas formas tienen una mitocondria inactiva y
utilizan la glucosa de la sangre del hospedador como su principal fuente de
energia mediante la glucdlisis. Las formas “slender” finalmente se
diferencian a formas rechonchas o “stumpy” que estan preadaptadas para
sobrevivir en el intestino medio de la mosca tsetsé. Después de la picadura
de una mosca, las formas “stumpy” son ingeridos y el ciclo se cierra (Brun
et al., 2010; Biischer et al., 2017; Matthews, 2005) (Figura 3).

3.3 Variacién antigénica

T. brucei, a diferencia de otros parasitos protozoarios como T. cruzi y
Leishmania, vive y se multiplica extracelularmente en el torrente sanguineo
del hospedador y estd expuesto al sistema inmune del hospdador. La
superficie de T. brucei estd formada por una densa monocapa de una
glicoproteina variable de superficie (VSG) (Figura 4 a). Esta densa capa
actia como una barrera protectora que impide al sistema inmune del
hospedador reconocer a las proteinas conservadas de superficie y a los
receptores, esenciales para la supervivencia del parasito (Cross, 1979;
Ziegelbauer and Overath, 1993). Ademads de proteger a los epitopos
invariantes, funciona como un mecanismo para eliminar los anticuerpos
especificos contra VSG de la superficie celular mediante el proceso de
endocitosis a través del bolsillo flagelar (Engstler et al., 2007; Engstler et al.,
2004; Jackson et al., 2012; O'Beirne et al., 1998; Pal et al., 2003). Las formas
sanguineas de T. brucei expresan alrededor de 107 copias idénticas de VSGs
que estan unidas a la membrana a través de un anclaje de glicosilfosfatidil
inositol (GP]) (Auffret and Turner, 1981). El sistema inmunitario solo tiene
acceso al extremo amino (N)-terminal de la VSG, que es reconocido como

extrafio por receptores especificos de células B y T. Esto hace que se genere
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una respuesta inmunitaria de células B altamente especifica contra los
epitopos de dicha regidn de la VSG. Esta respuesta elimina a la mayor parte
de los parasitos, aunque algunos escapan debido al cambio espontdneo de
la capa de VSG por otra VSG antigénicamente diferente, proceso conocido

como variacion antigénica (Figura 4 b).

a)

Anticuerpo

Nanoanticuerpo (Nb)

N-terminal
VSG

C-terminal
VSG

Bicapa
lipidica

b)

Parasitemia total

VSGs individuales

Parasitos/mL

Tiempo

Figura 4. Estructura esquematica de las VSG y modelo de interaccion VSG-anticuerpo.
(a) IgG interacciona con la parte N-terminal de la densa capa de VSG. Debido al
impedimento que ejerce la capa de VSG, no puede reconocer los epitopos conservados
localizados en la parte C-terminal de las VSG y las glicoproteinas invariables de superficie
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(ISG) debajo de la cubierta de VSG. Hipotética disposicion de una ISG con una a-hélice
transmembrana entre las moléculas de VSG. (b) Dinamica de expresion de VSG in vivo.
Las curvas representan los diferentes picos de infeccion y las lineas de colores representan
el nimero de parasitos que expresan una VGS individual. Imagen b extraida de (Mugnier
et al., 2016).

El tiempo requerido para generar una nueva respuesta inmunitaria
adaptativa, permite que el parasito prolifere y genere un nuevo pico de
parasitemia, y ocasionalmente, cambie nuevamente su superficie de VSG
(Figura 4 b). Dos estudios han mostrado que existe una gran diversidad de
VSGs durante el proceso de infeccion (Hall et al., 2013; Mugnier et al., 2015),
lo que permite el establecimiento de ciclos de infeccidon cronicos en los
hospedadores mamiferos y mejora la transmision a un nuevo hospedador
(Mugnier et al., 2016; Silva Pereira et al., 2022).

El genoma de T. brucei contiene alrededor de 2000 genes VSG, de los
cuales el 80% son pseudogenes (Cross et al., 2014). Hay alrededor de 20
sitios de expresion (ES) de VSGs teloméricos, pero solo se expresa uno a la
vez, lo que es crucial para la evasion de la respuesta inmunitaria del
hospedador mediante el mecanismo de variacion antigénica (Silva Pereira
et al., 2022). Todos los ES presentan una estructura similar: son unidades de
transcripcion policistronicas de aproximadamente 40-60 kb de longitud,
que codifican varios genes denominados genes asociados al sitio de
expresion (ESAGs), seguidos de una region de ADN repetitivo denominada
repeticiones de 70 pares de bases (pb) junto a la VSG, que siempre se
encuentra inmediatamente adyacente a un telomero (Figura 5 a) (Cestari
and Stuart, 2018). Los mecanismos que activan un solo ES son parcialmente
conocidos. En algunos casos, la activacion esta asociada con la transposicion
de un gen VSG esta silenciado al ES activo o con un evento de intercambio
de telomeros. En otros casos, un ES silenciado se activa in situ, sin
reordenamiento aparente del ADN (Horn, 2014) (Figura 5 b).
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a)
Promotor Policistron trans-splicing
ARN Pol I del ARNm
E Genes asociados al sitio de expresion
70-bp VSG telomero
b)

Repeticiones de 70-bp telomero
Locus VSG activo _*-

VSG telomérico silenciado

Coleccion de VSGs subteloméricas

Figura 5. Representacion del sitio de expresion de T. brucei. (a) Esquema del sitio de
expresion telomérico donde se transcriben las VSGs. (b) mecanismos de variacion

antigénica de la VSG.

3.4 Proteinas conservadas de la membrana de T. brucei

En la superficie de T. brucei, ocultas por la capa de VSG, se
encuentran proteinas de membrana de tamafio menor, algunas de ellas
conservadas, cuyo acceso por parte de los anticuerpos del hospedador esta
protegido por la VSG (Figura 4 a) (Overath et al., 1994). En 1992, en las
formas sanguineas del parasito en el hospedador humano, se identificaron
una familia de ISGs (Ziegelbauer and Overath, 1992). La secuencia de los
genes codificantes sugiere que son proteinas transmembrana con un
secuencia sefial N-terminal, un largo dominio extracelular, un dominio
transmembrana de helice &, y un dominio intracelular (C- terminal)
pequeno (Figura 4 a) (Ziegelbauer et al., 1995). Hasta la fecha se han descrito
dos ISG distribuidas a lo largo de la superficie de T. brucei con funcién
desconocida, ISG65 e ISG75, con un peso molecular de 65 y 75 kDa y con
70.000 y 50.000 copias por célula respectivamente (0,5% de las VSGs)
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(Ziegelbauer and Overath, 1993). En concreto, la ISG75 es una proteina
extracelular de 523 aminodcidos, que presenta multiples copias del gen, de
4 a 16 aproximadamente. Ademas, es altamente conservada en distintas
subespecies de tripanosomatidos, incluyendo las cepas que afectan al
humano, T. b. gambiense y T. b. rhodesiense (Tran et al., 2006). Estas proteinas
presentan una baja inmunogenicidad debido al papel protector que ejerce
la densa capa de VSG lo que hace a las ISGs una diana terapéutica universal
frente a la generacion de nuevas estrategias de tratamiento (Alsford et al.,
2013).

3.5 Ciclo celular

En eucariotas, el ciclo celular consta de cuatro fases: fase Go, fase G,
fase S (sintesis), fase Gz (o interfase) y fase M (mitosis). En la fase Gi, la célula
estd creciendo, replicando organulos citoplasmaticos y también preparando
la replicacion del ADN mediante la sintesis de las enzimas necesarias.
Durante la fase S el ADN se replica y en la fase Gz las células aumentan el
proceso de biosintesis replicando y preparando la division celular.
Finalmente, en M, el ADN se divide entre las dos células hijas. En las células
de mamiferos, la fase M esta estrechamente unida con la citocinesis que
comienza justo antes de que se complete la segregacion cromosdmica
(Figura 6). La activacion de cada fase depende de la correcta progresion y
finalizacion de la anterior. Se dice que las células que han dejado de
dividirse temporal o reversiblemente han entrado en un estado de reposo
llamado fase Go (Hammarton, 2007).

En T. brucei, la fase G1 se caracteriza por tener células con un nucleo,
un kinetoplasto y un flagelo (Figura 6) (Jones et al., 2014). El primer evento
morfoldgico observado en la progresion del ciclo celular es la elongacion y
maduracion del cuerpo probasal a un cuerpo basal y la nucleacion de un
nuevo flagelo (Jones et al., 2014). La fase S del kinetoplasto comienza justo
antes de la fase S nuclear y finaliza mucho antes, observandose entonces
dos kinetoplastos. Durante la fase G2 nuclear se produce la segregacion de
kinetoplastos. Posteriormente, el nticleo sufre una mitosis originando una
célula con doble contenido genético que finaliza tras la citocinesis en dos
células hijas idénticas (McKean, 2003).
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Figura 6. Figura esquematica de las diferentes fases del ciclo celular de T. brucei

3.6 Transcripcion

La transcripcion en T. brucei es policistronica, siendo el inicio de la
transcripcion un punto clave de regulacion del nivel de expresion génica.
(Palenchar and Bellofatto, 2006). Los tripanosomas tienen copias
conservadas de las tres ARN polimerasas eucariotas. La ARN polimerasa I
(Pol I) transcribe el locus ribosémico (genes 18S, 5.85 y 28S). Ademas, en
tripanosoma, la Pol I también transcribe dos locus mas, el sitio de expresion
activo en las formas de torrente sanguineo (genes ESAG y VSG), y el locus
de las prociclinas en las formas prociclicas (genes EP y GPEET) (Giinzl et
al., 2003). La ARN polimerasa II (Pol II) transcribe el resto de ARNm, asi
como el gen del “splice leader” (SL-ARN) que contiene la estructura de
caperuza cap 4 especifica de los ARNm de los kinetoplastidos y que es
cedido a todos los ARNm mediante “trans-splicing” (Clayton, 2019).
Finalmente, la ARN polimerasa III (RNAP III) transcribe el ARN de
transferencia, ARN 55 y los ARN nucleares pequefios ricos en Uracilos
(Palenchar and Bellofatto, 2006).
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3.7 Endocitosis

T. brucei es uno de los pocos patdgenos unicelulares que se multiplica
extracelularmente en el hospedador vertebrado, por lo que su
supervivencia depende de la captacion de nutrientes del medio. En T. brucei,
la bolsa flagelar es el tinico sitio donde se produce una endo y exocitosis ya
que el resto del cuerpo celular se encuentra revestido internamente por una
densa capa de microtubulos (Field and Carrington, 2009; Link et al., 2021).
La endocitosis estd estrechamente relacionada con la homeostasis de la
composicion de la superficie celular y con la evasion de la respuesta
inmunitaria. Durante estos procesos, las VSGs se endocitan y se reciclan de
nuevo a la superficie, mientras que los anticuerpos del hospedador que han

entrado en contacto con las VSG son transportados al lisosoma para su

degradacion (Figura 7).

== =

e Aparato de

Golgi

i &_@Jj Reticulo
M Endoplasmético
= o
/”I I(//

!

f
: U
v ‘ I o o
esiculas e
recubiertas de ®

Clatrina clase | Endosoma Endosoma
temprano tardio
Lisosoma

Figura 7. Representacion esquematica de las vias exo y endociticas en Tripanosoma
brucei. Se representan los organulos conocidos involucrados en los procesos de exo- y
endocitosis en T. brucei: vesiculas recubiertas de clatrina de clase I, endosomas tempranos,
reticulo endoplasmatico, bolsillo flagelar (FP, del inglés “flagelar pocket”), aparato de
Golgi, lisosoma, endosomas tardios, nicleo y endosomas de reciclaje. Las flechas indican
la direccién de la endo- y exocitosis de T. brucei.
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En T. brucei, la endocitosis mediada por el receptor es un mecanismo
dependiente de clatrina y de actina (Allen et al., 2003; Garcia-Salcedo et al.,
2004; Hung et al., 2004) y se sabe que un ARNi de estas proteinas provoca
la muerte celular debido al ensanchamiento masivo del bolsillo flagelar, lo
que se conoce en inglés como fenotipo “big eye”. Este mecanismo de
endocitosis es de gran importancia como diana terapéutica ya que es un
proceso muy rapido. Se ha visto que cada dos minutos aproximadamente
T. brucei endocita toda su superficie (Engstler et al., 2007), por lo que
farmacos como la Suramina utilizan este mecanismo para entrar al interior
celular y matar al parasito. También se ha descrito como posible alternativa
para vencer resistencias a fdrmacos debidas a mutaciones en

transportadores de membrana (Unciti-Broceta et al., 2015).

3.7 Tratamiento

Debido al proceso de variacién antigénica no existen vacunas para la
prevencion de la enfermedad del suefio y su tnico tratamiento se basa
exclusivamente en la quimioterapia (https://www.who.int/health-
topics/human-african-trypanosomiasis#tab=tab_3. =~ Las opciones de
tratamiento actuales incluyen 6 farmacos: pentamidina, suramina,
melarsoprol, eflornitina, nifurtimox y fexinidazol, todos ellos donados por
los fabricantes y distribuidos por la OMS. La eleccion del farmaco se basa
en el estadio de la enfermedad y el patdgeno causante de la misma. Los
medicamentos para el tratamiento de la segunda etapa de la enfermedad
deben atravesar la BHE y tienden a ser mas toxicos y complejos de

administrar que los medicamentos de la primera etapa.

Pentamidina

Es una diamina aromatica soluble en agua, que fue introducida en 1940
para el tratamiento de la primera etapa de la HAT causada por T. b.
gambiense (Babokhov et al.,, 2013) (Figura 8). Es efectiva en una etapa
temprana de la infeccion en el SNC, cuando los parasitos atraviesan la BHE,
pero no para etapas mas tardias en el que los parasitos penetran en el
parénquima del cerebro (Bray et al., 2003). Tampoco es efectiva para el

tratamiento frente a T. b rhodesiense (Barrett et al., 2007). La via de


https://www.who.int/health-topics/human-african-trypanosomiasis#tab=tab_3
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administracion es principalmente intramuscular debido a la baja absorcion
cuando se administra de forma oral y entre los efectos secundarios mas
notables destacan la lesidn pancredtica que se produce, resultando en una

hipoglucemia debido a la liberacién masiva de insulina.

Aunque el mecanismo de accion no esta claro, si se conoce el mecanismo
de entrada al interior celular mediante el canal de acuagliceroporina
(AQP)(Baker et al., 2012). Se ha descrito la aparicién de resistencias a
pentamidina asi como de resistencias cruzadas pentamidina/ melarsoprol
debido a la pérdida de funcion en el canal de la acuagliceroporina 2 (AQP2)
que controla la susceptibilidad a ambos farmacos (Alsford et al., 2012; Baker
et al., 2013; Munday et al., 2013). Estas resistencias a pentamidina se pueden
vencer usando nanotecnologia, en concreto nanoparticulas de chitosan
recubiertas con fragmentos de nanoanticuerpos que reconocen una proteina
en la superficie de T. brucei (Garcia-Salcedo et al., 2016; Unciti-Broceta et al.,
2015).

Suramina

Es el farmaco mas antiguo que se lleva usando desde 1922 frente a
la primera etapa de la enfermedad causada por T. b. rhodesiense, aunque
también se usa frente a T. b. gambiense cuando aparecen resistencias a
pentamidina (Figura 8). Es una naftilamina sulfonada polianionica incolora
que estd quimicamente relacionada con el rojo tripano y con otros

colorantes con actividad tripanocida in vivo (Steverding, 2010).

La administracion de la suramina es intravenosa debido a su alta
solubilidad en agua y a que por otra via de administracion puede provocar
inflamacion y necrosis en el sitio de inyeccion (Steverding, 2010). Ademas,
tiene una baja absorcion gastrointestinal. Los efectos secundarios son leves
y reversibles como trombocitopenia, nefrotoxicidad, ictericia, diarreas

graves y reacciones alérgicas (Babokhov et al., 2013).

El mecanismo actual de captacion de suramina se ha descrito que es
a través de la union a la glicoproteina invariable de superficie 75 (ISG75),
que facilita la entrada por endocitosis al interior celular (Alsford et al., 2012).
Una vez en el interior es transportada al lisosoma donde se degrada el

receptor y finalmente la suramina es liberada al citoplasma (Alsford et al.,
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2013; Zoltner et al., 2016). Hasta el momento no se han encontrado

resistencias frente a este farmaco.

Melarsoprol

Es un compuesto organoarsénico descubierto en 1949 que se ha
estado usando para el tratamiento de la segunda etapa de la HAT producida
por T. b. rhodesiense y T. b. gambiense (Figura 8). La via de administracion es
intravenosa debido a la pobre absorcion gastrointestinal y la alta toxicidad
que produce cuando se administra por via intramuscular, producido por su

solvente, propilenglicol.

El melarsoprol es un profarmaco que se convierte rapidamente en
oxido de melarseno que se une de forma reversible a las proteina séricas
(Keiser and Burri, 2000; Keiser et al., 2000). La entrada de este oxido de
melarseno es mediante el transportador de alta afinidad de adenosina P2
(TbAT1/P2) y una vez dentro forma un aducto téxico con el equivalente al
glutation en los tripanosomatidos, el tripanotion (Carter and Fairlamb,
1993). Este aducto melarseno/tripanotion se conoce como Mel T y que es un
inhibidor competitivo de la tripanotion reductasa, enzima esencial para
mantener el correcto equilibrio tiol-redox intracelular (Fairlamb and
Cerami, 1992; Fairlamb et al., 1989). Las resistencias a melarsoprol y el
fracaso en el tratamiento han estado aumentando desde principios del afio
2000 (Fairlamb and Horn, 2018), posiblemente debido a resistencias
cruzadas con la pentamidina ya que comparten el mismo transportador, la
AQP2 (Garcia-Salcedo et al., 2016; Pyana Pati et al., 2014).

Actualmente solo estd recomendado como tratamiento de primera
linea para infecciones causadas por T. b. rhodesiense ya que tiene muchos
efectos secundarios como voOmitos, cdlicos abdominales, neuropatias
periféricas, astralgia y tromboflebitis. Destacan las encefalopatias reactivas
(sindrome encefalopatico) en 1 de cada 20 personas que lo toman y esta
asociado con un 50% de mortalidad de los individuos tratados (Biischer et
al., 2017).
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Eflornitina (dl-a-difluorometil ornitina; DEMO)

DMEFO emergi6 a finales de 1980, como un inhibidor de la ornitina
decarboxilasa, una enzima esencial en la sintesis de poliaminas (Bacchi et
al., 1980; Bitonti et al., 1985), mucho menos toxico y mas efectivo que el
melarsoprol (Figura 8). Este farmaco al igual que el melarsoprol cruza la
BHE por lo que se usa para el tratamiento de la segunda etapa de la
enfermedad causada por T. b. gambiense, no siendo efectivo para infecciones
producidas por T. b rhodesiense. Sin embargo, debido a su corta vida media
(1.5 - 5 horas) y su baja unidn con proteinas, los periodos de infusién (cada
6 horas durante 14 dias) debian ser muy largos e incompatibles con las
infraestructuras en las zonas rurales. Los efectos secundarios durante el
tratamiento incluyen, diarrea, anemia, leucopenia, trombocitopenia y
convulsiones. Debido al uso continuado del DMFQO, también han ido
apareciendo resistencias asociadas a la pérdida del transportador de
aminoacidos TbATT6 que controla su captacion (Garcia-Salcedo et al., 2016;
Vincent et al., 2010) . Actualmente el DEMO se utiliza junto con nifurtimox

(NECT) como terapia combinada.

Nifurtimox

Es un compuesto sintético de nitrofurano que es bien absorbido por el
tracto gastrointestinal. Nifurtimox es un farmaco utilizado para tratar la
tripanosomiasis americana aguda (enfermedad de Chagas), y que en 2009
se comenzd a usar como terapia combinada con eflornitina (NECT) frente a

infecciones de la segunda etapa causadas por T. b. gambiense (Figura 8).

Nifurtimox ejerce su actividad tripanocida mediante la alteracion del
equilibrio redox, formando iones superoxido que producen dafio al ADN
(Docampo, 1990). Los efectos secundarios son dependientes de la dosis e
incluyen anorexia, nauseas, vomitos, dolor abdominal, insomnio, dolor de
cabeza, mialgia, vértigos, artralgia y convulsiones. Nifurtimox también es
un profdrmaco que se activa por una nitrorreductasa de tipo I dependiente
de NADH, localizada en la mitocondria. Las resistencias a este farmaco
estan asociadas a la disminucién o a la ausencia de una sola copia del gen

que codifica para esta enzima (Garcia-Salcedo et al., 2016; Wilkinson et al.,
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2008). Actualmente la terapia NECT es el tratamiento de eleccion en la etapa

tardia frente a la infeccion por T. b. gambiense.

La administracion de esta terapia es mediante la inyeccion intravenosa
de eflornitina durante 7 dias junto con la administracién oral de nifurtimox
durante 10 dias (Priotto et al, 2009) (Disponible online: 2022:
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/326178/9789241550567-
eng.pdf. Acceso 23 de Agosto). Esta combinacion es relativamente segura y
eficaz, pero se necesita gran cantidad de eflornitina y muchos litros de
solucién salina para su administracion. Otro gran problema son las
resistencias que han aparecido a principios del 2000 frente a nifurtimox
(Sokolova et al., 2010) por lo que no quedan dudas de que se necesitan

mejores farmacos para el tratamiento de la HAT (Garcia-Salcedo et al., 2016)

Fexinidazol

En Diciembre de 2018, el fexinidazol fue aprobado para su uso por la
Agencia Europea de Medicamentos, como el primer tratamiento oral para
la HAT producida por T. b. gambiense en la primera y segunda etapa (Deeks,
2019) (Figura 8). La administraciéon del fexinidazol es oral durante 10 dias
consecutivos. Fexinidazol es un profarmaco y su actividad depende de dos
reducciones electronicas consecutivas del grupo NO: por la TbNTRI1, una
nitroreductasa especifica dependiente de NADH (Wilkinson et al., 2008).
Esto provoca especies reactivas de amina que indirectamente son toxicas y
mutagénicas para los parasitos, inhibiendo la sintesis de ADN (Deeks,
2019). La disminucién de la actividad nitroreductasa se ha asociado con
resistencias al fexinidazol (Wyllie et al., 2016) y con resistencias cruzadas

con otros nitroheterociclos, incluido el nifurtimox.

Recientemente, se ha informado que el tratamiento con fexinidazol es
menos efectivo que la NECT (91.2% frente a 97,6 % respectivamente) (Mesu
et al., 2018), aunque la facil via de administracion compensa la eficiencia y
aumenta las opciones de tratamiento para HAT (Chappuis, 2018). Ademas,
el fexinidazol ha sido efectivo en mas del 98% de los casos de infeccion
provocados por T. b gambiense en la etapa temprana y tardia (ensayo
NCT03025789 ) (Chappuis, 2018) y puede ser utilizado sin necesidad de

realizar punciones lumbares invasivas. La limitacién més importante del
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fexinidazol es que su efectividad disminuye (86,9% de casos curados) en
pacientes en la segunda etapa de la enfermedad (> 100 globulos blancos/mL
en el liquido cefalorraquideo) (Fairlamb, 2019; Pelfrene et al., 2019). Por lo
tanto, para estos pacientes, NECT sigue siendo el tratamiento de primera
linea (Lindner et al., 2020; Pelfrene et al., 2019). Actualmente también se esta
llevando a cabo un ensayo clinico para su uso contra T. b rhodesiense.

En general, la administracion de fexinidazol ha mejorado
significativamente las opciones terapéuticas para la enfermedad. Sin
embargo, existe la necesidad de encontrar tratamientos adicionales que

superen las limitaciones del fexinidazol.
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* Solo apto para primera etapa infeccion por T. b. rhodesiense
Suramina » Asociado con toxicidad
* Administracién por via intravenosa

* Solo apto para primera etapa infeccion por T. b. gambiense
* Asociado con toxicidad

Pentamidina . .
* Tratamiento de 7 dias
* Administracién por via intramuscular
* Apto para segunda etapa enfermedad (T. b gambiense y rhodesiense)
* Altamente téxico y causa la muerte debido a encefalopatias
Melarsoprol

* Tratamiento de 10 dias por via intravenosa
* 30 % de resistencias al tratamiento

* Apto para la segunda etapa de la infeccion por T. b gambiense
Eflornitina * La septicemia es un efecto adverso importante.

* Tratamiento de 14 dias por via intravenosa de grandes cantidades

* Altos costes

» Apto para segunda etapa (T. b gambiense)
(NECT) * Tratamiento durante 7 y 10 dias (Eflornitina intravenosa y
Eflornitina/Nifurtimox Nifurtimox oral respectivamente)
* Pocos efectos adversos
* Resistencias al tratamiento

* Apto para la primera y segunda etapa de la infeccién por
Fexinidazol o T b. gambiense
* Tratamiento de 10 dias por via oral.

Figura 8. Diferentes farmacos para tratar la HAT segtn la subespecie de tripanosoma
que causa la enfermedad y la etapa de la enfermedad en la que se encuentre.

4 Barrera Hematoencefalica (BHE)

El sistema nervioso central (SNC) esta protegido del sistema vascular
por barreras en tres puntos clave (Abbott, 2005; Abbott et al., 2010). De ellas,
la barrera hemato-encefalica (BHE), es la que se encuentra mas proxima a
las neuronas, por lo que se considera como la mds importante en el
mantenimiento de la homeostasis cerebral, la regulacion del transporte de
entrada y salida y la proteccidon contra dafios (Kadry et al., 2020; Obermeier
et al., 2013). La BHE est4 formada por células endoteliales microvasculares
que separan la sangre de los capilares, del fluido intersticial en el cerebro
(Figura 9). Estas células se unen entre si mediante uniones estrechas y
recubren los capilares cerebrales y la médula espinal de la mayoria de los
mamiferos y otros organismos con un SNC bien desarrollado (Abbott,
2005). La BHE se considera la mayor superficie de intercambio sangre-
cerebro, con un area total de intercambio de entre 12 a 18 m? en un adulto

humano promedio (Abbott et al., 2010). La BHE juega un papel crucial en la
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proteccion del parénquima cerebral frente a infecciones causadas por
microorganismos, aunque al mismo tiempo, es un obstdculo para el
transporte de fadrmacos, causando un fallo en el tratamiento de muchas
enfermedades del SNC. Se ha visto que solo el 5% de todos los farmacos,
son efectivos en el SNC, (Ghose et al., 1999). Incluso el 98% de las moléculas
pequenas son incapaces de atravesarla, como la histamina (100 Dalton) que
es capaz de atravesar los capilares en todos los drganos del cuerpo excepto
la espina dorsal y la BHE (Pardridge, 2005, 2006).
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Figura 9. [lustracion esquematica de la estructura de la unidad neurovascular y barrera
hemato-encefalica. La unidad neurovascular estd formada por varios tipos de células,
incluidas células de musculo liso vascular, astrocitos y pericitos entre otros. Las células del
musculo liso vascular que rodean los vasos sanguineos juegan un papel importante en el
control de los fluidos sanguineos cerebrales, pero son reemplazadas gradualmente por
pericitos a medida que los vasos se estrechan para formar capilares mas pequefios. Estos
capilares son los que se encuentran mas proximos de los tejidos del parénquima cerebral.
La barrera hemato-encefdlica estd constituida por células endoteliales que a su vez se
encuentran rodeadas en algunos puntos por pericitos y astrocitos.
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4.1 Estrategias para el transporte de farmacos

El transporte de moléculas a través de la BHE depende en gran

medida del tamato y polaridad de la molécula. Las estrategias no invasivas

mas usadas a través de la BHE para la administracion de farmacos al SNC

son: i) el transporte paracelular, ii) la difusion pasiva, iii) el transporte

mediado por transportadores, iv) la transcitosis mediada por adsorcion y v)

la transcitosis mediada por receptor (Furtado et al., 2018) (Figura 10).

i)

iii)

iv)

El transporte paracelular de moléculas es debido
principalmente a la permeabilidad de la BHE bajo condiciones
patolégicas y aunque puede ofrecer una ventana para el
liberacién de farmacos, no es del todo fiable para una
liberacion de farmacos consistente(Smith et al., 2016).

La difusion pasiva de moléculas es un tipo de transporte que
solo es factible para compuestos lipofilicos, que tengan un
tamafio menor de 500 Da, menos de 9-10 puentes de
hidrogeno 'y  valores de log P (nivel de
hidrofobicidad/hidrofilia) cercanos a 2 (Pajouhesh and Lenz,
2005; Pardridge, 2003).

El transporte mediado por transportadores implica la unién
de un soluto endégeno a una proteina transportadora en el
lado Iuminal de la BHE, que produce un cambio
conformacional en la proteina y da como resultado en el
transporte del soluto al otro lado de la membrana. Esto puede
ocurrir en la direccion del gradiente de concentracion
(transportadores de difusién facilitada) o en contra de la
concentracion del gradiente (transportadores activos) (Abbott
et al., 2006).

La transcitosis mediada por receptores es un método de
administracion de farmacos que implica la captacion
endocitica de farmacos del tamafio de macromoléculas que se
fusionan con un ligando de un receptor presente en la
superficie de las células endoteliales de la BHE, favoreciendo
el paso a través de transcitosis mediada por receptor. Es un
método que inicialmente se aplico para el transporte de

farmacos (Pardridge, 1999) pero actualmente esta siendo mas
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explotado para el transporte de nanoparticulas a través de la
BHE (Kreuter, 2001). La captacién puede ocurrir debido a
endocitosis mediada por «clatrina o caveolin o
alternativamente a través de otras vias incluyendo el proceso
de internalizacion mediante de balsas lipidicas (Bareford and
Swaan, 2007; Sahay et al., 2010) (Figura 10).

La transcritosis mediada por absorcion es un transporte que
se produce debido a las cargas negativas de los proteoglicanos
presentes en el lado luminal de la BHE. Esto hace que al entrar
en contacto con una sustancia con carga positiva, se
produzcan interacciones electrostaticas, que favorecen la
internalizacién mediante endocitosis, seguidas del paso
através de la BHE (Wang et al., 2010). Terapéuticamente, este
transporte puede ser aprovechado para el paso a través de la
BHE de dos maneras: I) mediante la generaciéon de carga
cationicas superficiales en el fairmaco o NP, o II) conjugar un
farmaco o NP (normalmente de forma covalente) con una
fraccion cargada positivamente, como un péptido de

penetracion celular (Hervé et al., 2008) (Figura 10).

Una de estas estrategias que mas se esta utilizando para atravesar la

BHE y liberar farmacos en el SNC es la del uso de la ingenieria genética para

generar proteinas de fusion recombinantes. De esta forma, el péptido

terapéutico o el farmaco proteico, se fusiona a un segundo péptido o

anticuerpo monoclonal que tiene como diana un receptor en la BHE

(transporte mediado por receptor). Mediante este proceso mencionado

anteriormente, el farmaco puede pasar al SNC y ejercer su funcion

(Pardridge, 2006) (Figura 10). Algunos de los receptores que mads se han

utilizado como diana han sido el receptor de la transferrina y el receptor de

la angiopepsina debido a que estan altamente expresados en la superficie
de las células endoteliales de la BHE (Paterson and Webster, 2016).
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Transcitosis mediada por absorcién Transcitosis mediada por receptor

e Sangre

Cara luminal
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Figura 10. Estrategias de administracion de farmacos del SNC no invasivas que
aprovechan las vias enddgenas a través de la BHE. (a) Transcitosis mediada por adsorciéon
y (b) la transcitosis mediada por receptor. Las moléculas de farmacos y las nanoparticulas
pueden funcionalizarse especificamente para explotar estos mecanismos de transporte a
través de la BHE.

5. Nanotransportadores

En los ultimos afios, la nanotecnologia ha surgido como una nueva
disciplina con gran potencial para el tratamiento de enfermedades muy
diversas. La nanotecnologia es la manipulaciéon de la materia a escala
nanomeétrica y sus aplicaciones son muy amplias en los distintos campos de
la ciencia y la técnica. Concretamente, su aplicaciéon a la medicina o
“nanomedicina” es una de las que mayor desarrollo ha experimentado y
especificamente la administracion de farmacos mediante el empleo de
nanotransportadores. Se han descrito multitud de sistemas que emplean
diferentes formulaciones entre las que se incluyen: nanoparticulas
organicas poliméricas construidas en base a diferentes polimeros naturales
y sintéticos; nanoparticulas inorgénicas, liposomas construidos con
moléculas anfifilicas, bioconjugados, dendrimeros, etc. Los farmacos se
encapsulan en el interior de estos sistemas y son liberados en el sitio de
accion. Esta formulacion farmacéutica presenta grandes ventajas frente a
formulacion tradicional, como son: i) disminucion de los efectos

secundarios y toxicidad sistémica de los farmacos; ii) disminucidn de la tasa
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de degradacion y eliminacion del farmaco al estar protegido en el interior
del nanosistema; iii) aumento de la biodistribucién en farmacos poco
solubles; iv) aumento de la eficacia al liberarse de forma concentrada en el
sitio de accidn; v) posibilidad de ser dirigido especificamente hacia una
diana terapéutica empleando ligandos o anticuerpos conjugados en la
superficie del nanotransportador (“active targeting”); vi) al cambiar la ruta
de entrada al interior celular permiten vencer resistencias a farmacos
asociadas a mutaciones en los transportadores de membrana que emplean

algunos farmacos.

Las peculiaridades de la BHE hacen de estos nanotransportadores
unas herramientas muy prometedoras para tratar enfermedades
neuroldgicas, con el potencial de cambiar fundamentalmente la forma en
que abordamos las terapias dirigidas al SNC (Furtado et al., 2018; Marques
et al., 2017).

5.2 Dendrimeros

Los dendrimeros son una familia especial de nanotransportadores
poliméricos sintéticos, particularmente atractivos para la administracion de
farmacos. Gracias a su estructura bien definida con unidades ramificadas
regularmente y abundantes terminales, ofrecen una cooperatividad
multivalente Unica y una alta carga de farmacos, asi como una facil
conjugacion con ligandos /anticuerpos (Cui et al., 2016) (Ding et al., 2018)
(Furtado et al., 2018). En particular, los dendrimeros de poliamidoamina
(PAMAM) son estructuralmente muy flexibles y muy eficientes en la
liberacion de ARN de interferencia en el SNC (Liu et al., 2014). La carga
eléctrica positiva a pH fisioldgico que muestran los grupos de aminas
terciarias ionizables de dichos dendrimeros podrian ser las responsables de
su capacidad para atravesar la BHE. Ademas en general son dendrimeros
anfipaticos altamente solubles en agua y pueden autoensamblarse para
formar nanomicelas supramoleculares ionizables de tamafio comprendido
entre 12-17 nm (Dhumal et al., 2021).
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5.3 Nanoanticuerpos

Los anticuerpos convencionales (inmunoglobulinas) de todos los
vertebrados son moléculas compuestas por dos cadenas pesadas (H) y dos
cadenas ligeras (L) idénticas (Padlan, 1994; Tonegawa, 1983) (Figura 11 a,
IgG1). En 1993, en la Universidad Libre de Bruselas (Bélgica) el grupo del
profesor Raymond Hamers publico que las especies de la familia Camelidae
contenian una fraccion de anticuerpos funcionales compuestos tinicamente
por cadena pesada (HcAbs). Los HcAbs no son exclusivos de los camélidos,
los peces cartilaginosos (tiburones, rayas, y quimeras) tienen un isotipo de
inmunoglobulina homodimérica de cadena pesada inusual llamado I[gNAR
(receptor de antigeno nuevo de inmunoglobulina) (Greenberg et al., 1995;
Roux et al., 1998).

Los HcAbs de camélidos son homodimeros donde cada unidad de
monomero (cadena H) tiene un fragmento de union al antigeno (fragmento
Fab) reducido a un solo dominio variable (VHH o nanobody®). Por otro
lado, los anticuerpos convencionales tienen un fragmento Fab compuesto
por un dominio constante (C) y un dominio variable (V) de la cadena Hy L
de cada anticuerpo (Fig. 11 a) (Hamers-Casterman et al, 1993;
Muyldermans et al., 1994; Nguyen et al., 1998).. En 1997, Vu et al (Vuet al,,
1997) analizaron la secuencia del ADNc, obtenido a partir de ARN de
células mononucleares de sangre periférica aisladas de dromedario y llama.
Encontraron la ausencia de todo el dominio constante 1 (CH1) en HcAbs;
reportando la unioén directa del dominio VHH-DJ maduro con la region
bisagra seguida por la region cristalizable del fragmento (Fc). La secuencia
del dominio CH1 esta presente en el genoma de los camélidos, sin embargo,
se elimina durante el procesamiento del ARN mensajero debido a una tnica
mutacion en el extremo 3' en el borde de CH1/intrén (Conrath et al., 2003;
Nguyen et al., 1999).

Por lo tanto, la cadena H de los HcAbs esta compuesta por 3 dominios
globulares en lugar de cuatro: el VHH, una region bisagra y dos dominios
constantes de Fc (CH2 y CH3) (Figura 11 a). Estos dominios Fc son
altamente homologos a los dominios Fc de los anticuerpos convencionales,
aunque en los camélidos estan codificados por diferentes conjuntos de
genes (Nguyen et al., 1999) (Figura 11 b). La organizacion, entre el dominio
variable de la cadena H del anticuerpo convencional (dominio VH) y el
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dominio VHH es notablemente similar. Ambos estdn compuestos por
cuatro secuencias conservadas, las regiones marco, que rodean a tres

regiones  hipervariables, las regiones determinantes de la
complementariedad (CDR).
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Figura 11: Representacion esquematica de los anticuerpos encontrados en el suero de
camélidos. (a) Anticuerpos convencionales IgG1 que contienen dos cadenas ligeras (L) (VL
y CL) y dos cadenas pesadas (H) (VH y CH1, bisagra, CH2 y CH3) y anticuerpos de cadena
pesada homodiméricos (HCAbs), IgG2, que solo tienen una cadena H. Cada cadena H tiene
un dominio VHH, bisagra, y CH. Los dominios CH2 y CH3 constituyen la regién Fc. En
las IgG1, se conoce como scFV al fragmento mas pequeno de unién al antigeno presente en
la region VH-VL. El fragmento de union al antigeno mas pequefio y funcional de los
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anticuerpos de dominio tnico HCAbs es el VHH, también conocido como nanoanticuerpo
(NDb). (b) Se representa esquematicamente la estructura y CDR de las secuencias de VH y
VHH. Se indican los aminoacidos distintivos en el FR2 dentro del VHH, asi como el enlace
disulfuro inter-CDR que ocurre en el dromedario VHH (linea amarilla). Se muestra la
estructura plegada del dominio VHH con su ldmina de cuatro cadenas b (atras) y la lamina
de cinco cadenas b (al frente). También se indican los residuos de aminoacidos
caracteristicos de VHH en el FR2. Imagen extraida de (Muyldermans, 2013).

Sin embargo, hay algunas diferencias claras en la alineacion de las
secuencias de aminodacidos de los dominios VH y VHH. Primero, CDR1 y
CDR3 de VHH son méas amplios que los de VH (Figura 11 b) (Conrath et al.,
2003). En segundo lugar, la secuencia VHH lleva sustituciones importantes
de aminodacidos altamente conservados ubicados en la region marco-2
(FR2), que en los anticuerpos convencionales interactian con el dominio
variable de la cadena ligera (Chothia et al., 1985). Los residuos hidrofébicos
Val42, Gly49, Leu50 y Trp52 en VH de anticuerpos convencionales son
sustituidos en el VHH de anticuerpos monocatenarios por los residuos
hidrofilicos Phe/Tyr42, Glu49, Arg/Cys50 y Leu/Gly52 (De Genst et al., 2006;
Muyldermans et al., 1994) (Numeracién del Sistema de informacién
ImMunoGeneTics-IMGT  http://www.imgt.org correspondiente a las
posiciones 37, 44, 45 y 47 en numeracion Kabat,
http://www kabatdatabase.com). La presencia de aminoacidos mas
hidrofilicos en VHH se explica por la ausencia de asociacion con el dominio
VL y le confiere una mayor solubilidad (Chothia et al., 1985; Davies and
Riechmann, 1994; De Genst et al., 2006; Muyldermans et al., 1994). Ademas,
los bucles de la regién hipervariable del VHH son sustancialmente
diferentes en conformacion, longitud y repertorio, siendo un mecanismo en
los HcAb para compensar la ausencia de la diversificacion combinatoria
que aportan los dominios dobles VH-VL (Decanniere et al., 2000; Nguyen
et al., 2000; Riechmann and Muyldermans, 1999).

Los dominios VHH o nanoanticuerpos (Nbs) son los fragmentos de
union a antigeno mas pequenos que se conocen (2.5 nm de didmetro y 4 nm
de longitud) (Figura 12 a). Su aislamiento ofrece la posibilidad de generar
entidades de anticuerpos completamente activos, estables, solubles,

especificos y de alta afinidad.
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Mediante tecnologia de ADN recombinante se pueden aislar los genes que
codifican el repertorio de Nbs especificos de un antigeno. El método
consiste en clonar, en vectores de presentacion en fagos, el repertorio de
Nbs producidos por linfocitos de sangre periférica tras la inmunizacién de
un camélido con un antigeno determinado y seleccionar mediante cribado
los Nbs que especificamente reconozcan a dicho antigeno (Arbabi
Ghahroudi et al., 1997; Lauwereys et al., 1998). El protocolo optimizado es
rapido y su produccion es mucho mds econdmica que la produccién de
anticuerpos monoclonales ya que se emplean sistemas de expresion
bacterianos, fungicos o vegetales. Los Nbs son muy estables y solubles, y se
unen a su antigeno afin con alta afinidad y especificidad. No son
inmunogénicos (Harmsen and De Haard, 2007) y ademads, se pueden
humanizar (Vincke et al., 2009).
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Objetivo 1. Busqueda de nuevas moléculas con actividad
tripanocida a partir de una coleccién de productos naturales de
la Fundacion MEDINA

1.1 Obtencidén de los extractos microbianos

Para el cribado primario, se partié de 2000 extractos microbianos,
1040 de hongos y 960 de actinobacterias, procedentes de la coleccién de
microorganismos de suelos y aguas de la Fundacion Medina. Los extractos
microbianos se obtuvieron a partir de cepas fungicas y bacterianas
cultivadas en diferentes condiciones nutricionales. Se realizé una seleccion
de cepas que se cultivaron durante 7 y 14 dias a 28 °C en el caso de
actinobacterias y durante 21 y 28 dias a 22 °C en el caso de los hongos. De
los cultivos, los metabolitos secundarios se extrajeron con acetona (1:1)
mezclando 10 mL del medio de cultivo con 10 mL de acetona y agitando en
un agitador orbital (Adolf Kuhner AG, Birsfelden, Suiza) durante 1 hora.
Luego, los extractos se centrifugaron a 1500 x g durante 15 minutos, el
sobrenadante se transfirio a tubos de vidrio de 16 mm (viales EPA) y se
evaporo hasta que quedd a la mitad del volumen inicial. Finalmente se
agrego DMSO (Sigma-Aldrich, D8418) a cada extracto a una concentracion
tinal del 20% de DMSO. De estos extractos crudos, 500 uL se almacenaron

a -20 °C en placas ABgene de 96 pocillos hasta su posterior uso.

1.2 Ensayos de toxicidad de los extractos usando Resazurin

Partiendo de un cultivo celular de T. b. brucei en fase de crecimiento
logaritmica, (10° células/mL), se realizaron diluciones seriadas hasta una
concentracion final de 5x 10* células/pocillo que fue la empleada para
realizar los ensayos en placas de 384 pocillos y 1x10° células/pocillo para
placas de 96 pocillos. Por otro lado, también se ensayaron diferentes
diluciones seriadas de los extractos para determinar la concentracion
Optima a usar en los sucesivos experimentos, preparandose el extracto
crudo en un 20% de DMSO y descartando las concentraciones citotoxicas.
En este sentido, se eligid la dilucion 1/300 de los extractos para realizar todos

los posteriores ensayos.
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Se emplearon placas de ensayo Corning de 384 pocillos que ya
contenian 5 pL por pocillo de los extractos microbianos a ensayar vy
controles, a los que se ahadieron 45 pL por pocillo de un cultivo de T. brucei
conteniendo 5x10? parasitos, incubandose durante 24 h a 37°C con 5% de
CO:z en un incubador. Se afiadieron 10 pL por pocillo del indicador de
viabilidad celular, resazurina de sodio (Sigma-Aldrich, R7017) a 0,5 mM y
las placas se incubaron durante 6 h mds. Por ultimo, la fluorescencia se
determiné a 550-590 nm. Como controles de crecimiento negativo y
positivo se usaron pentamidina isocianato (Sigma-Aldrich, P0547) a 400 nM
y dimetilsulféxido (DMSQO) al 0.0067% respectivamente. Para los ensayos en
placas de 96 pocillos seguimos el mismo protocolo, pero se duplico el
volumen final de los reactivos y el nimero de parasitos. La citotoxicidad en
la linea celular de hepatocarcinoma (HepG2) se evalud utilizando el mismo

protocolo y 1x 10° células por pocillo.
1.3 Analisis de datos.

La toxicidad o actividad tanto de los extractos como de los
compuestos puros se calculo utilizando el programa Genedata Screener
(Genedata AG, Basilea, Suiza), y el porcentaje de inhibicion de cada extracto
(o compuesto) fue determinado como se describe en (Annang et al., 2015).
Se considerd que un extracto tenia actividad cuando el porcentaje de

inhibicion del crecimiento fue superior al 60%.

1.4 Cribado primario y curvas dosis-respuesta.

Se seleccionaron como “Hits”, aquellos extractos que presentaban
una inhibicién del crecimiento mayor del 60%, confirmada mediante 3
ensayos independientes. Las placas incluian el compuesto de referencia

pentamidina como control.

Con los extractos seleccionados se realiz6 un ensayo de dosis
respuesta de 5 puntos, usando como primer punto la concentracion inicial
descrita previamente para cada ensayo (1/300), y los 4 puntos subsiguientes
tueron diluciones seriadas dobles de cada punto. Los extractos que tuvieron

una buena curva de dosis respuesta, se seleccionaron para la de-replicacion
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por espectrometria de masas y cromatografia liquida en tdndem (LC-MS,

del inglés Liquid chromatography and mass spectrometry).

1.5 Cromatografia liquida y espectrometria de masas (LC-MS). Analisis de
coincidencias en la base de datos de metabolitos secundarios conocidos
(de-replicacion).

Se analizaron 2 pL de los extractos seleccionados mediante un
sistema LC-MS de cuadrupolo simple Agilent 1260 Infinity II (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.), usando una Columna Zorbax SB-
C8 (2,1 x 30 mm), mantenida a 40 °C y con un caudal de 300 uL/min. El
disolvente A constaba de 10% de acetronitrilo y 90% de agua con 1,3 mM
de 4cido trifluoroacético y 1,3 mM de formiato de amonio, mientras que el
disolvente B era 90% acetronitrilo y 10% agua con 1,3 mM de acido
trifluoroacético y 1,3 mM de formiato de amonio. El gradiente comenzo en
un 10% de B y pasé a 100% de B en 6 min, mantenido el 100% B durante 2
min, y se volvio a bajar a un 10% de B durante 2 min para iniciar el sistema.
Escaneos de la matriz completa de diodos ultravioleta (UV) de 100 a 900 nm
se recogieron en pasos de 4 nm a 0,25 s/scan. El disolvente de elucion se
ionizo con la fuente estandar Agilent 1100 ESI ajustada a un flujo de secado
de gas de 11 L/minuto a 325 °C y una presion de nebulizador de 40 psi. El
voltaje capilar se ajusté a 3500 V. Se recopilaron espectros de masas como
escaneos completos de 150 a 1500 m/z, con 1 escaneo cada 0,77 segundos,
tanto en modo positivo como negativo. Se realizé un cotejo de la base de
datos utilizando la aplicacion de un programa desarrollado por la
fundacion Medina, en la que la deteccion de diodos de matriz, el tiempo de
retencion y los espectros de masas positivos y negativos de las muestras
activas se compararon con los datos UV-LC-MS de los metabolitos
conocidos almacenados en la base de datos propia de la fundacion Medina.
Los datos de metabolitos estdndar se obtuvieron usando las mismas

condiciones de LC-MS que las muestras a analizar.
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1.6 Fermentacion a media escala y fraccionamiento de los extractos
mediante bioensayo.

Extractos que tenian el potencial de contener nuevos compuestos
activos por LC-MS se volvieron a crecer en un volumen de 100 mL y se
anadid a cada uno un volumen igual de acetona. El proceso se realizd en
una columna SP207ss de flujo continuo siguiendo un procedimiento
anteriormente descrito (Annang et al, 2015). A continuacién, estas
fracciones obtenidas se reconstituyeron en 30 pL de DMSO y 150 puL de agua
Milli-Q para hacer una tltima solucion al 20% de concentracion de DMSO.
Las fracciones se ensayaron para comprobar su actividad y las activas en

esta etapa se analizaron posteriormente por LC-MS.

1.7 Aislamiento y caracterizacion de la cepa productora

El microorganismo productor CF-258252 se aisld de una muestra de
suelo recolectada en Sabino Canyon, Coronado National Forest, Arizona
(EE.UU.) por el método de pasteurizacion con etanol utilizando placas petri
de 90 mm con medio PCA (Bills et al., 2004). En la coleccién de hongos de
la Fundacion MEDINA se mantienen cultivos madre congelados en glicerol
al 10% (-80°C). Ademas, para estimar la posicion filogenética aproximada
de la cepa CF-258252, se extrajo ADN gendmico de micelios cultivados en
agar de extracto de malta-levadura. La extraccion de ADN, la amplificacion
por PCR y la secuenciacion del ADN se realizaron como se describio
previamente por (Gonzalez-Menendez et al.,, 2017). Se compararon las
secuencias del espaciador de transcrito interno ITS1-5.85-ITS2 completo y
la region 28S inicial o ITS independiente y secuencias parciales de 285 rDNA
con las secuencias depositadas en GenBank® o el NITE Biological Resource
Center (http://www.nbrc.nite.go.jp/) utilizando la aplicacion BLAST® (Blaxter

et al., 2005). Las coincidencias de la base de datos arrojaron una similitud
de secuencia muy alta (99 %) con las cepas Amesia gelasinospora CBS 673.80T,
CBS 643.83 y NBRC32880, lo que indica que la cepa CF-258252 mostro
afinidades con el género Amesia (Chaetomiaceae). También se obtuvieron
puntuaciones altas con otras cepas de hongos similares como A. atrobrunea
CBS 379.66T (98 %) A. nigricolor CBS 600.66T (97 %), lo que indic6 que CF-
258252 puede clasificarse como Amesia sp.


http://www.nbrc.nite.go.jp/
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1.8 Proceso de fermentacion

La fermentacién de Amesia spp. CF-258252 se realizé mediante la
inoculacion de diez tapones de agar micelial en un matraz que contenia
medio SMYA (seccion M&M 3.5), 50 mL de medio en un recipiente de 250
mL. El matraz Erlenmeyer se incubd en un agitador rotatorio a 220 rpm y
22 °C con una humedad relativa del 80 %. Después de cultivar la etapa de
semilla durante 7 dias, se utiliz6 una alicuota de 4.5 mL para inocular cada
matraz con el medio de produccion, medio s6lido a base de arroz (BRFT)
(seccion M&M 3.5) (Pelaez et al., 2000). Los 15 matraces se incubaron a 22
°C con una humedad relativa del 80 % en condiciones estaticas durante 21

dias.

1.9 Aislamiento de curvicollide D

El caldo de fermentacion se mezclé completamente con un volumen
igual de acetona y se agitd6 durante 2 horas en un agitador Kiihner. La
biomasa se decantd y el contenido de acetona en el sobrenadante se redujo
bajo una corriente de nitrogeno hasta que el volumen fue de
aproximadamente 1L. Este extracto crudo de acetona se mezcl6 con agua en
una proporcion igual y se cargd en una columna que contenia resina
SP207ss (65 g, 32 x 100 mm). Después de lavar la columna con 1 L de agua,
la elucion se realizé en un CombiFlash usando un gradiente de acetona
lineal de 0-100 % y recolectando fracciones de 15 mL. Las fracciones activas
en el ensayo de bioactividad del tripanosoma se agruparon y se
fraccionaron mas mediante HPLC de fase inversa semipreparativa (Zorbax
SB-C8, 9,4 x 250 mm, 5 um, 3,6 ml/min) utilizando H20 (disolvente A) y
CHB3CN (disolvente B). La elucion se llevé a cabo en condiciones isocraticas
de 5 % de disolvente B durante 1.5 min y luego un gradiente lineal de 5 % a
100 % de disolvente B en 30.5 min para producir curvicollide D (1.5 mg, tR

=25 min), responsable de la actividad antiparasitaria.

Curvicollide D: sdlido amorfo blanco. Datos de RMN de un protén y 13
carbonos (Tabla 1), (+)-ESI-TOF m/z 450,3217 [M + NH4]+ (calcd para
C26H44NO5+, 450,3214, ©=0,7 ppm), 415,2844 [M+H-H20O]+ (calcd para
C26H3904+ 415,2843, ©=0,2 ppm), 397,2739 [M+H-2H20O]+ (calculado para
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C26H3703+ 397,2737, =0,5 ppm), 882,6105 [2M+NH4]+ (calculado para
C52H44NO10+, 88206091, 7,6090, ppm) , y 887,5660 [2M+Na]+ (calcd para
C52H44NO10+, 887,5644, 0=1,8 ppm).
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Objetivo 2. Estudio del mecanismo de accion y efecto
tripanocida en las formas sanguineas de T. brucei de las
moléculas identificadas en el cribado: Curvicollide Dy
chaetocina.

2.1 Ensayos de toxicidad celular

La susceptibilidad al curvicollide D y chaetocina se evalu6é mediante
resazurina de sodio como se describe anteriormente en la seccion de M&M
1.2. Se ensayaron las formas sanguineas de tripanosoma a una densidad
inicial de 1 x 10* parasitos/mL en placas de cultivo de 96 pocillos que
contenian 100 pL de HMI-9 suplementado. Los parasitos se incubaron a
diferentes concentraciones de curvicollide D y chaetocina durante 20h a 37
°Cy 5 % de CO2. A continuacion, se afiadieron 20 pL de resarzurina 0,5 mM
(Sigma-Aldrich, R7017) a cada pocillo y las placas se incubaron durante 4h
mas. La reaccion se detuvo agregando 50 puL de dodecilsulfato de sodio
(SDS) (Sigma-Aldrich, 436143) al 3 % y luego se ley6 en un lector Tecan
Infinite F200 (Tecan Austria GmbH, Austria) usando una longitud de onda
de excitacion de 535 nm y una longitud de onda de emision de 590 nm
(Gould et al., 2008). Cada prueba se prepar6 por triplicado y se repitio seis
veces. Los valores de concentracion inhibitoria del 50% (ICso) se calcularon
utilizando el software GraphPad Prism5 y se definieron como la
concentracion de farmaco necesaria para disminuir la intensidad de

fluorescencia en un 50 %.

2.2 Andlisis del ciclo celular

El contenido de ADN se evalué mediante citometria de flujo con el
citbmetro BD FACScanto II (BD Biosciences) siguiendo un protocolo
anteriormente descrito (Unciti-Broceta et al.,, 2013). Brevemente, las
muestras control y tratadas con curvicollide D o chaetocina se lavaron en la
solucion salina de fosfato (PBS) conteniendo 44 mM NaCl, 57 mM K2HPOs,
3 mM KH:POs y centrifugando a 1300 x g durante 10 minutos. Después, el
sedimento se resuspendio en 100 pL de PBS, se afiadié 900 pL de etanol frio
al 70 % y se incubaron durante 5 minutos en hielo. Posteriormente, los

tripanosomas se lavaron con PBS y se incubaron en PBS que contenia
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yoduro de propidio (IP) (Sigma-Aldrich, P4864) a una concentracion final
de 40 pug/mL y 100 pug/mL de ribonucleasa A (Quiagen, 19101) y se
incubaron a 37°C durante 30 minutos. Se utilizo el programa FlowJo para
realizar la estimacion del nimero de células en las fases G1, S y G2/M del
ciclo celular. El experimento se realiz6 en triplicado y se repiti6 al menos 3

veces.

2.3 Microscopia confocal

El fenotipo morfoldgico y las diferentes fases del ciclo celular se
analizaron mediante microscopia confocal de fluorescencia y O&ptica
mediante contraste de interferencia diferencial, (DIC), del inglés
“differential interference contrast”). Después de diferentes tiempos de
tratamiento con curvicollide y chaetocina a su ICs, 1.5uM y 22nM
respectivamente, los parasitos se fijaron en paraformaldehido (PFA) al 4%
(Sigma-Aldrich, P6148). Luego se lavaron tres veces e incubaron durante 30
minutos en cdmara humeda agregando 30 puL por muestra en portaobjetos
recubiertos con poli-L-lisina (Thermo Fisher Scientific, J2800AMNZ).
Finalmente, para el montaje de la muestra, se anadidé medio Vectashield que
contenia DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE. UU, H1200) y se
cubrid con el cubreobjetos. La adquisicion de imagenes se realizo con un
microscopio confocal LSH710 (Zeiss) y las imagenes se analizaron con el
programa ZEN blue (Zeiss). Para el recuento del nimero de nucleos (N) y
kinetoplasto (K), se contaron doscientas células en cada punto de tiempos

tratados con chaetocina.

Para las inmnofluorescencias, las formas sanguineas de T. brucei se
tijaron en paraformaldehido (PFA) al 4 % (v/v) (Sigma-Aldrich, P6148) y se
permeabilizaron con una soluciéon que contenia 0,2 % de triton X-100
(Sigma-Aldrich, T8787) en PBS. Los tripanosomas fijados se trataron con el
anticuerpo primario anti L1C6 de ratén (Devaux et al., 2007) o el anticuerpo
de conejo H2A (Glover and Horn, 2012) en tampdn de bloqueo que contenia
albiimina de suero bovino al 1% (Sigma-Aldrich, A7906) durante 1 hora a
temperatura ambiente. El anticuerpo BG4 (Hansel-Hertsch et al., 2018) se

incub6 durante 1 hora a 37 ° C, seguido de un anticuerpo secundario anti-
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Flag. Luego, las muestras se lavaron y se incubaron con el anticuerpo de
raton anti IgG Alexa 488 (Invitrogen, A11001) o el anticuerpo de conejo IgG
Alexa Fluor 555 (Invitrogen, A31572) en el mismo tampdn de bloqueo.
Finalmente, los tripanosomas se lavaron 3 veces y se pegaron en un
portaobjetos con poli-L-lisina y se siguid6 el protocolo descrito

anteriormente.

2.4 Ensayo de endocitosis

Se realizaron ensayos de toxicidad dependientes de temperatura en
pardsitos que estaban en fase de crecimiento logaritmica, 5x10°
parasitos/mL. Se trataron con chaetocina, 22 nM o con 30 nM de
pentamidina como control, a 37°C y 4°C. Se cogieron muestras (5x10°
parasitos) a dos tiempos diferentes, 1 y 2 horas, se incubaron en hielo
durante 5 minutos y se lavaron con PBS centrifugando 10 minutos a 1300 x
g. Para determinar el porcentaje de células muertas, los parasitos se
resuspendieron en una solucion de PBS/ioduro de propidio durante al
menos 20 minutos a 37°C. El analisis se llevo a cabo con un citémetro de
flujo BD FACScanto II (BD Biosciences) y el programa FlowJo. El

experimento se realizo por triplicado y se repitio tres veces.

2.5 Purificacion de ARN y transcripcién inversa (RT)

El ARN total de T. brucei se aislo siguiendo el protocolo TRIzol
(Invitrogen, 15596). La transcripcién inversa se realizd utilizando el kit de
sintesis de ADNc RevertAid (Thermo Fisher Scientific, K1621) con
oligonucledtidos hexdmeros aleatorios. Las reacciones se incubaron
inicialmente a 25°C durante 5 minutos y posteriormente a 42°C durante 1
hora. Para detener la reaccion, la mezcla se calentdé a 70 °C durante 5

minutos.
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2.6 PCR cuantitativo (qPCR)

El andlisis de la transcripcion de ARN se realiz6 mediante PCR
cuantitativa (qQPCR) a partir de transcripcion inversa. La qPCR se realiz6 en
el sistema 7500 Fast Real-Time PCR (Life Technologies) con SYBR Green
(Thermo Fisher Scientific, 4309155). La mezcla de reaccion incluia 0,5 uM
de cada oligonucleotido y posteriormente se le adicion6 200 ng de ADNc
/uL. Las condiciones de amplificacion fueron, 40 ciclos a 50°C, 2 minutos;
95°C, 10 minutos; 95°C, 15 segundos; 60°C, 1 minuto. Las secuencias de los
oligonucledtidos se describen en la seccion M&M 2.12.1. Los niveles de
transcritos se normalizaron frente al nimero de pardsitos inicial y se
representaron graficamente como cambios relativos con respecto a las
células no tratadas. El andlisis de todas las muestras se realizd por
triplicado. Se usaron actinomicina D (Sigma-Aldrich, A9415) y a-amanitina
(Sigma-Aldrich, A2263) como controles positivos de inhibicion de la
transcripcion de la ARN Polimerasa I y ARN Polimerasa II,
respectivamente. Los oligonucleétidos que se utilizaron fueron los que se

describen a continuacion.

2.7 Ensayo de desplazamiento del ADN

El ensayo de desplazamiento de bromuro de etidio (BrEt) (Sigma-
Aldrich, E1510) con curvicollide D se llevé a cabo en placas de 96 pocillos
de fondo plano (Thermo Fisher Scientific, 130188). Cada pocillo contenia:
H20 MiliQ, 5 uM de bromuro de etidio, 1 uM de ADN de cadena doble
(plasmido pMES4) y concentraciones crecientes de curvicollide D (10 puM,
20 uM, 25 uM y 30 uM). La longitud de onda de excitacion del bromuro de
etidio es 510 nm y la de emisién en el rango comprendido entre 520 a 720
nm. Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente (20 °C) y por
triplicado en el que cada pocillo tenia su pocillo control (sin agente
intercalante = 100 % de fluorescencia, sin ADN =0 % de fluorescencia). El
porcentaje de fluorescencia después del desplazamiento de BrEt (%FID) se
calculd a partir de la intensidad de fluorescencia de emision a 600 nm
usando la siguiente ecuacion siendo la unidon de BrEt + DNA el 100% de

fluorescencia.
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%FID = (F1 x100) / FO
F1= (BrEt+DNA+Ligand) — (BrEt +H20 MiliQ) — (Ligand+DNA)
FO= (BrEt+DNA) — (BrEt +H20 MiliQ)

2.8 Plegamiento de G4s

Los oligonucleoétidos con potenciales estructuras G4 en su secuencia
se adquirieron de “Integrated DNA Technology” (IDT). Todos ellos se
disolvieron en tampon G4s (10 mM de tampdn fosfato potasico a pH 7,0
[fosfato potasico dibasico (K2HPO4) 5,3 mM (P9666, Sigma Aldrich) y
fosfato potasico monobasico (KH2PO4) 4,6 mM (P9791, Sigma Aldrich)] que
contiene 100 mM de KCl (P3911, Sigma Aldrich)]. Posteriormente los
oligonucledtidos G4 se calentaron a 95 °C durante 10 minutos, se dejaron

enfriar lentamente a temperatura ambiente y se almacenaron a 4 °C.

2.9 Dicroismo circular

Los experimentos de dicroismo circular (CD, del inglés circular
dichroism) se realizaron en el “Departamento de Quimica Fisica,
Universidad de Granada” (Granada, Espafa). Los espectros de CD se
registraron a 25 °C en un espectropolarimetro CD JASCO 715 en
condiciones de tampdn G4s (fosfato de potasio 10 mM tampdn que contiene
KCl 100 mM a pH 7,0). La concentracion del ADN de los G4 plegados
previamente fue de 20 uM, y el compuesto de prueba se agrego a 50 uM,
incubdndose durante toda la noche antes de registrar el espectro. El rango
de longitud de onda que se us6 fue de 220-320 nm con una velocidad de
escaneo de 100 nm/min. El tamafio de abertura de la cubeta fue de 0,1 cm y
se obtuvieron tres espectros de acumulacion promedio para cada medicion.
Los oligonucle6tidos G4 utilizados en este estudio se describen en seccién
M&M 2.12.2.

2.10 Espectroscopia UV- visible

Los experimentos de ultravioleta-visible (UV-vis) se realizaron en el
“Departamento de Quimica Fisica, de la Universidad de Granada”
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(Granada, Espafia). Los espectros de absorcion UV-visible se registraron en
un espectofotémetro, Varian Cary 50, a 25 °C. La concentracion del ADN
G4 plegado fue de 5 uM en tampon G4s (tampon fosfato potasico 10 mM
que contiene 100 mM de KCl a pH 7,0). E1 ADN se introdujo en la cubeta y
se le fue afiadiendo en cada medida, 1 uL de una soluciéon concentrada de
chaetocina (1 mM), con una jeringa Hamilton, que posteriormente se mezclo
con una pipeta. Después de cada adicion de chaetocina, se registro un
espectro UV-vis. En total, se adicionaron 20 pL de chaetocina, con una
relacion final de 1:20 ADN G4: chaetocina. También se realizd un espectro
UV-vis de concentraciones crecientes de chaetocina en buffer G4, asi como
un blanco, utilizando solo buffer G4. A cada espectro de titulacion se le resto
su blanco y el espectro de chaetocina correspondiente. La cubeta fue de 0,3
cm y el rango de longitud de onda utilizado fue 235-320 nm. Los
experimentos se realizaron por triplicado. Los oligonucleotidos utilizados
en este estudio son los mismos que los que se han usado en el apartado

anterior para CD descritos en la seccion M&M 2.12.2

2.11 Ensayo de parada de PCR o PCR-stop

El ensayo de parada de PCR se realizd como se describid
anteriormente (Tawani et al., 2017), con algunas modificaciones. Se usaron
oligonucledtidos que incluyen la secuencia del G4 a analizar y un
oligonucleétido parcialmente complementario a cada uno de ellos, descritos
en la seccion M&M 2.12.3. La reacciéon de PCR se llevo a cabo en tampdn de
PCR, que contenia 800 nmol de cada par de oligonucleétidos, 0,2 mM de
dNTP, 2.5U de Taq polimerasa Hot Start (733-1331, VWR), y cantidades
crecientes de chaetocina a ensayar. El producto de PCR se amplifico en un
Termociclador Veriti (Applied Biosystems) con las siguientes condiciones
de ciclo: 95 °C durante 15 minutos, seguido de 30 ciclos de 95 °C 30
segundos, 38 0 41 °C durante 30 segundos, y 72 °C durante 30 segundos. Los
productos de PCR se visualizaron en gel de agarosa al 2% en TBE 1x (Tris
base 100 mM, acido bdrico 100 mM (B6768, Sigma Aldrich), EDTA 2 mM) y
se tifieron con Gel Green (41005, Biotio). Las imagenes del gel se analizaron
mediante ImageQuant LAS 4000. Se realizaron tres reacciones

independientes por cada concentracion.
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2.12 Secuencias de Oligonucleotidos

2.12.1 Oligunucleotidos para gPCR

Secuencia de oligonucleotidos directa (5'> 3)  Secuencia de oligonucleétidos reversa (5> 3)
(1)rDNAProm_938s: rDNAProm_1048as:
ATAAAAGGGAGTTATAGCGT GTACAACACAATCCGTTAAG

(2) rDNA pre 28Sa_up_136s: rDNA pre 28Sa_up_52as:
AAAGAGGCGGCGGATAGTG ACGAAAGAAGCACAAGCACATA

(3) rDNASp 27s _27s: rDNASp108as_108as:
TATGTGTATGTGTGTTGTGTTA ATGCAAAATAGGAGACTACA

(4) ESProm_330s: ESProm_662as:
GAGATTGTGAGGGTTAGGA CATCATCCTGCGTCGTTC

(5) ES_6_F: GTACAAGCTACGAAAACGTG ES_6_R: CCACTCCCACTGGAAACTTA

(6)VSG221 Pre_221_F: VSG221 Pre_221 _R:
GCAGGCAAGCATTACCAGAG CTGTTCCGAATAGCGCGTC
(7) SL_sp_1245s: SL_sp_1306As:
CTTTGTTTCCCATAAGTCTAC AGACACTTGCCATATTTTACT
(8) SL_spacer_644s: SL_spacer_763As:

GCAGCAATAACAGCGAGCATAC GGACGGTTGAGCTGAGTGTAAT
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2.12.2 Oligonucleotidos para Dicroismo circular

G4 del sitio de expresion
activo 221

Secuencia G-cuadruplex
(5"=>3)

(A) G4_ES221 s(-35_+9)

(B) G4_ES221_s(-+3_+37)

(C) G4-Prom-ES221as(-96_-55)

(D) G4-Prom-ES221as(-83_-50)

(E) G4-preVSG-ES221s  (56189-
56334)
(F) G4-preVSG-ES221s  (56294-
56334)

(G) G4-Prom-Ribos_s (-5 a +40)

GGGGAGGTTATTACAGAAAT
CTCAGATATCAGACTCAAGGT
GTGG

GGTGTGGCGGACGTCTCGAA
CCGATCGTGAGTTGG

GGCTGAGTTTATTGGCAGATT
TTCTTAGTATAGGGATAATGG

GGCAGATTTTCTTAGTATAGG
GATAATGGTGTGG

GGCGCACAGAAGGATCTGAA
TTGGAAGG

GGATTCACGGCAATCTGGCAC
AAAGAATACAGCTGATATGG

GGCGTACGGAGCAGGACAGC
AACTGACCGCTCTCAGACCGA
TGG

(H) G4-Prom-Ribos_s (+125_ +167)

2.12.3 Oligonucleotidos para PCR Stop

GGTTTGCCGAATGGCTGTGG
GTATGACACTTCCTCAGTTAA
GG

Secuencia (5’2 3")

Secuencia (52 3)

G4(A)_Ford:
TTACAGGGGAGGTTATTACAGAAATCTCA
GATATCAGACTCAAGGTGTGGTGCTCTT

G4(A)_Mutan;
TTACAACTGATCTTATTACAGAAATCTCA
GATATCAGACTCAAGGTGTGGTGCTCTT

G4(C)_Ford:
TCTTGCGGCTGAGTTTATTGGCAGATTTT
CTTAGTATAGGGATAATGGTGCTCTT

G4(G)_Ford:
TTITGCGGCGTACGGAGCAGGACAGCAAC
TGACCGCTCTCAGACCGATGGTGCTCIT

G4(H)_Ford:
TCAGTAGGTTTGCCGAATGGCTGTGGGTA
TGACACTTCCTCAGTTAAGGTGCTCTT

G4(A)_Rev:
TTCTCGTCCACACCTTGAG

G4(A)_Rev:
TTCTCGTCCACACCTTGAG

G4(C)_Rev:
TTCTCGTCCATTATCCCTATAC

G4(G)_Rev:
TTCTCGTCCATCGGTCTGAG

G4(H)_Rev:
TTCTCGTCCTTAACTGAGGAAG
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Objetivo 3. Desarrollo de un transportador de farmacos guiado
por nanoanticuerpos capaz de atravesar la barrera hemato-
encefalicay tratar la fase neuroldgica de la enfermedad del
suefio.

3.1. Seleccion del antigeno de interés

Seleccionamos la proteina ISG75 de T. b. brucei (ABB22160.1) como
antigeno de interés para obtener nanoanticuerpos. La proteina ISG75 tiene
un tamano de 523 aminodcidos de los cuales seleccionamos una region de

177 aminoacidos (peso molecular: 19649.19 g/mol) conservada en un 100%
en T. b. gambiense (ABB22220.1) y T. b. rhodesiense (ABB22172.1).

3.1.1 Extraccion de ADN gendmico de T. brucei.

A partir de 2x107 parasitos se extrajo el ADN gendmico
centrifugando a 1300 x g durante 10 minutos a 4°C. Los parasitos se lavaron
con PBS estéril y se resuspendieron en 70 uL. de tampon A (10 mM Tris, 10
mM E.D.T.A., 10 mM E.G.T.A.), 80 uL de tampon B (10 mM Tris, 10 mM
E.D.T.A,, 10 mM E.G.T.A., 2% S.D.S.) y 40 uL de NaCl 5M. Se dejo incubar
durante toda la noche a 4°C. La solucién se centrifugd durante 10 minutos
a 11300 x g y 4°C y el sobrenadante se transfirié a un tuvo nuevo de 1,5 m.
Se realizaron tres extracciones con fenol: cloroformo: alcohol isoamilico
(25:24:1) (Sigma-Aldrich, C0549-1PT) seguido de un tltima extraccion con
cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) (Sigma-Aldrich, P3803). Finalmente, el
ADN se precipité anadiendo el doble del volumen de la fase acuosa de
etanol absoluto frio (-20°C) e incubando durante 2 horas a -20°C.
Posteriormente se centrifugé a 11300 x g durante 5 minutos a 4°C y se
eliminé el sobrenadante cuidadosamente. Se afadié 1 mL de etanol al 70 %
y el tubo se volvi6 a centrifugar. Finalmente, se eliminé el sobrenadante y
el precipitado se dejé secar a temperatura ambiente durante unos 30
minutos. El ADN se resuspendi6 en H20 con RNase A (17,500U) (Quiagen,
50919101), se incubd durante 1 hora a 37°C y se guardé a 4°C.
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3.1.2 Amplificaciéon por PCR de la secuencia de ADN seleccionada como antigeno.

Para la amplificacion por PCR del fragmento de ADN deseado, se
utilizé 1 pg de ADN gendmico, 0,5 uL la ADN polimerasa “Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scietific, F530L) para un volumen
tinal de 50 pL y 10 pL del buffer 5x. También se afiadié 1 uL de una mezcla
de dNTPs (Biolabs N0440S — N0443S) y 2,5 uL de cada oligonucledtido a 10
uM: Forward_ISG75: 5'- GAA
GAATTCAGAGTCTCTTGCACAGCATGAG- 3’; Reverse _ISG75: 5 - GCG
GCGGCCGCTTACCAGCCACT CTTGGCCTC - 3". Estos oligonucleotidos
contenian la secuencia del sitio de corte para las enzimas Eco RI-HF
(R3101S) y NotI-HF (R3189S) (New England Biolabs), para su posterior
clonacion en el vector de expresion. El programa para la amplificacion por
PCR fue: 98°C durante 30 segundos; 30 ciclos (98°C, 10 segundos; 60°C,
20segundos y 72°C, 20 segundos) y la fase de extension final a 72°C durante
10 minutos. E1 ADN obtenido se limpi6 con el kit “GenElute PCR Clean-Up
Kit” (Sigma-Aldrich- NA1020) y su pureza y concentracion se cuantific en
un espectofotometro NanoDrop 2000 / 2000c (ThermoFisher Scientific) a
partir de 1 pL de muestra.

3.1.3 Clonacion del antigeno en un vector de expresion.

El vector empleado fue pGEX-4T1 Parallel 3, que contiene una
secuencia de “glutatione S-transferase” (GST), que se expresa como
proteina de fusidn junto a nuestra proteina de interés. Entre la secuencia
GST y nuestra proteina hay una secuencia de corte para la proteasa TEV
(Sigma-Aldrich, T4455-1KU), que se uso para cortar y separar el fragmento
GST de nuestra proteina en el altimo paso de purificacion.

El fragmento de la proteina ISG75 amplificado por PCR y el vector
pGEX-4T1 pGST-Parallel 3, (http://wolfson.huji.ac.il/expression/bac-
vectors.html ; http://wolfson.huji.ac.il/expression/local/pParallel-segs.txt ),
se digirieron con las enzimas de restriccion EcoRI-HF y Notl-HF. La
digestion se cargo en un gel de agarosa al 1%. E1 ADN correspondientes al

inserto y vector se purificd a partir del gel de agarosa usando el kit


http://wolfson.huji.ac.il/expression/bac-vectors.html
http://wolfson.huji.ac.il/expression/bac-vectors.html
http://wolfson.huji.ac.il/expression/local/pParallel-seqs.txt

74| Materiales y Métodos

“NucleoSpin Gel and PCR Cleanup” (Sigma-Aldrich, NA1020-1KT). La

cantidad de ADN obtenida se cuantificé en NanoDrop.

Para la ligacion se utilizo una relacion de concentracion (3:1) inserto:
vector. La ligacion se transformd en bacterias E. coli DH5-a termo-
competentes y se incubaron durante toda la noche a 37°C en placas petri con
medio Luria-Bertani (LB)-Agar y (100pg/mL) ampicilina (Sigma-Aldrich,
A9518-5). Se analizaron 10 colonias por PCR usando 1ul de la colonia
diluida 1/10 en PBS. Seleccionamos 3 colonias de las que se extrajo los ADN
plasmidicos con el kit “E.Z.N.A. Plasmid Mini Kit II” (Omega Bio-tek,
D6945-02) y se secuenciaron utilizando el oligonucledtido Fordward_pGEX
4T1 5- CGT TTG GIG GIG GCG ACC ATC-3'. El andlisis de la
secuenciacion se realizé utilizando el programa “Vector NTI Advance”

(Invitrogen).

3.1.4 Expresion del antigeno, fragmento de la proteina ISG75.

La expresion del antigeno se realiz6 en bacterias E. coli DH5-a.. A 1L
de medio LB/ampicilina (100pug/mL) se afadieron 3mL del precultivo
crecido la noche anterior. Se incubd a 37°C en agitacion (220 rpm) durante
2-3 horas hasta que la densidad optica (DO) medida a 600 nm alcanz6 la
fase exponencial ~ 0,8. Después, se afadi6 isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido, IPTG (Apolloscientificc, BIMB1008) a wuna
concentracion final de 0,5mM, para inducir la expresion de la proteina
durante 3 horas a 37°C en agitacion (220 rpm). Posteriormente, se centrifugo
a 4000 x g durante 10 minutos a 4°C en la centrifuga “Sorvall RC6 Plus
superspeed centrifuge” (Thermo-Fisher Scientific). Desechamos el
sobrenadante y las bacterias se resuspendieron en 30 mL de Buffer de lisis
(50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 150 mM NaCl) + inhibidores de proteasas a una
concentracion final de 0,2mM. Las bacterias se rompieron por sonicacion
durante 5 minutos en ciclos de 30 segundos y se centrifugaron a 11000 x g
durante 10 minutos a 4°C, queddndonos finalmente con el sobrenadante que
contiene la proteina de interés. Esta muestra se dializé durante toda la
noche a 4°C en el buffer de didlisis (25m M Tris-HCI, 150 mM NaCl).
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3.1.5 Purificacién del antigeno, fragmento de la proteina ISG75.

Para la purificacion del antigeno fusionado a GST, se utiliz6 una
columna de Glutathione sepharose 4B de 1 ml. El primer paso fue equilibrar
la columna con el mismo buffer de dialisis (25m M Tris-HCl, 150 mM NaCl,
pH 8.0). Posteriormente se hizo pasar por la columna la muestra
conteniendo la proteina de interés, a una velocidad de 0,3 mL por minuto.
La columna se volvio a lavar con 5 volumenes del buffer de didlisis y
posteriormente se adiciond la proteasa TEV, 10000 unidades por cada
100mg de proteina a digerir, incubandose la columna en un agitador
durante toda la noche (=16 horas) a 4°C.

La muestra se dejo eluir por gravedad y se recogieron las 5 primeras
fracciones de ImL con la proteina. Para la cuantificacion de la cantidad de
proteina de cada fraccion se utilizé “Bradford Pierce Coomassie Plus Assay
Reagent” (Thermo Fisher Scientific, 23236) siguiendo el protocolo
establecido por el fabricante mediante la lectura por absorbancia a 595 nM
en un espectofotometro (Infinite M200PRO). Las fracciones con mayor
concentracion de proteinas se dializaron en PBS durante toda la noche a 4°C
en membranas de dialisis de 3,5kD (Thermo Fisher Scientific; 66330).

3.2 Construccion de una libreria de nanoanticuerpos frente a ISG75 y
biopanning.

3.2.1 Inmunizaciéon y aislamiento de los linfocitos mediante centrifugaciéon por
gradiente de densidad.

La inmunizacion se realizd en seis inyecciones de 0,1 mg de antigeno
a un camello a intervalos semanales. El suero del camello se recogi6 antes y
después de la inmunizacidn completa para verificar la respuesta
inmunitaria contra el inmundgeno. Cuarenta y cinco dias después de la
primera inyeccion, se recogieron 50 mL de sangre periférica del camello.

La sangre periférica se diluyé en Y4 en PBS estéril y se aislaron las
células mononucleares de sangre periférica (PMBC, del inglés “peripheral

blood mononuclear cells”) mediante centrifugacion en gradiente de
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densidad “Ficoll-hystopaque” (Sigma-Aldrich) a 800 x g durante 20
minutos a temperatura ambiente y se obtuvieron cuatro fases diferentes. La
capa de PBMC se recogid y se lavd dos veces con PBS para eliminar las

plaquetas.

3.2.2 Construccioén de una libreria de anticuerpos de cadena pesada Unica (VHH).

Para la construccion de la libreria de nanoanticuerpos frente a ISG75 se

siguio el protocolo descrito por (Romao et al., 2018).
e Extraccion de ARN y retrotranscripcion.

El ARN total de 107 PBMC se extrajo utilizando el reactivo TRIZOL
(Invitrogen) de acuerdo con las especificaciones de fabricacion. La primera
cadena de ADNc se sintetizo a partir de 40 pg de RNA total utilizando el
kit, “RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit” (Thermo-Fisher Scientific,
K1622) y el oligonucleotido Oligo-(DT). Los parametros para la
transcripcion reversa fueron: 1 ciclo a 42°C durante 60 minutos y 1 ciclo a

70°C durante 20 minutos.

e Amplificacion de las secuencias VHH (repertorio de Nb).

A partir del ADNc, se amplificaron los fragmentos de genes que
codifican las regiones variables de las cadenas pesadas de todas las
inmunoglobulinas de camélidos. Los oligonucleotidos utilizados fueron;
CALLO001 (5'-GTC CTG GCT GCT CTT CTA CAA GG-3') y CALL002 (5'-
GGT ACG TGC TGT TGA ACT GTT CC-3"). La reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) se realiz6 con la ADN polimerasa Hot Start Taq (5U/mL,
Roche) y los pardmetros de PCR fueron: 95°C, 7minutos para activar a la
polimerasa y posteriormente, 32 ciclos a (94°C, 1 minuto; 55°C, 1 minuto;
72°C, 1 minuto) y finalmente un paso de extension de 72°C, 10minutos. El
producto de PCR se purifico y utilizé como molde en una segunda PCR.
Para amplificar las secuencias VHH se utilizaron los oligonucleétidos
anidados: A6E (5'-GAT GTG CAG CTG CAG GAG TCT GGR GGA GG-3')
y 38 (5"-GGA CTA GTG CGG CCG CTG GAG ACG GTG ACC TGG GT-3)

que contienen las secuencias diana de las enzimas Pst 1 y Eco911 en sus
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extremos. Los pardmetros de amplificacion fueron: 95°C, 7min, 18 ciclos
(94°C, 45 segundos; 55°C, 45 segundos; 72°C, 45 segundos) y 72°C, 10min.

e Clonaje del repertorio de Nb en el vector fagémido pMES4.

Un total de 100 pg de los fragmentos de PCR amplificados que contenian
el repertorio de Nbs y 60 pg del vector fagémido pMES4 (GenBank:
GQ907248.1), previamente digeridos con las ezimas Pst I y Eco91I (10000
U/mL, New England BioLabs Inc) se ligaron con ADNA ligasa T4 (Thermo

Fisher Scientific) durante toda la noche.

El producto de ligacion se transformo por electroporacion en células E.
coli TG1. Para conocer el tamafio de nuestra libreria, se realizaron diluciones
seriadas de 10 veces de las células transformadas originales y se sembraron
100 pL de las diluciones 103, 10* y 10 en placas de LB agar/ ampicilina 100
ug/ml/ 20%glucosa.

3.2.3 Seleccion de los Nb con mayor afinidad por el antigeno de una libreria de
expresion en fagos.

e Preparacion de fagos.

Las células E. coli TG1 transformadas, se infectaron con fagos M13K07
(Thermo-Fisher Scientific, 18311019) con el objetivo de tener la libreria de

Nb clonada en fagos.

Las bacterias E. coli TG1 infectadas que contenian la libreria se crecieron
hasta alcanzar un crecimiento en fase logaritmica. Posteriormente, las
bacterias se infectaron con un exceso de fagos M13K07. Después de la
incubacion durante toda la noche, se aislaron las particulas fagicas del
sobrenadante mediante precipitacion con polietilenglicol (PEG8000) (Acros
Organic, 418050010). Estos fagos se nombraron como “fagos de la ronda

cero”.
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e Panning, amplificacion de los fagos eluidos e infeccion de células
E. coli TG1.

El cribado frente al antigeno se realiz6 en placas de ELISA de 96 pocillos
“Nunc MaxiSorp®” (Sigma-Aldrich, M9410) empleando 5 pg del antigeno
por pocillo. Después de bloquear con leche en polvo al 2% en PBS durante
2 horas a temperatura ambiente, se afadieron 10! particulas de fago de la
ronda 0 y se incubaron durante 30 minutos. Después de la union, los fagos
especificos del antigeno se eluyeron a pH basico y se neutralizaron con Tris
HCl 1,0 M (pH 11). Los fagos eluidos del pocillo con el antigeno, se
identificaron como “fagos de la primera ronda de cribado”. Este mismo
proceso se sigui6 para las sucesivas rondas de cribado. Los fagos de cada

ronda se amplificaron para usarlos en las siguientes rondas de cribado

e ELISA de extracto periplasmico (ELISA-PE) de colonias

individuales.

De cada ronda de cribado, se usaron las células infectadas con diluciones
de fago de 10-* a 107 para identificar a los Nbs con alta afinidad. Los
candidatos se crecieron los candidatos en medio 2XTY/ampicilina
100pg/ml/ 1%glucosa a 37°C hasta alcanzar una DO600 =1 y se indujeron
con ImM de IPTG. Posteriormente se centrifugé a 3000 x g durante 20
minutos y se resuspendieron en PBS. Para la ELISA se emplearon 0.2 ug
del antigeno/pocillo en “buffer de union” (buffer 0.1M NaHCOs pH 8). La
deteccion de Nbs especificos de antigenos solubles en el PE se realizé con el
anticuerpo monoclonal de ratén anti-hemaglutinina (HA) (Biolegend,
purified anti HA.11 Epitope Tag Antibody) diluido 1/2000 en 2% de leche
en PBS durante 1 hora. Se lavo con PBST se y se afiadid anticuerpo
secundario anti-raton conjugado con peroxidasa de rdbano picante (HRP)
en las mismas condiciones que el anticuerpo anterior (Promega, W402B). El
revelado de la ELISA se realizo mediante la adicion de ABTS (2,2'-azino-di-
(3-etilbenzotiazolina- solucion de sustrato de 6-sulfonato))/H20. de HRP
(Roche ABTS tablets, REF 11112422001) (100 pl/pocillo) a 405 nm en el
espectofotometro (Infinite M200PRO).
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e ELISA de fagos de los clones positivos en la Elisa de extracto

periplasmico.

Los clones positivos en el ELISA-PE se crecieron en una placa de 96
pocillos y se afadieron 2x10° fagos auxiliares M13K07 a cada pocillo para
infectar las células y se incubaron toda la noche. El sobrenadante con las
particulas de fagos se analizaron mediante ELISA. Para la deteccion de
particulas de fago unidas al antigeno se utilizé un anticuerpo monoclonal
de raton conjugado con HRP anti-fago (M13). Para el revelado de la placa

de ELISA se utilizé ABTS como en el apartado anterior.

e Secuenciacion.
Los Nbs con mayor afinidad se secuenciaron usando el oligonucleétido
MP57 (TTATGCTTCCGGCTCGTATG). El analisis de las secuencias se

realiz6 mediante dos programas: Vector NTI y Serial Cloner 2.5.

3.2.4 Expresion y purificacion del Nb1l ISG75 en E. coli.

La expresion y purificacion de Nbs se realizo siguiendo el protocolo
establecido (Vincke et al., 2012) que empla la cepa de E. coli WKG6.

En 1 L de medio TB/ampicilina/glucosa se adicionaron 3mL del
precultivo en células WK6 crecido la noche anterior. Se incubd a 37°C en
agitacion (220 rpm) hasta que la densidad dptica medida a OD600nm
alcanzo la fase exponencial ~ 0,8. Después, se afiadié IPTG 1 mM para
inducir la expresion de los Nbs. Posteriormente, se centrifugo a 4°C durante
8 minutos a 9000 x g en la centrifuga “Sorvall RC6 Plus superspeed
centrifuge”. Se descartd el sobrenadante y los 4 pelets se resuspendieron en
un total de 12 mL de buffer TES y se incubaron a 4°C durante 3 horas.
Posteriormente, se agregd 24 mL de TES/4 y para crear un choque osmético
y se incubaron durante toda la noche a 4°C en un agitador (200 rpm). Al
dia siguiente se anadié6 MgCL: a una concentracion final de 10 mM en los

24mL y se centrifugaron a 4°C durante 30 minutos a 9000 x g.

El sobrenadante, que contenia los Nbs, se equilibr6 con el buffer de
unién (20mM tampon fosfato, 0.5M NaCl, 30mM imidazol pH 7.4) y se
purificé mediante cromatografia liquida rdpida de proteinas (FPLC) usando
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el sistema de purificaciéon de proteinas AKTA™ (GE Healthcare Life
Sciences) (Gotesman et al., 2022), con las columnas (His-Trap™ HP de 1
ml). La concentracion de proteina se cuantificO mediante el método de

Bradford como se comento en la seccion de M&M 3.1.5.

3.3 Ensayos de afinidad del Nb1_ISG75 por el antigeno in vitro.

3.3.1 Ensayo de inmunoadsorcién mediante ELISA del Nbl ISG75 frente al
antigeno.

El fragmento de la proteina ISG75 utilizado para la inmunizacion se
utilizd como antigeno en la ELISA. En una placa de ELISA de 96 pocillos se
pusieron 0,2 ng/uL del antigeno por pocillo en tampoén de unién (NaHCO:s
0.1 M, pH 8). Al dia siguiente se realizd un bloqueo con leche desnatada en
polvo al 5% (p/v) en PBS-T (PBS -Tween 0,05%), durante 1 hora. Después, a
cada pocillo se afadié Nb diluido en PBS al 2% de leche (p/v), haciendo una
dilucion seriada 1/3 comenzando en una concentraciéon de Nb de 0.3
ug/pocillo. Tras incubar a temperatura ambiente durante 1 hora y lavar los
pocillos 5 veces con PBST, se afiadid el anticuerpo de raton anti-HA IgG
(1/2000), en PBS al 2% (p/v) de leche y se incub6 durante 1 hora a
temperatura ambiente. A continuacion, se volvid a lavar con PBST y se
anadio el anticuerpo secundario de raton, a-IgG-HRP, diluido 1:2500 en una
solucion de PBS al 2% (p/v) de leche. Tras incubar a temperatura ambiente,
durante 1 hora y lavar de nuevo con PBST, se afadio el sustrato para la
HRP, el ABTS y se revelé como se describe en la seccion M&M 3.2.3.

3.3.2 Inmunofluorescencia mediante microscopia confocal.

Los tripanosomas utilizados para este tipo de ensayo fueron la forma
sanguinea de T. b. 221. Partimos de 3 x10° pardsitos por tratamiento y tras
lavar con PBS a 1300 x g, se anadié PBS con glucosa al 1% (500 uL). Se
incubaron durante 10 minutos a 4°C, se anadi6 el Nb1_ISG 75 (2 ug/ por 10°
de parasitos) y se dejo incubando durante 30 minutos. A continuacidn, se
lavé como anteriormente se describe y se afiadié el mismo volumen de PFA
al 4% durante al menos 20 minutos. Las muestras se lavaron 2 veces mas y
al pellet se le anadié el anticuerpo monoclonal de ratén anti-HA IgG (1:500),

diluido en PBS con 1% de BSA. Se incubd durante 1 hora a temperatura
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ambiente y, tras lavar dos veces, se afiadio el anticuerpo anti IgG Alexa 488
(Invitrogen, A11001) de raton diluido en PBS al 1% de BSA. Posteriormente,
se lavd de nuevo con PBS centrifugando a 1300 x g durante 10 minutos y el
sedimento celular se resuspendid en 30 pL de PBS y todo el volumen
depositd en un portaobjetos que se incubo en una camara himeda durante
30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se anadieron 4 pL. de medio
Vectashield que contenia DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE.
UU, H1200) y se cubrié con un cubreobjetos. La adquisicion de imagenes se
realizd con un microscopio confocal LSH710 (Zeiss) y las imagenes se

analizaron con el programa ZEN blue (Zeiss).

3.3.3 Western-blot de extractos del parasito.

Para el western-blot a partir de extractos de tripanosoma se realiz6
una electroforesis en gel de poliacrilamida y para la transferencia, se emple6
un modulo de Western-blot (BioRAD mini protean II cell). Las proteinas
presentes en el gel se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Pall
Corporation, 66485) equilibrada en tampon de transferencia 1 hora a 300
mA. La membrana se bloqued con leche en polvo al 5% (p/v) en PBST
durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion. Posteriormente se
incub6 durante toda la noche a 4°C en agitacion a una dilucion 1/2000 del
Nb1_ISG75 en el tampon de bloqueo. Posteriormente, se lavé con PBST y se
incubd durante al menos 1 hora a temperatura ambiente y agitacion suave
con el anticuerpo anti Hemaglutinina IgG (raton anti-HA IgG) (1/2000)
(Biolegend, Purified anti HA.11 Epitope Tag Antibody), en tampdn de
bloqueo. Finalmente, se lavd y se incubd con el anticuerpo de raton, a-IgG-
HRP (1:2500) (Promega, W402B) durante 1 hora a temperatura ambiente. El
western se reveld con la solucidon de revelado de Western blot (BIO-RAD,
170-5060) y se visualizo en el equipo de deteccion de imagenes, ImageQuant
LAS4000.
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3.4. Adicion del ligando del receptor de la transferrina (Tf-RL) al NbISG75.

Los oligonucleotidos utilizados para la amplificacion por PCR del
fragmento de ADN correspondiente al Nb1_ISG75 y la adicion del ligando

del receptor de la transferrina fueron:

Sap_F Univ TfRL-Gly-Nb 5'-3"> CTTG GCTCTTCT GTG ACC CAT CGT
CCG CCG ATG TGG AGC CCG GTT TGG CCT GGT GGC ATG GCC
CAGGTG CAG CTG ; Sap_R Univ 6Hys-Cis-stop 5-3""> TGAT
GCTCTTC C GCT CTA ACA GTG ATG GTG ATG GTG GTG

La reaccion se llevd a cabo usado 0,5 pL de la ADN polimerasa
“Phusion High-Fidelity DNA Polymerase y 7,5 ug de ADN. Los ciclos de
PCR fueron 98°C, 30 segundos y 35 ciclos a (98°C, 10 segundos; 56°C,
30segundos; 72°C, 15 segundos) y un ultimo ciclo de 72°C, 10minutos. El
fragmento obtenido se limpio con el kit “Gen Elute PCR clean-up” (Sigma-
Aldrich) y se digirio con la enzima Sapl. La ligacion se realizé con la ADN

ligasa T4.

El producto de la ligacion transformo en células bacterianas E.coli
WKG6. El proceso de expresion y purificacion del NbISG75-TFRL se realizo

como se comenta en el la seccion de M&M 3.2.4.

3.5 Medios y tampones.

Medio SMYA: 10 g/L de bacto neopeptona, 40g/L de maltosa, 10 g/L
extracto de levadura, 3 g/L de agar, completar con H20 hasta 1 L.

Medio BRFT: (Para 500 mL: 40 g/L de arroz integral y 80 mL/L de una
solucion de extracto de levadura 1 g/L, tartrato de sodio 0,5 g/L y KH2POs,
0,5 g/L por frasco

Medio TB: 2.3 g/L KH2POs, 16.4 g/L KeHPO: 3H20, 12 g/L triptona, 24 g/L
de extracto de levadura. Mezclar y disolver en HxO destilada hasta un

volumen final de 996 mL y posteriormente afiadir 4 mL/L de glicerol 100%.

Medio 2XTY: 16 g/L de triptona, 10g/L de extracto de levadura, 5 g/L de
NaCl, completar con H20O destilada hasta 1 L.
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Medio LB: 10 g/L de tripona, 5g/L de extracto de levadura, 10g/L NaCl,
completar con H20 destilada hasta 1 L.

Medio LB agar: 10 g/L de tripona, 5g/L de extracto de levadura, 10g/L NaCl
y 15 gr/L de agar, completar con H20 destilada hasta 1 L.

TES buffer: Disolver 24.22 g/L de Tris, 0.19 g/L de EDTA y 171.15 g/L de

sacarosa y completar con H20 destilada hasta 1 L, se guarda a 4°C.

TES/4 buffer: Diluir 250 mL de TES buffer en 750 mL de H20 destilada, se
guarda a 4°C.

Tampon de carga 2x: 100 mM Tris-HCI pH 6,8, 4% SDS, 0,2% de azul de
bromofenol, 20% de glicerol, 200 mM DTT (Ditiotreitol) o -mercaptoetanol.

Tampon de electroforesis 1x (SDS-Page): 25 mM Tris, 250 mM glycine, 0.1
% SDS. Se prepara concentrado al 10X: 30,28 g/L de Tris, 144,13 g/L de
glicina, 50mL/L de 20% SDS, hasta completar 1L con H>O Destilada.

Tampon de transferencia 1x: 3 g/L de Tris, 14 g/L de glicina, y 200 mL/L de

metanol, hasta completar 1L con HzO.

Solucion de tincion azul Coomassie: 25% de metanol, 10% de acido acético

glacial y 0,1% de azul coomassie, completar con H20O destilada hasta 1 L.

Solucion de destincion coomassie: 25% de metanol, 10% de acido acético

glacial completar con H20 destilada hasta 1 L.

3.6 Generacion del nanosistema completo cargado con pentamidinay
recubierto con Nb.

e Formulacion del nanosistema

En esta formulacion el dendrimero que usamos fue el DDC18-8TA. Este
dendrimero DDC18-8TA consta de una larga cadena de alquilo como
componente hidrofébico y un pequeno dendrén de poli (amidoamina)
(PAMAM) que lleva terminales de amina terciaria ionizable como entidad
hidrofilica. El wvalor de la concentracion micelar critica (CMC) del
dendrimero DDC18-8TA es de alrededor de 17 uM vy tiene una toxicidad
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muy baja para las células de organismos superiores, como las células renales
humanas (HEK 293), las células de fibroblastos de raton (L929), las células
renales caninas de Madin-Darby (MDCK) y los globulos rojos de ratéon
(RBC) (Dhumal et al., 2021).

e Pentamidina

Para la obtencion del nanosistema utilizamos la forma de pentamidina
base, que es de naturaleza hidréfoba y adecuada para la encapsulacion en
la cavidad hidrofoba de las nanomicelas de dendrimero. La pentamidina
base se prepard precipitando pentamidina isotianato en una solucion de
hidroxido de amonio (Peretti et al., 2018).

e Nanosistema 1, DDC18-8TA + Pentamidina

Se usé el método, “film dispersion“para encapsular la pentamidina en
las nanomicelas de dendrimero autoensamblables (Wei et al., 2015) [Wei et
al., Proc Natl Acad Sci U S A. 2015 Mar 10;112(10):2978-83]. Se prepararon
soluciones madre de pentamidina hidréfoba (1,0 mg/ml) asi como de
dendrimero (1,0 mg/ml) en metanol. Se mezclaron pentamidina y
dendrimero entre si en una proporcion de 0,4:1,0 p/p respectivamente,
luego se evapord el solvente de metanol usando un evaporador rotatorio al
vacio para formar una pelicula seca. La pelicula seca se hidratd con tampdn
PBS durante 5 minutos bajo agitacion constante. La pentamidina no
encapsulada se separd por filtracion a través de una membrana de
policarbonato de 0,45 um (Millipore Co.) y los productos se liofilizaron
posteriormente. La cantidad de farmaco encapsulado en las micelas se
midié mediante HPLC. La eficiencia de encapsulacion y la carga de farmaco

se calcularon de la siguiente manera:
Carga de farmaco (%): Wt/Ws x 100
(%EE) eficiencia de encapsulacion (%): Wt/Wo x 100

Wt representa la cantidad de farmaco antibidtico que se cargd en las
nanoparticulas; Wo representa la cantidad inicial de fdirmaco suministrado;

Ws representa la cantidad de nanoparticulas después de la liofilizacion.
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%EE para pentamidina fue > 92%

El % de DL para la pentamidina fue del 28 %.

¢ Nanosistema 2y 3, DDC18-8TA + Nb1_ISG75/ Nb1_ISG75-T{RL +

Pentamidina

Se us6 el método “film dispersion” para encapsular la pentamidina en
las nanomicelas de dendrimero autoensamblables como se menciond
anteriormente. Se prepararon soluciones madre de pentamidina
hidrofdbica (1,0 mg/ml), soluciéon madre de DDC18-8TA-PEGas (1,0 mg/ml)
y dendrimero DDC18-8TA (1,0 mg/ml) en metanol. Los tres componentes
se mezclaron entre si en wuna proporcion de 0,4:0,1:1,0 p/p/p
respectivamente. Luego el solvente de metanol se evaporé usando una
evaporacion rotatoria con vacio para formar una pelicula seca. Esta pelicula
se hidraté con una cantidad especifica de tampdn PBS pH 7,4 durante 5
minutos en agitacion constante para lograr una concentracion de
pentamidina de 0,2 mg/150 ul (para estudio in vivo). La pentamidina no
encapsulada se separd por filtracion a través de una membrana de
policarbonato de 0,45 um (Millipore Co.) y la eficiencia de encapsulacion
del farmaco se calcul6 como se mencion6 anteriormente después del
analisis por HPLC. Posteriormente, el nanosistema hidratado se hizo
reaccionar con Nbl_ISG75 o Nb1_ISG75-TfRL para conjugarlo con las
nanomicelas de dendrimero a través de la reaccion de clic de tiol en tampdn
PBS pH 7.4 durante 2 horas. Posteriormente, el nanosistema se mantuvo a 4
°C durante la noche y se congeld a -20 °C hasta su uso posterior.

%EE para pentamidina en estos nanosistemas fue > 92%

El potencial Z (C) se determind en un dispositivo de electroforesis
Malvern Zetasizer 2000, (Malvern Instruments S.A., Worcestershire, UK) a

25 °C, después de 24 h de contacto de las particulas en agua.
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—I mg (0.2 mg/150 pL)

A- Dendrimero + petamidina+ Nb1_ISG75 4 8 20 2 2.25 4

B- Dendrimero + Nb1_ISG75 (vehicle) 2 (] 20 2 2.25 a4

e DDC18-8TA+Nb1_ISG75/Nb1_ISG75-TfRL + Cy3

Para encapsular el Cy3 también se usé el método de “film dispersion”
en las nanomicelas de dendrimero autoensamblables como se menciono
anteriormente. Se prepararon soluciones madre de Cy3 (1,0 mg/mL),
solucion madre de DDCI18-PEGzs, para funcionalizar el anclaje para la
conjugacion de nanoanticuerpos (1,0 mg/mL) y dendrimero DDC18-8TA

(1,0 mg/mL) en metanol.

Los tres componentes se mezclaron entre si en una proporcion de
0,033:0,1:1,0 p/p/p respectivamente, luego el solvente de metanol se evaporo
usando evaporacion rotatoria al vacio para formar una pelicula seca. La
pelicula seca se hidraté con una cantidad especifica de tampén PBS pH 7,4
durante 5 min con agitacion constante. Cy3 no encapsulado se separ6 por
filtracion a través de una membrana de policarbonato de 0,45 um (Millipore
Co.) y la eficiencia de encapsulacion de Cy3 se calculé como se menciond
anteriormente después del andlisis espectroscopico de fluorescencia.
Posteriormente, el nanosistema hidratado se hizo reaccionar con
Nb1_ISG75 o Nbl_ISG75-TfRL para conjugarlo en nanomicelas de
dendrimero a través de la reaccion de clic de tiol en tampon PBS pH 7.4
durante 2 h. Posteriormente, el nanosistema se mantuvo a 4 °C durante la

noche y se mantuvo a -20 °C hasta su uso posterior.

%EE para Cy3 fue > 90%
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3.7 Ensayos de toxicidad celular en T. brucei y células eucariotas.

Se realizaron como anteriormente se describe en la seccion de M&M
2.1 con ligeras modificaciones. El dendrimero cargado con pentamidina y
recubierto con Nb1 ISG75 o Nb1l_ISG75-TfRL se incubd durante 72 horas
con tres cepas diferentes de T. brucei (Mitat 1.2, GVR35-VLS y Eatro 1125) y
con 4 lineas celulares de mamifero (COLO, MA104, HaCat, HeLa).

3.8 Afinidad del nanosistema por el parasito vivo.

En este ensayo analizamos la especificidad de los dendrimeros-Cy3
y recubierto con Nb1_ISG75, por diferentes cepas de T. brucei vivos (221 y
GVR35-VLS). Para este ensayo partimos de 6x10° tripanosomas por
tratamiento. Se incubaron durante 5 minutos a 12°C en PBS-2%glucosa para
ralentizar la endocitosis. Posteriormente se les afiadié 5pug/mL de Cy3 de
cada tratamiento durante 10 minutos mas. Los tripanosomas se fijaron
anadiendo el mismo volumen de PFA 4% a cada tratamiento durante 20
minutos. Se lavaron dos veces con PBS-2% glucosa y finalmente se fijaron
en un portaobjetos en cdmara humeda como se describe en la seccion de
M&M 3.2 o se hicieron pasar por un citometro de flujo Attune (Thermo-
Fisher).

3.9 Infeccién de ratones con tripanosomas e imagenes por
bioluminiscencia.

Formas sanguineas de T. brucei pleomorficos GVR35-VSL2 se
cultivaron en medio HMI-9 suplementado con 20% FBS, 1ug/mL de
puromicina y 1% de metilcelulosa (McLatchie et al., 2013) a 37°C y 5% de
CO..

Los parasitos no se cultivaron durante mas de tres pases ante de la
infeccion del ratéon, manteniéndose a <1 x 10° ml!. Los ratones fueron
adquiridos a Charles River (Reino Unido). Se mantuvieron bajo condiciones
especificas libres de patogenos en jaulas ventiladas individualmente con un

ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y acceso libre a la comida y al agua.
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Se infectaron ratones hembra BALB/c de 8 a 12 semanas de edad por via
intraperitoneal con 3x10* células de T. b. brucei GVR35-VSL2 (McLatchie et
al., 2013).

Tres grupos de 2 ratones fueron infectados. En el dia 4 después de la

infeccidn, se tomaron imagenes de los ratones para ver el grado de infeccion
antes del tratamiento. Dos ratones recibieron 2’5 mg/kg de Dendrimero-
pentamidina-Nb1_ISG75, otros dos ratones recibieron 5 mg/kg de
Dendrimero-pentamidina-Nb1l_ISG75 y dos ratones recibieron solo el
dendrimero-Nb1_ISG75, sin pentamidina, como control.
Para la toma de imdagenes, se inyectdé 150 mg/kg de D-luciferina
intraperitoneal y después de 5 minutos, los ratones se anestesiaron con
isofluorano gaseoso al 2,5% (v/v) en oxigeno. Posteriormente los ratones se
transfirieron al equipo IVIS Illumina y se tomaron imdgenes usando el
programa de imagenes in vivo 4.3. (Perkin Elmer).

Los tiempos de exposicion se determinaron automaticamente y
variaron entre 0,5 segundo y 5 minutos dependiendo de la intensidad de
seflal. Después de la toma de imdgenes, se dejé que los ratones se

recuperaran y se transfirieron de nuevo a las jaulas.

3.9.1 Declaracion ética.

Todo el trabajo con animales se realizo bajo la licencia 70/8207 del
Ministerio del Interior de Reino Unido y fue aprobado por la Junta de
Revision Etica y Bienestar Animal de la Escuela de Higiene y Medicina
Tropical de Londres. Todos los protocolos y procedimientos se llevaron a
cabo de acuerdo con la ley de animales d UK de 1986 (Procedimientos

cientificos).

4. Técnicas generales

4.1 Cultivo celular

Las Formas sanguineas de T. b brucei Lister 427 (VSG221), se
cultivaron en medio HMI9 (GIBCO) suplementado con 10% de suero
bovino fetal inactivado (iFBS) (Capricorn, FBS-11A), penicilina (100 U/ mL)
y estreptomicina (100 ug/mL) a 37°C y 5% de COz. T. b Antat 1.1 se cultivo
en las mismas condiciones pero usando un 20% de iFBS. T. b GVR35-VLS y
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Eatro 1125 pleomorficos se cultivaron en medio HMI9 suplementado con
20% iFBS y 1pg/mL de puromicina a 37°C y 5% de CO:

Para los ensayos de citotoxicidad se emplearon células derivadas de
hepatocarcinoma humano (HEP G2) que se cultivaron en medio minimo
esencial Dulbecco (DMEM, Sigma-Aldrich, Alemania) suplementado con
iFBS al 10 %, L-glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM y aminoacidos no
esenciales MEM 100 uM (ThermoFisher Scientific, 11140) e incubadas a 37°C
y 5% de CO:s. Las células de rindén de mono verde africano (MA104), células
de carcinoma escamosas de esdfago humano (COLO-680N) (RRID:
CVCL_1131) y células de cancer de cuello de atero (HeLa) se cultivaron con
medio minimo esencial Eagle (EMEM) complementado con 5 % de FBS, 100
U/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina a 37 °C y 5% CO2. Las
células HaCat se cultivaron con medio DMEM rico en glucosa

suplementadas como se describe anteriormente.

4.2 Analisis estadisticos

La significacion estadistica se evalué mediante la prueba t de Student
de dos colas y ANOVA de dos vias con Graphpad (Prism). Ambas pruebas
sirven para comparar la varianza de dos (prueba t) o tres o mas (ANOVA)

poblaciones para determinar si son estadisticamente diferentes entre si.

Se analizaron muestras independientes y se comprobd la
distribucion normal para todas ellas empleando los test de Kosmogoros-
Smirnof, test de Agostinos o representacion probabilistica normal, segtn el
tamafo muestral. Los valores representan la media + desviacion estandar.
Para todas las pruebas, los valores de p por debajo de 0,05 se consideraron
significativos y se expresaron de la siguiente manera: *p <0,05; *p < 0,01y
*p < 0,001.
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4.3 Software bioinformaticos

e NCBI gene

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene. Es una herramienta que alberga
informacion genomica de una gran cantidad de especies. Proporciona
informacion sobre el genoma de referencia, mapas, rutas, variaciones

fenotipicas etc.

Dentro de ésta pagina podemos encontrar la herramienta BLAST,
para comparar genes o proteinas de una gran cantidad de organismos.

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Se emple6 para comparar el grado

de homologia de la proteina ISG75 a nivel de nucleétidos y aminodcidos en

las diferentes subespecies de T. brucei.

e OligoCal

http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html. Es una

herramienta para estimar la temperatura de fusién de oligonucleo6tidos asi
como comprobar si existe autocomplementariedad de secuencias o

formacion de horquillas, dentro de la secuencia.

e NEBioCalculator

https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation. Esta herramienta calcula la

masa de inserto requerida en varias proporciones molares de inserto:vector
en el rango necesario para las reacciones de ligacion tipicas. Se utiliz6 para
el calculo de la cantidad de ADN o6ptima de inserto:vector en cada reaccion

de ligacién realizada.

e NEBcloner

https://nebcloner.neb.com/#!/redigest. =~ Esta  herramienta  permite

determinar la compatibilidad de la digestion con dos enzimas, asi como la
temperatura dptima de digestion y el buffer mas adecuado. Se utilizé para

la eleccidn de las enzimas de corte en los diferentes clonajes realizados.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html
https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation
https://nebcloner.neb.com/#!/redigest
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e PROTTER

http://wlab.ethz.ch/protter/start/. Es una herramienta de cddigo abierto
para la visualizacion de proteoformas y la integracion interactiva de
caracteristicas de secuencias anotadas y predichas junto con la evidencia
protedmica experimental. Se utilizd6 para determinar la conformacion

estructural en la membrana de T. brucei de la proteina ISG75.

e Primer-BLAST

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/). Se utiliz6 para disefiar
oligonucleotidos de PCR que son especificos para los fragmentos
seleccionados. Es posible gracias al empleo de un algoritmo de alineacion
para seleccionar oligonucleotidos contra la base de datos seleccionada por
el usuario con el fin de evitar los pares de oligonucleotidos que pueden

causar amplificaciones no especificas.

e Asignador QGRS

El programa QGRS (https://bioinformatics.ramapo.edu/ QGRS/index.php)

se utilizd para analizar la distribucion de secuencias G4 tedricos en

determinadas secuencias del promotor del sitio de expresion y del locus
ribosomico de T. brucei. Para esta busqueda, se emplearon los siguientes
ajustes: "Longitud maxima = 50 pb", "Minimo Grupo G” =2 pb”, “Tamano
de bucle =de 0 a 45 pb”.


http://wlab.ethz.ch/protter/start/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/
https://bioinformatics.ramapo.edu/
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4.4 Vectores de expresion

M13 fwd
W13 rev tac
lac operator lac operator
lac promoter

CAP binding site " Glutatione S-transferase

(GST)
E
o.’f oy
5 Sitio de corte TEV
Illn'
lac| 1 #_—» Sitio de clonacién
] |
] |' pGST-parallel 3 -
|I \ 5039 bp W
J*., \ v AmpR promoter
» ~
>
laclq promoter . 1
ori
pGST-Parallel3
(Based on pGEXA4T1)
——{Glutathione-S-Transferasg—#= Clal
CAG GGC TGG CAA GOC ACG TIT GGT GST GGC GAC CAT CCT CCA AAA ATC GAT ACG ACC
2 Ile Asp Thr Thr
Spacer Region
J: ;el Neol Bam HI  Eco RI Sru 1 Sall Sst [
1 1 ) 1 1 r 1

[ 1 1
T CAG GO IGOC ATG GGG ATC OGG AAT TCA ARG GOC TAC GIC GaC GAS
in Glv

Gaa AMC CTG TAT
1 Ala Met Gly Ile Arg Asn Ser Lys Ala tyr leu Asp Glu

rTEV Prot_ease-,
Cleavage Site

: * *
Spe 1 Not L Nsp V Xba Pst 1 Xho 1 Norl
[ 11 1 I 11 S 1
CIC AAC TAG TGC GGC CGC TIT CGA ATC TRG AGC CIG CAG TCT CGA GCG GCC GCA TOG TCA

Leu Thr Ser Arg Gly Arg Fhe Arg Ile *+~

- . .
Non-unique sites

Vector de expresion pGEX-parallel 3. Es una variante del pGEX-4T1, con un sitio de corte
para la proteasa TEV (del virus del grabado del tabaco). El fragmento de ISG75, se insertd
aguas abajo del sitio de corte de la proteasa TEV y en fase con una secuencia “tag” de
glutation S-transferasa (GST) del vector. Esto permitié que la proteina fuera expresada
como proteina recombinante con la secuencia GST.
http://wolfson.huji.ac.il/expression/bac-vectors.html
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Xbal (310)

| _
Lac UV5 promoter \\\ ///BSTEH (325)
rep (PMB1) — Wy histag
HA-tag

M13 gene llI

Ampicillin resistance

Vector pMES4 para la construccion de una libreria de nanobodies. Mapa de pMES4 y
puntos de referencia de las secuencias (GenBank: GQ907248.1). promotor Lac UV5: bases
143-198; RBS (sitio de union al ribosoma): bases 211-215; pelB (péptido sefal): bases 225-
290; Sitio de clonacion multiple (Pst I, Xba I, Bst EIl): bases 305-325; His-tag (seis histidinas
en tandem): bases 340-357; etiqueta HA (hemaglutinina): bases 361-385; M13 gen III: bases
391-1623; f1 ori: bases 1859-2314; resistencia a ampicilina: bases 2701-3558; rep (pMB1):
bases 3721-4335.
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En la presente tesis doctoral, nuestro objetivo general ha sido la
busqueda de nuevas terapias para el tratamiento de la tripanosomiasis
africana. Para tal fin, se han identificado moléculas con actividad
tripanocida a partir de una coleccion de productos naturales y se ha
generado un nanotransportador de farmacos eficaz en la fase hemolinfatica

de la enfermedad. Queda por determinar su eficacia en la fase neuroldgica.

OBJETIVO 1. Bisqueda de nuevas moléculas con actividad tripanocida a

partir de una coleccion de productos naturales de la Fundaciéon MEDINA.

OBJETIVO 2. Estudio del mecanismo de accion y efecto tripanocida en las
formas sanguineas de T. brucei de las moléculas identificadas en el cribado:

Curvicollide D y chaetocina.

OBJETIVO 3. Desarrollo de un transportador de farmacos guiado por

nanoanticuerpos capaz de atravesar la barrera hemato-encefdlica y tratar la

fase neuroldgica de la enfermedad.
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OBJETIVO 1. Busqueda de nuevas moléculas con actividad
tripanocida a partir de una coleccion de productos naturales de
la Fundacion MEDINA.

1.1 Cribado frente a T. brucei y seleccidon de los extractos con actividad
tripanocida.

Para el cribado se empled la cepa T. b. brucei que infecta al ganado en
lugar de las cepas que afectan al humano (T. b. gambiense o rhodesiense), ya
que sus genomas son muy similares (99% de homologia en las regiones
codificantes) y el nivel de seguridad bioldgica necesario es menor (nivel 2
para T. b. brucei nivel 3 para T. b. gambiense y T. b. rhodesiense) (Jackson et
al., 2010). Por eso, compuestos como la pentamidina, usados para tratar la
primera etapa de la enfermedad causada por T. b. gambiense, se utilizan de
rutina como control, tanto in vitro como in vivo, frente a T. b. brucei. Un “hit”
se considera como aquel extracto que, a una dilucion dada, inhibe mas de

un 60% el crecimiento celular.

Cribado primario y
seleccion de los extractos
con actividad

Estudios de citotoxicidad Fermentacion del cultivo a
en células HepG2 mayor escala

e A r ™ g N
Analisis de actividad
biologica y mediante LC-
HRMS para confirmar las
nuevas moléculas activas

Confirmacion mediante
curva de dosis respuesta y
LC-MS para identificar
moléculas conocidas

Fraccionamiento del
extracto mediante
cromatografia flash y
HPLC preparativo

identificadas
- ~ e ™ — ~
Reffe.rmen.t’aclgnly Fracc10nam1ent(? de los Identificacion y
COI(; I;macziqn e da . extl;ctos activos aislamiento de las nuevas
actividad mediante dosis me .1ante HPFC moléculas y determinacion
respuesta semipreparativo

de su potencia y toxicidad
A\ J

Figura 13. Representacion del proceso general del cribado de extractos naturales hasta la
identificacion y purificacion de las moléculas responsables de la actividad.
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Del cribado inicial de 2000 extractos microbianos procedentes de la
coleccion de la Fundacion MEDINA, 245 extractos (12,3%), fueron
identificados con actividad frente a T. brucei 221, de los cuales 151 eran
procedentes de hongos (61,6%) y 94 de actinobacterias (38,4%) (Figura 14).
La actividad de todos estos extractos se volvio a ensayar otras dos veces

para confirmar su actividad.

Ensayo de validacion + Cribado primario -
2.000 extractos / 1040 de hongos y 960 actinobacterias

(actividad > 60%)

T. b sanguineos (221)

254 Extractos activos

AN

151 Hongos 94 Actino

Cherry picking

Figura 14. Esquema del ntmero de extractos microbianos con actividad tripanocida
procedentes del cribado inicial.

1.2 Seleccidn de los extractos activos, re-fermentacién y ensayo mediante
curvas de dosis respuesta de cada actividad.

Se realizaron ensayos de dosis respuesta con los 267 extractos que
inhibieron el crecimiento celular en mas de un 60% a una dilucién 1/300.
Mediante cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC/MS) de baja
resolucion se identificaron las potenciales moléculas activas en cada
extracto y se descartaron aquellos extractos que presentaron compuestos

incluidos en la base de datos de la fundaciéon MEDINA cuya actividad
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bioldgica previamente descrita podria explicar la encontrada frente a T. b.
brucei. De los 245 extractos positivos, se seleccionaron los 30 extractos con
las mejores curvas de dosis respuesta (15 procedentes de hongos y 15 de
actinobacterias) para refermentar en pequena escala (100mL) (Figura 15 y
Figura 16). De las moléculas identificadas presentes la base de datos de la
fundacion MEDINA podemos destacar: brefeldin A, echinocandin B,

aspochalsin, N-oxido de leucinostatin B, leucinostatin A y zearalanone.

“Cherry picking” y realizacion de curvas de dosis respuesta: 245
extractos seleccionados para confirmar la actividad mediante curvas
de dosis respuesta

}

Seleccién de 30 extractos que presentaron buenas curvas de
dosis respuesta y de menor contenido en moléculas presentes
en la base de datos

}

30 para refermentar

\ J
T

* 15 de hongos
* 15 de actinobacterias

Figura 15. Esquema de los extractos activos en el proceso de LC-MS y curvas de dosis

respuesta.

Después de la refermentacion, se volvidé a confirmar la actividad
tripanocida mediante curvas de dosis respuesta. De los 30 extractos
ensayados, seleccionamos los 3 extractos con mayor potencial de contener
compuestos activos no identificados previamente para su posterior

fraccionamiento mediante cromatografia liquida preparativa (HPLC).
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Extractos de Actinobacterias

Placa original Compuesto Comentarios de la Placa original Compuesto Comentarios de la
curva curva
MCF-000168-A08 CF-018193-a01-M0002-EC01 No actividad MCA-000011-A09 CA-103047-a01-MO006-ECO1 No activi
MCF-000166-F09 CF-090027-201-MO0007-ECO1 +221 MCA-000012-A05 CA-103116-a01-MO007-EC02 221
MCF-000168-C02 CF-090036-a01-M0001-EC01 ++221 MCA-000013-HO5 CA-103285-a01-M0005-EC01 No activi
MCF-000168-F10 CF-090057-a01-M0O007-EC01 No actividad MCA-000013-H08 CA-103140-a01-MO006-ECO1 ++221
MCF-000168-E03 CF-090067-a01-M0O006-EC01 ++221 MCA-000013-H09 CA-103252-a01-MO006-EC01 +221
MCF-000169-A04 CF-090143-a01-M0002-EC01 ++221 MCA-000015-B07 CA-102658-a01-M0016-EC01 +4221
MCF-000169-F11 CF-090145-a01-M0003-EC01 ++221 MCA-000016-A10 CA-104192-a01-M0004-EC01 No actividad
MCF-000194-FO7 CF-223910-201-M0012-£C01 No actividad MCA-000017-F03 CA-103108-201-MO015-£C01 No activity
MCF-000193-F02 CF-223912-a01-MO011-EC01 No actividad MCA-000017-G04 CA-104191-a01-MO015-EC01 ++221
MCF-000193-C06 CF-223953-201-M0010-EC01 No actividad MCA-000017-H06 CA-103004-201-MO006-£CO1 No activity
MCF-000165-D08 CF-258252-201-M0013-£CO1 ++221 MCA-000118-D09 CA-103734-201-MO015-£CO1 No actividad
MCF-000166-H02 CF-260332-201-M0017-£C01 No actividad MCA-000118-F06 CA-094049-201-MO015-£CO1 No actividad
MCF-000167-A08 CF-262287-201-MO015-ECO1 No actividad MCA-000118-F10 CA-093470-201-MO006-ECO1 No actividad
MCF-000167-808 CF-262290-a01-MO0015-ECO1 No actividad MCA-000119-D03 CA-094389-a01-MO0016-ECO1 w221
MCF-000194-A05 CF-267487-201-MO013-ECO1 No actividad MCA-000120-F05 CA-131097-201-MO124-ECO1 No actividad

Figura 16. Actividad tripanocida de los extractos (curvas de dosis respuesta). Extractos
procedentes de hongos y actinobacterias en T. brucei de los 30 extractos refermentados. Los

extractos marcados en rojo son los que presentaron actividad tripanocida.

Los 3 extractos seleccionados con actividad tripanocida procedian de la

fermentacion de cepas de hongos y tenian los siguientes codigos:

+ CF-090145-a01-MR006-ECO01: procedente de la cepa CF-090145 de

Trichotecium roseum

+ (CF-258252-a01-MR017-ECO01: procedente de la cepa CF-258252 de
Amesia sp.
* CF-090067-a01-MR010-ECO01: procedente de la cepa CF-090067 de
Trichotecium sp.

1.3 Fraccionamiento de los extractos y seguimiento de activos mediante

correlacion pico-actividad bioldgica.

A partir de cada extracto se obtuvieron 79 fracciones basadas en su

polaridad mediante HPLC semipreparativo de fase reversa y se

identificaron las fracciones que contenian la actividad tripanocida en cada

extracto:
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CF-090145-a01-MR006-EC01: _El
tripanocida, pero tras el fraccionamiento, ninguna fraccion tuvo actividad
bioldgica (> 60% de inhibicidn) (Figura 17 a).

extracto crudo presento actividad

CF-258252-a01-MR017-ECO01: En el ensayo de actividad bioldgica de las

diferentes fracciones de este extracto se detectd un pico con actividad

tripanocida en las fracciones 50 - 55. Ademads, este pico se pudo
correlacionar con un pico en presente en el cromatograma (Figura 17 b) y

(Figura 18 a).

CF-090067-a01-MR010-ECO01: En el ensayo de actividad bioldgica de las
CFE-090067, se detectaron dos picos de

actividad en las fracciones 42 y 50, que también se pudieron correlacionar

fracciones del extracto de la cepa

con picos en el cromatograma como ocurria con el extracto anterior (Figura
17 c¢) y (Figura 18 b).

CF-090145 CF-258252 CF-090067
A
100 b) 9]
E 100 a) 100
'5 50 >0 50
E 0 0 ||,|.|.|||_||||I.._|..I"|||||.|||||.||I_I.,,_,.||,I ""'I|""|I|"'""I
:E 1 16 31 46 61 76 Il |L1 i
< -
i -50 50
[*]
3 -100 1100 100

Fracciones

Figura 17. Actividad bioldgica frente a T. brucei de las fracciones procedentes de los
extractos (a) CF-090145, (b) CF-258252 y (c) CF-090067 mediante HPLC. El eje Y indica el %
de viabilidad celular siendo 0 el crecimiento normal, 100 un sobrecrecimiento del 100% y -
100 un 100% de muerte celular.

1.4 Identificacion de las moléculas responsables de la actividad tripanocida
mediante cromatografia liquida-espectrometria de masas de alta resolucidn
(LC-HRMS).

Las fracciones de los extractos con actividad tripanocida que se
correspondieron con picos en el cromatograma, se analizaron mediante LC-
HRMS de alta resolucion. En el caso del extracto de la cepa CF-258252 se

\4
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identificaron en la fraccion activa varias moléculas conocidas como
potenciales responsables de la actividad tripanocida (cordycepin,

curvicollide A/B y chaetocina) (Figura 18 a).

En el caso del extracto de la cepa CF-090067 se detectaron dos zonas
de actividad, que se relacionaban con picos del cromatograma. Estos picos
se analizaron por LC-HRMS y se identificaron dos moléculas, trichothecinol

A y trichothecin como responsables de la actividad tripanocida (Figura 18

b).
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Figura 18. Cromatograma de HPLC de los extractos activos. Los picos indican las
moléculas identificadas como potenciales responsables de la actividad tripanocida,
identificadas mediante LC-HRMS. (a) CF-258252 y (b) CF-09006.

1.5 Efecto citotoxico de las fracciones activas sobre células de mamifero.

La citotoxicidad de las fracciones bioactivas obtenidas de las cepas
CF-258252 y CF-090067 en células de mamifero se determind en células
derivadas de hepatocarcinoma humano (células Hep G2). Las fracciones
procedentes del extracto de CF-258252, que habian presentado un pico de
actividad frente a T. brucei no presentaron efecto citotoxico en las células
Hep G2 (Figura 19 a). En cambio, las fracciones procedentes del extracto de
la cepa CF-090067 que mostraron actividad tripanocida, también tuvieron
un efecto citotdxico en las células Hep G2, (Figura 19 b). Este resultado nos
indicoé que solo el extracto de la cepa CF-258252 tenia el potencial de
contener nuevas moléculas tripanocidas no toxicas en células de mamifero,

por lo que descartamos seguir con las fracciones del extracto de CF-090067.
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Figura 19. Ensayo de viabilidad celular y proliferacion en células Hep G2 de las
fracciones de los extractos (a) CF-258252 y (b) CF-090067.

1.6 Aislamiento y caracterizacion estructural de curvicollide D

De un cultivo a mayor escala del extracto con actividad proveniente
de la cepa CF-258252, se llevo a cabo la separacion del componente activo
que inicialmente se identific6 como perteneciente a la familia de los
curvicollides, con una férmula molecular de C26H1Os, compartida por las
curvicollides A y B. El compuesto se purific6 mediante cromatografia en
columna SP207ss y cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC)
semipreparativa C8 de fase reversa. La formula molecular obtenida se
ingreso6 en la libreria de productos naturales (CRC Press “Diccionario de
Productos Naturales, ver.30.2”) y coincidié con 36 candidatos que se
redujeron a cinco, considerando solo metabolitos de origen fngico. Dos de
esos cinco compuestos, las curvicollidas A y B, mostraron un maximo de
absorcion tnico a 253 nm, muy cercano al maximo unico de 240 nm del

compuesto a identificar que se observa en el espectro UV.

El espectro de resonancia magnética nuclear (RMN) de proton era
muy similar al de las curvicollides A y B, con algunas diferencias, lo que
hizo que lo identificdsemos como un nuevo miembro de esta familia de
productos naturales. Se registraron espectros adicionales de RMN de
carbono y bidimensionales (incluyendo Espectroscopia correlacionada
(COSY), espectroscopia de correlacion total (TOCSY), espectroscopia de
efecto nuclear Overhauser (NOESY), correlacién cuantica simple
heteronuclear (HSQC) y correlacion de enlace multiple heteronuclear
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(HMBCQ)) para elucidar completamente su estructura. La interpretacion de
los espectros 'H, HSQC y HMBC reveld la presencia de 5 carbonos
cuaternarios, 11 metinos, 3 metilenos alifaticos y finalmente 7 metilos. En el
andlisis detallado de las correlaciones COSY y TOCSY se identificaron
diferentes sistemas de espin que pudieron conectarse utilizando las
correlaciones clave a larga distanciaobservadas en el espectro HMBC que
representan la conectividad final del curvicollide D (Figura 20). El esqueleto
carbonado confirmdé que el compuesto era de tipo curvicollide, lo cual
también se corroboré mediante comparaciones adicionales con los datos de
RMN de las curvicollides A y B. Las curvicollides muestran un grupo
hidroxi en el segmento C15-C20 de los compuestos, en C16' en el curvicollide
A (que representa un grupo funcional de alcohol primario) y en C19 en el

curvicollide B (dando un grupo funcional de alcohol secundario).

Curvicollide D tiene un grupo hidroxilo en C16, lo que genera un
grupo funcional de alcohol terciario. La estereoquimica relativa de los
estereoclusters C3-C4 y C9-C11 se determino en funcion de las correlaciones
NOE (efecto nuclear Overhauser) observadas y de las constantes de
acoplamiento (Figura 21). En el solvente CDCls no polar, el enlace de
hidrogeno intramolecular entre el &tomo de hidrogeno del grupo hidroxilo
en C4 y el carbonilo de oxigeno en C2 favorece una conformacion similar a
una silla principal para el segmento C1-C5 que permite la aplicacion del
método Stilles-House (House et al., 1973; Stiles et al., 1964) que dan una
configuracion relativa trans para los centros quirales en las posiciones 3 y 4
(Figura 21). Esta configuracion trans estaba respaldada por los
desplazamientos quimicos de 3C para el carbinol C4, el metino C3 y el
metilo C3', de acuerdo con la regla empirica de Heathcock (Heathcock et al.,
1979). La estereoquimica relativa del anillo de lactona se estableci6 en base
a las correlaciones clave de NOESY y las constantes de acoplamiento Jr/mio
y Jriom1, como ya se describié para las curvicollides A-C (Che et al., 2004)
(Figura 21). La determinacion de la configuracion relativa de cada uno de
estos estereoclusters coincidié con la de la curvicollide C (von Kiedrowski
et al.,, 2017). Los datos de RMN practicamente idénticos para el segmento
C1-C14 de las curvicollides A-C y el nuevo compuesto identificado,
confirmo que los estereogrupos mencionados muestran también la misma

relacion estereoquimica entre ambos. Asumimos con seguridad que la
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estereoquimica absoluta de los centros quirales en las posiciones 3, 4, 9, 10
y 11 es idéntica en los curvicollides A-C y el nuevo miembro identificado ya
que deben ser productos de grupos de genes biosintéticos homdlogos. Sin
embargo, no se pudo determinar la configuraciéon absoluta del centro quiral
restante en la posicidn 16, ya que el alcohol terciario en esa posicion estaba
demasiado impedido para ser derivatizado con el reactivo de Mosher quiral
y la cantidad aislada fue insuficiente para intentar la cristalizacién. El nuevo

compuesto fue designado como curvicollide D (Figura 20).

Figura 20. Correlaciones clave de COSY y TOCSY (enlaces en negrita) que determinan
los diferentes sistemas de espin del curvicollide D. Correlaciones clave de HMBC (flechas
azules, H a C) que conectan los diferentes sistemas de espin y representan la conectividad
del curvicollide D.

; JH9H10 =11.7 Hz
H  Juron11 =9.9 Hz

Figura 21. Correlaciones clave de NOESY (flechas discontinuas rojas) y constantes de
acoplamiento que determinan la estereoquimica relativa de los estereoclusters C3-C4 y
C9-C11 en el curvicollide D.
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Tabla 1. Datos de RMN del curvicollide D en (500 MHz, CDCls, 24 °C).

1

Position &, type &4, mult. (J in Hz)
1 29.8, CHs 2.22,s

2 213.2,C

3 52.3, CH 2.69,dq (7.7, 7.2)
3 14.0, CHzs 1.10,d (7.2)

4 75.1, CH 4.25,dd (7.7, 7.7)
5 129.0, CH 5.65, dd (15.6, 7.7)
6 136.4, CH 6.32, d (15.6)

7 138.5,C

7 13.2, CH3 1.83,d (0.9)

8 126.0, CH 5.38,d (9.2)

9 48.4, CH 3.26, dd (11.7, 9.2)
9 176.2, C

10 42.7, CH 2.18, m

10 14.8, CH3 1.06, d (6.6)

11 90.4, CH 4.37,d (9.9)

12 131.1,C

12 11.6, CHs 1.78, d (0.6)

13 129.4, CH 6.11, d (10.8)

14 122.2, CH 6.46, dd (15.3, 10.8)
15 143.0, CH 5.84, d (15.3)

16 73.1,C

16’ 28.0, CHs 1.32,s

17 42.6, CH: 1.56, m

18 26.2, CH2 1.30, m

19 23.1, CH2 1.31, m

20 14.0, CHs 0.90, t (6.7)
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OBJETIVO 2. Estudio del mecanismo de accion y efecto
tripanocida en las formas sanguineas de T. brucei de las
moléculas identificadas en el cribado: Curvicollide D vy
chaetocina.

OBJETIVO 2.1 MECANISMO DE ACCION DEL NUEVO MIEMBRO
DE LA FAMILIA CURVICOLLIDE IDENTIFICADO, CURVICOLLIDE
D, EN LAS FORMAS SANGUINEAS DE T. brucei.

2.1.1 Curvicollide D inhibe el crecimiento de las formas sanguineas de T.
brucei y produce una parada en la fase G»/M del ciclo celular.

El efecto tripanocida del curvicollide D se evalué mediante un
ensayo de toxicidad midiendo la reduccién de la sal, resazurina de sodio.
Curvicollide D mostré un efecto dependiente de dosis sobre el crecimiento
de las formas sanguineas de T. brucei, con una ICso de 1 uM + 0.09 después
de 24 horas de tratamiento (Figura 23 a). A esta concentracion, no se observo
ningun efecto en células de hepatocarcinoma humano (Hep G2). La ICso de
curvicollide D en células Hep G2 fue de 16 + 0.12 uM (Figura 23 b), 16 veces
mayor que en las formas sanguineas de T. brucei, resultando por tanto con
un indice de selectividad (IS) = 16. Se selecciond la concentracién ICzs del

compuesto (1.5 uM) para llevar a cabo el resto de los experimentos.

Para analizar el efecto del curvicollide D en la progresion del ciclo
celular, evaluamos el contenido de ADN mediante fluorescencia con
yoduro de propidio y citometria de flujo. En los controles tratados con
DMSO, la distribucién de células, expresadas como porcentaje de la
poblacion total de células vivas, mostrd un 50 % de las células en la fase G1,
un 12 % en la fase S y un 38 % en Gz/M (Figura 23 c). Sin embargo, en los
tripanosomas tratados con curvicollide D se observdo un aumento en el
porcentaje de células en las fases S y G2/M después de 6 horas de tratamiento
(15% y 42% respectivamente). Estos cambios fueron ain mas evidentes
después de 15 horas, con un aumento significativo en la fase Go/M (64%) y
una disminucion significativa del porcentaje de células en la fase G1 (10%)
(Figura 23 c,d).
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Figura 23: Curvicollide D inhibe la proliferacion de T. brucei y afecta principalmente a
la fase G2/M del ciclo celular. Se realizé un ensayo de toxicidad in vitro usando Resazurin
durante 24h para determinar la curva de dosis respuesta (porcentaje de viabilidad celular
frente a la concentracion de curvicollide D). (a) ICso de T. brucei. (b) ICso de las células de
hepatocarcinoma humano (Hep G2) durante 24 horas. (c,d) Analisis mediante citometria
de flujo del ciclo celular después de 6 y 15 horas de exposicién a curvicollide D y células
tratadas con DMSO (control). Los porcentajes se determinaron utilizando el software
FlowJo. Los datos representan la media y la desviacién estandar de tres experimentos
independientes. Se usé Anova y test de Bonferroni para el andlisis de los datos y la
significacion estadistica fue **, p<0,01; ***, p<0,001.

2.1.2 Curvicollide D induce cambios morfolégicos y el desmantelamiento
de la estructura del nucléolo.

A continuacidn, investigamos los cambios morfologicos producidos
por el tratamiento con curvicollide D en T. brucei mediante microscopia
confocal. Después de 6 horas de tratamiento, aproximadamente el 50 % de
las células exhibieron una morfologia anormal y después de 16 horas, la
mayoria de las células ya no poseian la morfologia larga y delgada tipica
(Figura 24 a,b). El efecto del curvicollide D en la morfologia de los
tripanosomas provocé un ensanchamiento del extremo posterior de la
célula que fue progresivo con el tiempo de exposicion al curvicollide D
(Figura 24 b).

Estos cambios morfoldgicos no eran evidentes en el cuerpo celular

después de 3 horas de tratamiento, aunque si se detectaron, cambios en la
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estructura nuclear (Figura 24 c). En T. brucei, el nticleo se puede visualizar
en microscopia de fluorescencia como una gran mancha tefiida de azul con
DAPI (N) y el ADN mitocondrial o kinetoplasto (K) como un punto mas
pequeno. El nucléolo se observa claramente como un drea sin tefir en el
centro del nucleo (n). Después de 3 horas de incubacion con 1.5 uM de
curvicollide D, el nucléolo no era apreciable en el 90% de las células (Figura
24 ¢,d), lo que sugeria el desensamblado del mismo. Este desmantelamiento
del nucléolo se confirmdé mediante inmunofluorescencia con el anticuerpo
L1C6 (Figura 24 e) considerado como un marcador del nucleolo. Después
del tratamiento, el marcaje del nucléolo con L1C6 y/o se dispersd por el

nucleo (Figura 24 e).
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Figura 24. El curvicollide D afecta la morfologia de T. brucei e induce el
desmamtelamiento del nucleolo. Las formas sanguineas de T. brucei se trataron con 1.5
uM de curvicollide D durante 3, 6 y 15 horas o con DMSO (control). (a) Porcentaje de
células anormales tras los diferentes tiempos de tratamiento (N>200). (b)Los parasitos se
observaron mediante microscopia confocal, con interferencia diferencial de contraste (DIC)
(linea superior) y DAPI que tifie el ADN (azul) (linea inferior). El ntcleo (N) y el
kinetoplasto (K) se marcan en blanco. La flecha en rojo sefiala el nucléolo (n). (c) Porcentaje
de células con nucléolo después de 3 horas de tratamiento con curvicollide D. (d)
Microscopia confocal usando DAPI y DIC donde desaparece el nucléolo después de 3 horas
de tratamiento con curvicollide D (e) Inmunofluorescencia mediante microscopia confocal
usando el anticuerpo L1C6 que marca el nucléolo de la célula (verde) en células control y
después de 3 horas de tratamiento con curvicollide D. N: ntcleo; K: kinetoplasto; n:
nucleolo. Las barras de error representan la desviacion estandar de tres experimentos
independientes. Los datos se analizaron usando una Anova y test de Bonferroni y la
significacion estadistica fue **, p<0,01; ***, p <0,001;

2.1.3 Curvicollide D inhibe la transcripcién mediada por la ARN Pol Iy II.

La principal funcion del nucléolo en las células eucariotas es la
transcripcion de los genes codificantes para el RNA ribosdmico, un proceso
realizado por la ARN polimerasa I (ARN Pol I) que debe estar altamente
regulado para lograr una adecuada proliferacién y crecimiento celular
(Boulon et al., 2010). Por lo tanto, la desaparicién del nucleolo inducida por

el curvicollide D en T. brucei sugiere que su funcion estd siendo afectada
(ADNT).

Para determinar si el curvicollide D afecta la transcripcién mediada
por la ARN Pol I, cuantificamos la abundancia del transcrito de ARN
ribosdmico naciente (Figura 25 a). Para este propdsito, realizamos un
andlisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real a partir de ADNc obtenido
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por transcripcion inversa (RT-qPCR) del ARN de T. brucei utilizando 2 pares
de oligonucleotidos repartidos a lo largo del locus ribosémico (Figura 25 b).
Tras el tratamiento con curvicollide D durante 3 horas, se observd una
disminucién de la tasa de transcripcion de ARNr, mayor incluso en la
region 2 que tras tratar con actinomicina D, un conocido inhibidor de la
transcripcion empleado como control en estos experimentos (Figura 25 b).
No se encontraron diferencias significativas de inhibicion entre los dos
pares de oligonucleotidos utilizados (1, 2) a lo largo del locus ribosdmico.
En los tripanosomas africanos, la Pol I también transcribe la glicoproteina
variable de superficie (VSG) que recubre la superficie del parasito en las
formas sanguineas (Cestari and Stuart, 2018). Los genes que transcriben esta
proteina se encuentra en un locus de expresion subtelomérico, denominado
como sitio de expresion activo (ES) (Figura 25 c). En la cepa de T. brucei
utilizada en este estudio, el sitio de expresion activo es el que transcribe el
gen VSG 221 (Figura 25 c). Al igual que en el locus ribosémico, estudiamos
el efecto del curvicollide en la transcripcion del sitio de expresion activo 221
utilizando dos pares de oligonucledtidos en las regiones intergénicas del ES,
uno cerca del promotor y otro después del gen ESAG6 (Figura 25 c). El
tratamiento con curvicollide D durante 3 horas resultd en una potente
reduccion de los transcritos precursores policistronicos del ES de la VSG 221
segun lo analizado mediante RT-qPCR (Figura 25 d). En este caso tampoco
se encontraron diferencias significativas en la tasa de inhibicion de la
transpripcion entre los dos pares de oligonucleotidos empleados.

A continuacion, investigamos si el curvicollide D también afectaba a
la transcripcion mediada por la ARN polimerasa II (Pol II). En los
tripanosomas africanos, la Pol II transcribe tanto los ARNm como los genes
del “ARN spliced leader” (ARN-SL). Para analizar el efecto del curvicollide
en la transcripcion de Pol II en T. brucei, cuantificamos la cantidad de
precursores de SL utilizando dos pares de oligonucleotidos ubicados en
regiones intergénicas del locus SL, aguas abajo del promotor Pol 1l (Figura
25 e). En este caso se usd a-amanitina como control de la inhibicion de la
transcripcion mediada por Pol II. Se detecté una fuerte reduccion en los
niveles de transcritos precursores de SL-ARN después del tratamiento con
curvicollide D, al mismo nivel e incluso mayor que tras el tratamiento con
a-amantina (Figura 25 f).

En resumen, estos resultados demuestran que el curvicollide D es un

inhibidor de la transcripcion mediada por la Pol I y Pol II.
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Figura 25: Curvicollide D inhibe la transcripcion mediada por la ARN Pol Iy Pol II en las
formas sanguineas de T. brucei. (a) Esquemas del locus ribosémico (ADNTr) de T. brucei, (c)
sitio de expresion activo (ES) de la VSG221 y (e) el locus del “Spliced Leader” (SL) con los
promotores que se indican con una bandera negra. Los cuadros en gris representan los
genes y las flechas en rojo marcan las regiones donde se ha cuantificado la transcripccion.
T. brucei 221 se traté con 1,5 pM de curvicollide D durante 3 horas. (b) Niveles de
transcripcion Pol I de los precursores de ARNr estimados por qPCR (pares de
oligonucleotidos 1 y 2) o (d) del sitio de expresion activo VSG221 (pares de
oligonucleotidos 4 y 5). (f) También se analiz¢ la transcripcion mediada por la ARN Pol II
(pares de oligonucleotidos 7 y 8) en el locus del SL. Se usé actinomicina D y a-amanitina
como control positivo de la inhibiciéon de la transcripcion de ARN Pol I y Pol II
respectivamente y como control negativo se usaron células tratadas con DMSO. Las barras
de error representan la desviacién estandar de tres experimentos independientes. Se usé
Anova y test de Bonferroni para el analisis de los datos y la significacion estadistica fue **,
p<0,01; ***, p<0,001.
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2.1.4 Curvicollide D se intercala en el ADN.

Varios compuestos han sido descritos como inhibidores de la
transcripcion por su capacidad para intercalarse en el ADN de doble cadena
(Lewis and Long, 2006; Tse and Boger, 2004) . El ensayo de desplazamiento
de intensidad de fluorescencia de un agente intercalante fluorescente (FID,
del inglés “fluorescent Intercalator Displacement”) se ha utilizado
ampliamente para identificar compuestos de union al ADN (Del Villar-
Guerra et al., 2018; Sanchez-Martin et al., 2021). Este ensayo se basa en el
desplazamiento de un ligando fluorescente de unién al ADN por el
compuesto a ensayar. En presencia de ADN, el fluoréforo intercalado
genera una fluorescencia que disminuye tras anadir un segundo posible
agente intercalante que compite con él por su union al ADN. Para
comprobar si el curvicollide D se une a ADN de doble hebra, realizamos un
ensayo FID utilizando bromuro de etidio (BrEt) como intercalante conocido
y ADN plasmidico. Se empled una tinica concentracion de BrEt (5 uM) que
produjo un maximo de fluorescencia a 610 nm (linea negra, Figura 26 a).
Tras la adicidon de concentraciones crecientes de curvicollide D (de 10 a 30
uM), observamos una disminucion progresiva en la intensidad de la
fluorescencia (de 10% a 50%), dependiente de concentracion (Figura 26 a,b).
El % de fluorescencia a 610nm, fue significativamente menor a
concentraciones > 20uM (Figura 23b). Estos resultados indicaron que el
curvicollide D se une al ADN y compite por los sitios de union de doble

cadena con el BrEt.
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Figura 26. Curvicollide D se intercala en la doble hélice de ADN. Se realizé un ensayo de
desplazamiento de intercalante fluorescente (FID) de bromuro de etidio (BrEt) utilizando
un plasmido de ADN de cadena doble. Se usaron concentraciones crecientes de
curvicollide D (10 pM a 30 uM) para determinar (a) la intensidad de la fluorescencia
(unidades arbitrarias (a.u)) desde una longitud de onda de 550 nm hasta 720 nm y (b)
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porcentaje de fluorescencia del BrEt a 610nm determinado en (a). Los datos son la media y
desviacién estandar de tres experimentos independientes. La significacion estadistica
utilizando t-test fue de *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001.
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OBJETIVO 2.2 MECANISMO DE ACCION DE LA CHAETOCINA
EN LAS FORMAS SANGUINEAS DE T. brucei.

De todas las moléculas identificadas en el cribado inicial,
seleccionamos la chaetocing, debido a la gran cantidad de estudios previos
que habia como un potente agente anticancerigeno tanto in vitro como in
vivo para una gran variedad de tipos de cdncer y apenas estaba descrito su

efecto tripanocida.

2.2.1 Chaetocina inhibe el crecimiento celular e induce cambios
morfolégicos en las formas sanguineas de T. brucei.

El efecto tripanocida del compuesto de origen natural chaetocina en
las formas sanguineas de T. brucei se evalué mediante ensayos de toxicidad
usando resazurina. La actividad tripanocida de la chaetocina frente a las
formas sanguineas de T. brucei 221 resultd ser del rango nanomolar, con una
concentracion inhibitoria del 50% (ICs0) y concentracion inhibitoria del 75%
(IC75) de 8.3 nM (desviacidon estandar (SD) + 0.51) y 22nM (SD =+ 0.32)
respectivamente (Tabla 2). A estas concentraciones, no se observé un efecto
inhibitorio en el crecimiento de diferentes lineas celulares de mamifero. Se
estimaron las ICso para cada tipo celular que fueron significativamente
superiores que para T. brucei: 120 nM SD + 0.13 en células de
hepatocarcinoma humano (Hep G2); 400 nM SD + 0.25 en células de
melanoma (A375), 500 nM SD =+ 0.20 en fibroblastos humanos de esoéfago
(HEF), 1TuM SD =+ 0.31 en células epiteliales de rifion de mono (Vero); y 2,2
uM SD # 0.15 en células mesenquimales estando el indice de selectividad
comprendido entre 15 y 275 (Tabla 2). La concentraciéon ICr fue
seleccionada para llevar a cabo el resto del estudio.

Tabla 2: Concentracién inhibitoria del 50% (ICx) e indice de selectividad (SI)
determinada mediante curva de dosis-respuesta (porcentaje de viabilidad celular frente a
la concentracion de chaetocina) en T. brucei y diferentes lineas celulares de mamiferos (Hep
G2, A375, HEF, Vero y células mesenquimales).
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Chaetocina ICs Concentracion Indice de
(nM) selectividad

T. brucer 221 8,3
HepG2 120 15
A375 400 50
HEF 500 62,5
Celulas 1000 125
mesenquimales
Vero 2200 275

Los cambios morfoldgicos observados tras 6 horas de tratamiento
con chaetocina fueron un engrosamiento del 40% de las células de T. brucei,
que después de 10 y 24 horas de tratamiento se transformo en un fenotipo
de células aberrantes (Figura 27 a,b).
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Figura 27. Efecto de la chaetocina en la viabilidad celular y morfologia de T. brucei. (a)
Cuantificacion del % de células anormales tras distintos tiempos de incubacion (6, 10 y 24
horas) usando la IC7 (22 nM de chaetocina). Se determind contando al menos 200 células.
(b) Fenotipos de células tras los tiempos de incubacion observados mediante microscopia
confocal, con interferencia diferencial de contraste (DIC) (linea superior) y DAPI que tifie
el ADN (azul) (linea inferior). Las barras de error representan la desviaciéon estandar de 3
experimentos diferentes. La significacion estadistica usando t-test fue, * p<0.05; **, p<0.01;
*** p<0.001 mediante el programa GraphPad (Prism).

2.2.2 Chaetocina entra a interior celular mediante endocitosis en T. brucei.

En T. brucei, existen dos vias genéricas de entrada de farmacos al
interior celular, a través de transportadores presentes en su superficie o

mediante endocitosis a través del bolsillo flagelar.

Para determinar el mecanismo de entrada al interior de T. brucei,
disefiamos un experimento en el que comparamos la viabilidad celular tras
incubar con chaetocina a 4°C y 37°C durante 1 y 2 horas. A 37°C, la
viabilidad celular resulté ser dependiente del tiempo de incubacion con
chaetocina (45% y 15% de porcentaje de células vivas después de 1y 2 horas
de incubacién respectivamente). Sin embargo, a 4°C la viabilidad celular fue
del 100% tras 1 y 2 horas de incubacion (Figura 28 a). Como control
utilizamos pentamidina, que es un farmaco que entra al interior celular a
través de la aquoporina, un canal de membrana y su entrada es
independiente de la endocitosis y de la produccion de ATP. Tras incubar
tanto a 37°C como a 4°C la viabilidad celular se redujo de manera
dependiente del tiempo de incubacién (Figura 28 b). A 37°C, la viabilidad
celular fue del 50% y 10% tras 1 y 2 horas de incubacion respectivamente.
Por otra parte, a 4°C la viabilidad celular fue del 70% y 30% respectivamente
a1y 2horas (Figura 28 b).

Estos resultados indican que en T. brucei la internalizacién de
chaetocina al interior celular se lleva a cabo mediante el proceso de

endocitosis.
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Figura 28.La chaetocina entra por endocitosis en T. brucie. Porcentaje de viabilidad celular
después de la incubacion a 37° y 4°C durante 1 y 2 horas con (a) chaetocina y (b)
pentamidina. La muerte celular se determiné mediante tincién con ioduro de propidio (IP)
y posterior analisis mediante FACS. Las barras de error representan la desviacién estandar
de tres experimentos independientes. La significacion estadistica fue de **, p<0.01; **%,
p<0,001.

2.2.3 Chaetocina causa parada en la fase G2/M del ciclo celular e inhibe la
citocinesis.

La progresion de los tripanosomas africanos a través de las diferentes
fases del ciclo celular se puede monitorear por la configuracion del nucleo
(N) y kinetoplasto (K), que es el ADN mitocondrial. Las células que
contienen un solo nucleo y un kinetoplasto (IN1K) estan en la fase G1,
cuando los tripanosomas presentan un nucleo y dos kinetoplastos (1N2K)
las células se encuentran en fase S y G2/mitosis, mientras que las células
postmitoticas contienen dos nucleos y dos kinetoplastos (2N2K) (Figura 29
a). Se realizd un analisis de la relacion N/K de las células incubadas con
chaetocina y se observé una disminucion de células en fase G1 dependiente
del tiempo de incubacién y una acumulacion de células postmitoticas y
células multinucleadas (Figura 29 a). El porcentaje de células 1IN1K
presentes en la poblacién disminuyo del 82% al 62% después de 10 horas de
incubacién con chaetocina. También se duplicé el nimero de células 2K2N
(del 9 a 17%) durante este tiempo. Simultdneamente, hubo aumento muy
significativo en el nimero de células aberrantes que contienen varios

nucleos y kinetoplastos (nNNnK) de menos del 2% a mas del 10%. Estos
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resultados en conjunto nos indican que la chaetocina causa la detencion del
ciclo celular en la citocinesis, despues de haber completado las fases de

sintesis de ADN y mitosis.
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Figura 29. La chaetocina interfiere el ciclo celular de T. brucei. (a) Parasitos fijados con
paraformaldehido y tefiidos con DAPI para determinar el nimero de células que contenian
un nucleo (N) y un kinetoplasto (K) 1N1K, 1N2K, 2N2K y nNnK (células aberrantes). Se
analizaron los parasitos tratados con chaetocina (6, 8 y 10 horas) y los no tratados. Los
resultados se expresaron como la media + SD de tres experimentos. En el grafico se
muestran los tres tipos normales: IN1K, IN2K y 2N2K y un ejemplo de células aberrantes:
nNnK. (b) Analisis del ciclo celular mediante citometria de flujo usando IP después de 3,
6, 10 y 24 horas de exposicion a chaetocina y células control. (c) Porcentaje de células en las
fases G1, Sy G2/M alas 0, 3, 6, 10 y 24 horas. Los porcentajes se determinaron utilizando el
software Flow]o (relativo al 100 % de células vivas, evitando SubG1) que representan la
media de tres experimentos independientes.

Para analizar mas a fondo el efecto de la chaetocina en la progresion
del ciclo celular, se evaluo el contenido de ADN mediante citometria de
flujo. Los tripanosomas no tratados presentaron la distribucion celular
tipica, con un 50% de las células en la fase G1, seguida de una poblacion
G2/M del 34% y una poblacion menor en fase S (16%) (Figura 29 b). La
incubacion con chaetocina dio lugar a un cambio importante en la poblacion
de células vivas, con un incremento del niimero de células en la fase G2/M
a lo largo del tiempo de incubacion que termind en un 75% después de 24
horas de incubacion. Igualmente se observo una disminucion progresiva de
las células en la fase G1 que llegd a alcanzar un 10% del niimero inicial
después de 24 horas (Figura 29 b,c). Estos resultados confirman que la
incubacion con chaetocina provoca la detencion del ciclo celular en la fase

G2/M e interfiere con la citocinesis de las formas sanguineas de T. brucei.
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2.2.4 Chaetocina causa deslocalizacién y cambios en la estructura del
nucléolo.

Tras el tratamiento con chaetocina, se observo un efecto llamativo a
nivel de la morfologia del nucleo una vez tenido el ADN (Figura 30 a).
Después de 3 horas de incubacion con chaetocina, esta region no tenida en
el nacleo de la célula, ya no era visible en el 70% de las células (Figura 30
b), lo que sugeria el desmantelamiento del nucléolo. Para confirmar esta
hipétesis, utilizamos el anticuerpo marcador nucleolarL1C6 (Devaux et al.,
2007) y mediante inmunofluorescencia en un microscopio confocal
pudimos observar como la sefial del anticuerpo que marcaba al nucleolo en
las células controles, desaparecia o se diseminaba por todo el nucléolo tras

el tratamiento con chaetocina (Figura 30 c).
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Figura 30. La chaetocina altera la estructura nucleolar. Las formas sanguineas de T. brucei
controles y tratadas con chaetocina durante 3 horas. (a) Los parasitos tefiidos con DAPI y/o
con contraste de interferencia diferencial (DIC) se observaron mediante microscopia
confocal. El nticleo (N) y el kinetoplasto (K) se indican con flechas en blanco. La flecha roja
sefiala el nucléolo (n). (b) Porcentaje de células sin nucléolo tras el tratamiento con
chaetocina durante 3 horas. (c) Inmunofluorescencia mediante microscopia confocal
usando DAPI (azul) y el anticuerpo L1C6 que marca el nucléolo de las células controles
(verde) (panel superior) y después del tratamiento con chaetocina (panel inferior).

2.2.5 Chaetocina inhibe especificamente la transcripcion mediada por la
ARN Polimerasa l.

Al igual que en el compuesto anterior, quisimos comprobar si la
desaparicion del nucléolo después del tratamiento con chaetocina, también
estaba ligado a una inhibiciéon de la transcripciéon. Para ello se midid la
transcripcion del locus ribosémico transcrito por la RN A Pol I mediante RT-
qPCR. Utilizamos tres pares de oligonucleotidos que cubren tres regiones
distantes dentro del locus ribosémico (1-3) (Figura 31 a) y actinomicina D
como control de la inhibiciéon de la transcripcion. El tratamiento con
chaetocina inhibi6 la transcripcion mediada por la Pol I en este locus en la
misma proporcion que la actinomicina D (Figura 31 b). Posteriormente se
analizo la transcripcion de la Pol I en el sitio de expresion activo (ES
VSG221). En este caso, se analizo la transcripcion mediante RT-qPCR en tres
regiones intergénicas, una cerca del promotor, otra después del gen ESAG6
y otra justo delante del gen VSG221 (Figura 31 c). El tratamiento con
chaetocina durante 3 horas produjo una potente reduccién de los transcritos
precursores policistronicos del sitio de expresion activo (ES VSG221)
(Figura 31 d).

Para analizar la transcripcion mediada por la RNA Pol I,
cuantificamos como en el caso anterior, la cantidad del precursor de SL
mediante RT-qPCR utilizando dos pares de oligonucledtidos que cubren
regiones intergénicas del locus SL, aguas abajo del promotor Pol 1l (Figura
31 e). Se detectd una fuerte reduccion en los niveles de transcritos
precursores de SL-ARN después del tratamiento con a-amanitina, un
inhibidor de la Pol II, pero no se observo este efecto tras el tratamiento con
chaetocina, en el que el nivel de inhibicidon no fue significativo (Figura 31 £).

En resumen, estos resultadlos demuestran que la chaetocina inhibe
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especificamente la transcripcion mediada por Pol I y no por Pol II en T.

brucei.
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Figura 31. Chaetocina inhibe la transcripciéon mediada por la ARN Pol I en las formas
sanguineas de T. brucei. (a) Esquema del locus ribosémico (ADNTr) de T. brucei, (c) sitio de
expresion activo VSG221 y € el locus del “Splice Leader” (SL) con los promotores indicados
con una bandera negra. Los cuadros en gris representan los genes. La regiones intergénicas
analizadas mediante qPCR se indican con ntiimeros (1-8). T. brucei 221 se trat6 con la ICz,
22 nM de chaetocina durante 3 horas. (b) La transcripcion en el locus ribosémico se analizo
en las regiones marcadas con los nimeros 1-3. En las regiones Se usé actinomicina D y a-
amanitina como control positivo de la inhibicién de la transcripciéon de ARN Pol I 'y Pol II
respectivamente y células tratadas con DMSO como control negativo. Las barras de error
representan la desviacion estandar de tres experimentos independientes. La significacion
estadistica fue ***, p<0,001 usando ANOVA. Los oligonucledtidos se describen en el la
seccion de M&M 3.5.
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2.2.6 La chaetocina se une a estructuras de G-cuadruplex en el ADN
estabilizdndolas.

La inhibicion de la transcripcion por la ARNA Pol I y el
desmantelamiento de la estructura del nucleolo han sido descritos como
efectos directos en algunas moléculas que interaccionan con estructuras no
candnicas del ADN como los G-cuadruplex (G4). En nuestro caso, la
inhibicion de la transcripcion mediada por la ARN Pol I en el locus
ribosdmico y en el sitio de expresidon activo, que son dos zonas ricas en
guaninas (G), nos llevd a preguntarnos si la chaetocina podria estar
interaccionando con estructuras G4 de ADN presentes en regiones

promotoras de la transcripcion.

Para visualizar los G4 presentes en T. brucei utilizamos el anticuerpo
BG4 que se une especificamente a los G4 de ADN o ARN (Hansel-Hertsch
et al., 2018). Se utiliz6 ARNsa A para eliminar los G4 presentes en el ARN.
En los tripanosomas no tratados observamos fluorescencia en forma de
puntos localizados en el nucleo, correspondientes a los G4 existentes. La
intensidad de fluorescencia producida por el anticuerpo BG4 aumentd
considerablemente en el nticleo después del tratamiento con chaetocina, de
un 48 % a un 75%. Estos resultados indican que la chaetocina incrementa el
numero de estructuras G4 detectables por BG4 presentes en el genoma de
T. brucei (Figura 32 a,b).

Esta descrito, que la estabilizacion de G4 en el ADN estd asociado a
roturas de doble cadena (Rodriguez et al., 2012), por lo que investigamos la
respuesta al dano en el ADN tras el tratamiento con chaetocina. Para ello,
medimos la foforilacion de la histona H2A en la treonina 130 (Thr 130)
(YH2A), como marcador de dano en el ADN mediante
inmunofluorescencia. Después de 3 horas de tratamiento con chaetocina, se
observd un aumento significativo de la fluorescencia nuclear, indicativo de
un aumento del dafio en el ADN en comparacién con las células controles.
Ademas, el numero de células con dano en el ADN también aumento tras
el tratamiento, pasando de un 17,5% en células controles a un 41,2% (Figura
32 ¢). Estos resultados confirman que el aumento de G4 esta asociado a un

aumento de roturas de doble cadena en el genoma de T. brucei.
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Figure 32. La chaetocina estabiliza G4s, e induce dafio en el ADN en T. brucei. (a)
Inmunofluorescencia de T. brucei controles (DMSO) o tratados con chaetocina durante 3
horas y tefiidos con (a) el anticuerpo BG4 (en verde) y con interferencia diferencial de
contraste (DIC) (c) el anticuerpo YH2A que indica dafio en el ADN (en rojo) y Dapi que
tifie el ADN en azul. (b y d) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia (Densidad
integrada de la fluorescencia) de células en a y c respectivamente mediante analisis en el
programa Fiji (N>150). (d) Porcentaje de células con dafio en el ADN de células en c
(N>150). Para los andlisis estadisticos se uso t-test con un p-valor < 0.05, indicandose **p <
0.01 and **p < 0.001.

2.2.7 La chaetocina interacciona con G4 en el promotor del ES y del locus
ribosémico

Para determinar si la unién de chaetocina a las estructuras G4 era la
responsable del aumento de estructuras de G4 detectadas en el ADN,
realizamos un estudio de dicroismo circular (DC) empleando
oligonucleotidos sintéticos correspondientes a secuencias potencialmente
formadoras de G4 presentes en los promotores de la RNA Pol I. Para ello,
se analizaron los promotores del sitio de expresién activo y el locus
ribosémico (GenBank: FM162566.1 (Zomerdijk et al., 1991) ) empleando el
software bioinformatico QGRS Mapper. En el promotor del sitio de
expresion activo 221 se detectaron cuatro secuencias G4, [dos en la cadena
sense (A y B) y dos en la antisense (C y D) (Figura 33 a). También se
seleccionaron dos secuencias de G4 fuera de esta region promotora, en una
region no codificante previa al gen de la VSG (E y F) (Figura 33 a). En el
promotor del locus ribosémico también encontramos dos secuencias de G4
(G y H) (Figura 33 b). Mediante CD, todos las secuencias G4 mostraron un
pico maximo positivo entre 260-280 nm y uno minimo negativo entorno a
240nm, lo que indica la existencia de una conformacion paralela del G4
(Figura 34 a). Tras la adicion de chaetocina (25uM), el pico maximo a 260nm
se desplazo en la direccion que indican las flechas usando las secuencias G4
Ay C del sitio de expresion (Figura 34a), como también se describe en
(Yadav et al., 2017). Este efecto no fue tan notable en las secuencias G4 B y
D ni en los G4 presentes en la region intergénica cercana al gen VSG, G4 E
y F (Figura 34 a). Por otro lado, también se observo un desplazamiento en
el espectro del CD tras la adicion de chaetocina a la secuencia de G4 en el
promotor del locus ribosémico, G4 H, que fue menos evidente en la

secuencia del G4 C (Figura 34 a). Estos resultados nos indicaron que la



Objetivo 2 Resultados | 133

chaetocina esta interaccionando in vitro con estructuras G4 a nivel del

promotor del sitio de expresion y del locus ribosomico.
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Figura 33. Secuencias de G4 presentes en promotores. (a) Secuencias promotoras del sitio
de expresion V5G221 con las secuencias G4 marcadas con una linea negra (A-D) y (b) locus
ribosémico de T. brucei con las secuencias que contienen G4s marcadas con una linea negra
con letras G-H. Las flechas en negro indican el inicio de la transcripcion. Los recuadros en
rojo indican la Caja 1 y Caja 2, que son regiones de ambos locus a los que se une una
proteina ~ 40kDa no identificada hasta la fecha. La secuencia del promotor de -80pb a +1
esta conservada en todos los tripanosomatidos (Vanhamme et al., 1995).

Para confirmar estos resultados, se llevaron a cabo estudios de union
in vitro usando espectroscopia de UV- visible y concentraciones crecientes
de chaetocina (1-100 uM). Se seleccionaron los oligos correspondientes a los
G4 A y B, presentes en el promotor del sitio de expresion activo, y el H,
presente en el promotor del locus ribosémico, ya que presentaron mayores
diferencias en el CD. Tras la adicion de chaetocina a los G4 selecionados se
observo hipocromia del espectro de absorcion UV a 260nm dependiente de
la concentracion de chaetocina. Este efecto fue mas notable en las diez
ultimas diluciones de 10 a 100 uM. (Figura 34 b).

La estabilizacion de estas estructuras de G4 por la chaetocina,
también se investigé6 mediante un ensayo de parada de reaccion de PCR
(PCR stop), usando un oligonucleétido que incluye la secuencia G4 a
analizar y un oligonucledtido complementario que hibrida parcialmente
con el anterior. Lo que se quiere demostrar con este experimento es que la
union especifica de ligandos a estas estructuras G4 intramoleculares
bloquea la transcripcion mediada por la ADN polimerasa y por lo tanto no
se amplifica ADN de doble cadena como producto de PCR. En este sentido,
la chaetocina bloqued sensiblemente la amplificacion por PCR de las
secuencias G4 (A) y (H) a una concentraciéon de 100 uM (Figura 34 c).
También se observaron diferencias en la secuencia de G4 H tras la adicion
de 100 uM de chaetocina, aunque la inhibicion fue menos evidente que con
las secuencias G4 (A) y G4 (H). Como controles de las reacciones se
utilizaron DMSO a la misma dilucién que la mayor concentracion de
chaetocina y unoligonucleotido G4 similar al A pero mutado e incapaz de

formar G4.

En resumen, estos resultados indican que la chaetocina es capaz de
interaccionar con potenciales G4 presentes en los promotores del locus

ribosémico y del sitio de expresion estabilizandolos in vitro.
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Figura 34. La chaetocina interacciona con G4 presentes en los promotores del sitio de
expresion activo (ES VSG221) y del locus ribosémico. (a) Espectros de dicroismo circular
(CD) obtenidos con las secuencias de G4 A-H, correspondientes al sitio de expresion (oligos
A-F) y del promotor del locus ribosémico (G4 G y H) en ausencia (linea negra) y presencia
de chaetocina (linea roja) (25uM). Las flechas indican la direccién en que se desplaza el
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pico del CD tras la adicion de chaetocina. (b) Espectro de UV-visible de las secuencias de
G4 A y C del promotor del ES y G4 H del promotor del locus ribosémico tras la adicion de
chaetocina a concentraciones crecientes (1 uM a 100 uM). Las flechas indican la direccién
en la que se desplaza el pico del espectro de absorciéon como consecuencia de la interaccion
dependiente de concentracién de la chaetocina con los G4. c) Ensayo de PCR-stop con los
oligonucledtidos G4 A, C y H y diferentes concentraciones de chaetocina. Se usé DMSO
como control y un oligonucledtido G4 A mutado que impedia la formacion del G4. Las
secuencias de G4 utilizadas se describen en la seccion M & M 2.12.2 y 2.12.3.
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Objetivo 3. Desarrollo de un transportador de farmacos guiado
por nanoanticuerpos capaz de atravesar la barrera hemato-
encefalicay tratar la fase neuroldgica de la enfermedad.

En este ultimo apartado, desarrollamos un nanosistema de
administracion de fadrmacos recubierto con fragmentos de anticuerpos
monocatenarios de camélidos, denominados nanoanticuerpos, para el
tratamiento de la fase neuroencefalica de la enfermedad. A su vez, este Nb
portaria en su secuencia el ligando del receptor de la transferrina (Tf-RL),
altamente expresado en las células endoteliales de la BHE. El objetivo es que
el nanosistema se una al receptor de la transferrina, y que esta modificacion
le facilite atavesar la BHE aprovechando el proceso de transcitosis mediada

por receptor (Figura 35).
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b) -
SNC T. brucei
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Figura 35. Esquema del nanotransportador de farmacos y su paso a través de la barrera
hemato-encefalica. (a) Mecanismo de transcitosis mediada por el receptor de la
transferrina (Tf-R) como estrategia para que el nanositema atraviese la BHE. (b) Una vez
en el SNC, el nanoanticuerpo especifico frente a la proteina de superficie de T. brucei
dirigira especificamente el nanosistema al parasito donde se liberara el farmaco en su
interior de forma selectiva. SNC: Sistema Nervioso Central; TfR: Receptor de la
transferrina; TfRL: Ligando del receptor de la transferrina; Nb-TfRL: Proteina de fusion
nanoanticuerpo-ligando del receptor de la transferrina; ISG75: glicoproteina invariable de
superficie 75.
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OBJETIVO 3.1 OBTENCION DE UN NANOANTICUERPO
ESPECIFICO FRENTE A LA PROTEINA DE SUPERFICIE
CONSERVADA, ISG75, DE T. brucei.

Para la generacion del nanosistema, el primer paso fue la obtencion
de un nanoanticuerpo especifico frente a T. brucei.

3.1.1 Seleccion de la glicoproteina invariable de superficie 75 (ISG75) como
antigeno.

La ISG75 fue seleccionada como antigeno para la generacién de Nb
debido a que es una proteina invariable de la membrana conservada en

diferentes cepas de T. brucei.

Para la seleccion de una region conservada dentro de la secuencia de
aminodcidos de la proteina ISG75, usamos la base de datos NCBI Protein
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/?term=ISG75), con el objetivo de
obtener las secuencias de la proteina en las diferentes subespecies de T.
brucei (Figura 36 a). Tras realizar su alineamiento usando el software
VectorNTI Advance, seleccionamos como antigeno un fragmento de 177 aa
conservado al 100% en las tres subespecies de T. brucei (T. b. gambiense, T. b.
rhodesiense y T. b. brucei) (Figura 36 b). Este fragmento de la proteina ISG75
fue expresado y purificado para ser usado posteriormente en la

inmunizacién de un camello.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/?term=ISG75
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Figura 36. Proteina ISG75 como antigeno para la generacion de un Nb universal frente a
T. brucei. (a) Conformacion de la proteina ISG75 usando el programa informatico online
PROTTER (http://wlab.ethz.ch/protter/start). (b) Alineamiento de la secuencia de
aminoacidos de la proteina ISG75 completa en las 3 subespecies de T. brucei. El color
amarillo indica las semejanzas entre las secuencias y el azul las diferencias entre dos de las
3 secuencias. El blanco indica que no existen coincidencias con ninguna de las otras
secuencias. Las lineas en rojo delimitan la regién seleccionada como antigeno (177

aminoacidos).

3.1.2 Produccién de nanoanticuerpos frente a ISG75

Después de la inmunizacion del camélido con el fragmento de ISG75
selecionado, se recogid la sangre periférica para aislar los linfocitos. A partir
de su ARNm, se gener6 ADNc de cadena simple, que se utilizé como
molde para amplificar el repertorio de Nbs. Posteriormente, el repertorio de
Nbs amplificado se clond en un plasmido fagémido que contiene el gen III
M13. Este gen codifica la protefna plll, una proteina de superficie del
“helper fago” que se encuentra en un extremo de la estructura tubular de
la particula M13. Las células transformantes que albergaban la libreria de

Nb, se infectaron con fagos auxiliares M13K07, para producir particulas de


http://wlab.ethz.ch/protter/start
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virus con el Nb clonado en sus puntas debido a la fusion con la proteina
plIL. Las particulas de fago aisladas se utilizaron para realizar varias rondas

de cribado y seleccionar asi Nb especificos del antigeno (Figura 37).
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Figura 37. Generacion de una libreria de nanoanticuerpos. (a) Inmunizacion del camélido
con el antigeno de interés, el fragmento de la proteina ISG75. (b) A partir de los linfocitos
de sangre periférica, se extrae el ARNm para generar ADNc que se utiliza como molde
para amplificar el repertorio de Nbs. Se realizan dos reacciones de PCR consecutivas. En la
primera, se amplifican dos fragmentos: un fragmento de ~900 pb, correspondiente a la
region VHs-bisagra-CH1-CH2 de la cadena H de los anticuerpos convencionales, y un
segundo fragmento de ~700 pb, que abarca los dominios VHHs-bisagra-CH2 de
anticuerpos de cadena pesada. El fragmento de PCR de 700 pb se utilizé6 como molde en
una segunda PCR para amplificar las secuencias especificas de VHH de ~400 pb (repertorio
de Nb). (c) Posteriormente, el repertorio de Nbs amplificado se clond en un plasmido
fagémido que contiene el gen I M13. Este gen codifica la proteina plIl, una proteina de
superficie del “helper fago” que se encuentra en un extremo de la estructura tubular de la
particula M13. (d) La coleccién de plasmidos generada se transformd en una cepa de
Escherichia coli supresora del coddn ambar, esencial para que se produzca la fusion Nb-PIIL
Las células transformantes que albergaban la libreria de Nb, se infectaron con fagos
auxiliares M13K07, para producir particulas de virus con el Nb clonado en sus puntas
debido a la fusion con la proteina plll . (e) Las particulas de fago eluidas de cada ronda,
infectaron nuevas células para amplificar y enriquecer la muestra con Nbs especificos del
Ag. (f) Parte de estas células infectadas se sembraron y se usaron para identificar Nb con
alta afinidad. Aunque por otro lado, también otra parte se crecidé como colonias
individuales que después se indujeron para expresar la proteina. Posteriormente el extracto
periplasmico de cada colonia, conteniendo un Nb diferente, se analizé mediante ELISA y
los clones identificados como aglutinantes se utilizaron para producir Nbs solubles.
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3.1.3 EI Nb1_ISG75 es especifico del antigeno y reconoce a diferentes
cepas de T. brucei.

Para determinar la especificidad del nanoanticuerpo Nb1_ISG75 por
el antigeno se realizd un ensayo mediante ELISA utilizando
concentraciones decrecientes de Nb1_ISG75 (Figura 38 a). Se observé una
disminucién progresiva de la absorbancia, proporcional a la cantidad de N
(Figura 38 a). Esto indica que hay un reconocimiento especifico del
antigeno incluso a concentraciones en el rango de picogramos de Nb por

pocillo.

Posteriormente se realizaron ensayos de inmunofluorescencia para
observar la localizacion del Nb1_ISG75 y analizar la capacidad del Nb de
reconocer parasitos vivos. Mediante microscopia confocal de fluorescencia,
observamos que tras la adicion de Nb1_ISG75, el 100% de los parasitos
estaban marcados en verde, con una distribucion a lo largo de toda su
superficie celular a diferencia de lo que se observd en los controles, no
marcados (Figura 38 b). Esto indica que el Nb1_ISG75 esté reconociendo a

su antigeno, la proteina ISG75 en la superficie de parasitos vivos.
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Figura 38. Reconocimiento del antigeno por el Nb_ISG75. (a) ELISA para valoracion del
reconocimiento del Nb1_ISG 75 y su Ag expresado como proteina recombinante. (+):
Antigeno positivo (con ISG 75), (-): Antigeno negativo (sin ISG 75), B: Blanco (sin Nb). b)
Inmunofluorescencia con parasitos vivos: control sin incubar con Nb e incubados con el
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Nb1_ISG75-Alexa 488 (verde) mediante microscopia confocal. El Dapi indica el ADN
(nucleo y kinetoplasto) e interferencia diferencial de contraste (DIC). c) Western-blot con
extractos de T. brucei 221 y Antat1.1 frente al Nb1_ISG75 y control (sin Nb1_ISG75).

Finalmente, para determinar si el Nb estaba reconociendo un epitopo
conformacional en la estructura terciaria o la secuencia de aminoacidos de
la proteina ISG75, realizamos un Western-blot. Utilizamos para extractos
totales denaturalizados previamente de dos cepas de T. brucei, 221 y
Antatl.1. Se observd una banda a 75 kDa que correspondia a la proteina
ISG75 tanto en la cepa 221 como en la cepa Antat1.1 (Figura 38c). Estos datos
indican que el Nb1_ISG75 estd reconociendo la secuencia de aminoacidos

de la proteina ISG75 en los parasitos vivos.

3.1.4 Generacion de la proteina de fusion, Nb1 ISG75 - ligando del receptor
de la transferrina (Nb1_ISG75-TfRL).

Para la generacion de la proteina recombinante Nb1_ISG75-TfRL, se
llevé a cabo una amplificacion por PCR del Nbl_ISG75 con unos
oligonucledtidos que portaban una secuencia de 36 nucleotidos
correspondientes a 12 aminodacidos (T H R P P MW SPV W P) del ligando del
receptor de la transferrina, involucrados en la unién a su receptor. Esta
proteina recombinante se expreso y purifico utilizando el mismo método
que el descrito para el Nb1_ISG75.
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OBJETIVO 3.2 PREPARACION Y EVALUACION IN VITRO E IN
VIVO LA CAPACIDAD TRIPANOCIDA DEL NANOSISTEMA
CARGADO CON PENTAMIDINA Y RECUBIERTO CON EL

Nbl ISG75 O Nbl_ISG75-TFRL.

3.2.1 Generacion del nanosistema (Dendrimero C18-8TA-pentamidina-
Nb1_ IS75/Nb1_ISG75-TfRL).

Tras la obtencion del Nb1_ISG75 especifico frente a T. brucei y el Nb
con el ligando del receptor de la transferrina (Nb1_ISG75-TfRL), utilizamos
el dendrimero DDC18-8TA cargado con pentamidina (nanosistema 1) para
conjugarlo con los Nbs y generar el nanosistema 2 (DDC18-8TA-
pentamidina-Nb1_ISG75) y el nanosistema 3 (DDC18-8TA- pentamidina-
Nb1_ISG75-TrRL) (Figura 39).

El dendrimero DDC18-8TA consta de una larga cadena alquilo como
componente hidrofobico y un pequefio dendréon de poliamidoamina
(PAMAM) que lleva grupos terminales de amina terciaria ionizable como
entidad hidrofilica (Figura 39 a). Este dendrimero anfipatico es altamente
soluble en agua (> 20 mg/ml) y puede autoensamblarse para formar
nanomicelas de dendrimero supramolecular ionizable de tamafo
comprendido entre 12-17 nm. El valor de la concentracion micelar critica del
DDC18-8TA es de 17 uM y tiene una toxicidad muy baja para las células de
mamifero, tales como las células renales humanas (HEK 293), los
tibroblastos de raton (L929), las células renales caninas de Madin-Darby
(MDCK) y los glébulos rojos de raton (RBC) (Dhumal et al., 2021).

Para formar el nanosistema final, primero se encapsul6 la pentamidina con
una eficiencia > 92% determinada mediante HPLC en las nanomicelas de
dendrimero y posteriormente se afiadio polietilenglicol (C18-PEG24) para
facilitar la conjugacion de los nanoanticuerpos. Nb1_ISG75 y Nb1_ISG75-
TfRL (Figura 39 b). El potencial Z ({) de los nanosistemas a pH 7.4 es
alrededor de +15-17 mV. Hemos observado que durante 24h la pentamidina
es estable y no precipita dentro de los nanosistemas. Este dendrimero es
ionizable y se protona en condiciones 4cidas, favoreciendo la

desestabilizacion de las micelas y la liberacion de pentamidina.
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Figura 39. Dendrimero DDC18-8TA anfipatico y formulacion del nanosistema completo.
(a) Estructura del dendrimero C18-8TA con un peso molecular de 2173.0990 y formula
molecular Ci7H214N32Ouw. (b) Nanosistema 1 con pentamidina base encapsulada en su
interior (hidréfoba) y recubierto por cadenas de polietilenglicol (C18-PEGz4), que facilita el
anclaje del Nbl_ISG75 (nanosistema 2) o Nbl_ISG75-TfRL (nanosistema 3) mediante
“quimica clic de tiol” para formar el nanosistema completo.
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3.2.2 El nanosistema inhibe el crecimiento en diferentes cepas de T. brucei
y no induce citotoxicidad en células eucariotas.

Los resultados frente a T. brucei 221 mostraron que el nanosistema 2
aumento la eficiencia con respecto al nanosistema 1 ya que la ICso fue tres
veces menor (3,9 y 14,9 nM respectivamente). El nanosistema 3 aumento
aun mas este efecto, aumentando la eficiencia en 7 veces con respecto al
nanosistema 1 (Figura 40 a). El tratamiento frente a T. b EATRO 1125 con el
nanosistema 2 también aumento la eficiencia 1 vez y hasta 3 veces cuando
tratdbamos con el nanosistema 3, diminuyendo la ICso de 4.8 a 1.9 nM tras
el tratamiento con el nanosistema 1 y 3 respectivamente. Los resultados
frente a T. b GVR35-VLS2 mostraron ain mas un efecto selectivo de los
nanosistemas 2 y 3. En el caso del nanosistema 2 se observd un aumento de
2 veces en la eficiencia con respecto al nanosistema 1 (ICs 4.5 y 8.4 nM
respectivamente) y hasta 5 veces tras el tratamiento con el nanosistema 3,
que disminuy6 su ICsohasta 1.8 nM (Figura 40 a). Estos resultados indican
que la adicién al nanosistema del Nb1_ISG75 y atin mas, la adicion al Nb de

la secuencia de TfRL aumentan la eficacia del mismo.

Se estudi6 también la citotoxicidad del nanosistema 2 y 3 en
diferentes tipos de células de mamifero, tales como células de
adenocarcinoma humano (COLO N680), células de rinén de mono verde
africano (Mal04), células de queratinocitos de la piel (HaCat) y células de
cancer de cuello de atero (HeLa). La ICso en todas ellas fue > 1500 nM,
alrededor de 120 veces menos sensibles que T. brucei para ambos

nanosistemas 2 y 3 (Figura 40 b,c).
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Figura 40. Ensayos de viabilidad celular para el calculo de la ICso mediante curva de dosis
respuesta. (a) ICsodel nanosistema 1, 2 y 3 frente a las tres cepas de T. brucei (221, GVR35-
VSL2, EATRO1125) (b) ICso del nanosistema 2 (c) ICso del nanosistema 3, frente a cuatro
lineas celulares de mamiferos (COLO, MA104, HaCat, HeLa). Los resultados son la media
de tres experimentos diferentes.

3.2.3 La adicion del Nb1 ISG75 al nanosistema aumenta la especificidad
por T. brucei.

Para determinar la especificidad de los nanosistemas frente a T.
brucei (221 y GVR35-VSL2), se realizé un ensayo mediante citometria de flujo
empleando los nanosistema 1, 2 y 3 marcados con el fluoréfofo Cy3 (Figura
41 a). En T. brucei 221, los parasitos tratados con el nanosistema 1 generaron
un pico de fluorescencia en valores entre 10? y 10%, que consideramos como
“union débil” con un 90% de las células. Tras el tratamiento con el

nanosistema 2 se generaron dos picos de fluorescencia, uno que
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correspondia con la fluorescencia de una union débil, con un 36% de las
células y un segundo pico en el que los valores de fluorescencia fueron 100
veces mayores, considerdndose como “unién fuerte” con un 33% de las
células (Figura 41 a,b). Este resultado nos indica que la adicion del
Nb1_ISG75 al nanosistema, estd aumentando significativamente la
selectividad y especificidad de unién a la superficie de T. brucei. Cuando
tratamos con el nanositema 3, también aparecieron dos picos como en el
caso anterior, pero el porcentaje de células con union fuerte fue menor (15%
de las células) que usando el nanosistema 2, mientras que aument6 la union
débil (50%). Este resultado nos estarfa indicando que la adicién del ligando
del receptor de la transferrina al Nb, estd ejerciendo algun tipo de
impedimento estérico (Figura 41 a,b). En la cepa de T. brucei, GVR35-VSL2,
el tratamiento con el nanosistema 1 solo gener6 una union débil como en el
caso anterior con el 69% de las células. En cambio, tras el tratamiento con el
nanosistema 2 se volvieron a generar dos tipos de uniones, una unién débil
con un 30% de las células y una union fuerte con un porcentaje de células
del 33%. Por otro lado, el tratamiento con el nanosistema 3 también genero
una union fuerte con un 13% de las células y una mas débil con el 52% de

las células (Figura 41 b).

Mediante microscopia de epifluorescencia, también visualizamos
este efecto de union en T. brucei 221 de los nanosistemas 2y 3 (Figura 41 c,d
respectivamente). Tras el tratamiento, observamos como los parasitos
tratados con el nanosistema 2 tienen mayor intensidad de sefial en rojo que
los tratados con el nanosistema 3. En ambos casos, la sefial en rojo se
concentra en la parte anterior y a lo largo del cuerpo celular del parasito
(Figura 41 c,d). Todos estos resultados confirman que los nanosistemas 2 y

3 se unen especificamente a la superficie de T. brucei vivos.
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Figura 41. La adicién del Nb1_ISG75 o Nb1_ISG75-T{RL al nanosistema aumenta la
especificidad por T. brucei. (a) Citometria de flujo tras 10 minutos de tratamiento con el
nanosistema 1 (dendrimero-DDC18-8TA), nanosistema 2 con el Nb (C18-8TA-
Cy3+Nb1_ISG75) y nanosistema 3 con la proteina de fusién Nb1_ISG75-TfRL (C18-8TA-
Cy3+Nb1_ISG75-TfRL) marcados con el fluoréfofo Cy3 frente a dos cepas de T. brucei (221
y GVR35-VSL2). (b) Porcentaje de células con unién fuerte o débil tras el tratamiento con
los nanosistemas 1, 2 o 3. (c¢) Inmunofluorescencia de T. brucei 221 tratados durante 10
minutos con el nanosistema 2 y (d) tras el tratamiento con el nanosistema 3, mediante
microscopia de epifluorescencia. DAPI marca el ADN, ntucleo y kinetoplasto, y Cy3 (en
rojo) el nanosistema. Los valores representan la media de 3 experimentos diferentes.
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3.2.4 El nanosistema 2 cura la infeccion en un modelo de ratén de
tripanosomiasis africana

Basdndonos en los resultados previos del nanosistema in wvitro,
quisimos determinar su eficacia en un modelo en raton de la primera etapa
de la infeccion por T. brucei. Se infectaron ratones con la linea celular de T.
brucei GVR35-VSL2, que expresa un transgén de luciferasa (PpyRE9h) para
facilitar la medicion de la infeccion en animales vivos utilizando imagenes
de bioluminiscencia (BLI) (Burrell-Saward et al., 2014; McLatchie et al.,
2013).

Se emplearon seis ratones, cada uno infectado con 3x10*
tripanosomas y se tomaron imégenes el dia 4 después de la infeccién. Este
dato determiné el nivel de senal BLI previo al tratamiento que se midio
como fotones por segundo (p/s) tras la administracion del sustrato de la
luciferasa. Todos los ratones infectados tenian un flujo total de entre 1,5x10°
y 9x10° p/s. Después de la toma de imagenes del dia 4, se hicieron 3 grupos
de 2 ratones y cada uno se traté durante 5 dias consecutivos con (1) 2.5
mg/kg (2.5 mpk) de pentamidina cargada en el nanosistema, (2) 5 mg/kg
(bmpk) de pentamidina cargada en el nanosistema o (3) nanosistema sin

pentamidina (control), usando como vehiculo PBS (Figura 42).
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Figura 42. Esquema del proceso de infeccion y tratamiento en el modelo animal de
tripanosomiasis. Cuatro dias tras la infeccion se comenzé el tratamiento con 2.5 mpk o 5
mpk de pentamidina cargada en el nanosistema y un grupo control en el que el
nanosistema no contenia pentamidina. Se tomaron imagenes dias alternos hasta el dia 20
después de la infeccion (ddi).

Los niveles de infeccion fueron evaluados por BLI los dias 6, 8, 11, 13
y 15 (Figura 43). Después del primer dia de tratamiento, la sefial BLI en los
ratones tratados con 5 mpk habia disminuido 2000 veces en relacion con la
sefial previa al tratamiento, y 230 veces en los tratados con 2.5 mpk mientras
que en los ratones control habia aumentado mas de 8 veces. Esta diminucion
fue atin mas acentuada el dia 8 y 11 después de la infeccion (4 y 7 dias
después del tratamiento), en los que no se detectaron parasitos en el cuerpo
de los ratones tratados, asumiendo que estaban curados. Asi continud los
dias 13 y 15 después de la infeccidn, con valores que indican que los ratones
no presentan tripanosomas en sangre. Estos resultados nos indicaron que el
nanosistema fue muy eficaz en eliminar los tripanosomas del torrente
sanguineo y curar la enfermedad tras solo 4 dias después de comenzar el
tratamiento. En el dia 8 después de la infeccion, los ratones control fueron
sacrificados siguiendo los criterios de punto final humano, ya que la senal

BLI indicaba una elevada carga parasitaria que se correspondia con los
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sintomas clinicos de la tripanosomiasis y muerte (McLatchie et al., 2013).
Por otro lado, un raton tratado con 2,5 mpk curado tuvo que ser sacrificado
4 dias después de comenzar el tratamiento a debido a que redujo su peso

por debajo del valor que establecen los criterios de punto final.

Segun estos resultados, el nanosistema curd la tripanosomiasis
africana en un modelo de la primera etapa de la infeccién eliminando a los

parasitos tras 5 inyecciones con 2.5 mpk y 5 mpk.

a)

Antes del tratamiento

M1-M2 : Ctrol

6 ddi

8 ddi

Después del tratamiento

11 ddi

13 ddi

15 ddi
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Figura 43. El nanosistema 2 curé la primera etapa de la infecciéon en un modelo de ratéon
con tripanosomiasis. Tres grupos de 2 ratones fueron infectados con T. b. brucei GVR35-
VSL2 lo que permitié la monitorizacién de la infeccién en ratones vivos a lo largo del
tiempo mediante imagenes bioluminiscentes (BLI). BLI se realizé antes de empezar el
tratamiento, 4 dias después de la infeccién (ddi) y durante diferentes puntos de tiempo
después del tratamiento con 5 dosis consecutivas de 2.5 mpk de pentamidina en el
nanosistema (n = 2), 5 mpk de pentamidina en el nanosistema (n = 2) o nanosistema sin
pentamidina (n = 2). A diferencia de los ratones control, el tratamiento con 2.5 y 5Smpk
provocd una disminucion en la sefial bioluminiscente 2 dias después de comenzar el
tratamiento y continu¢ asi durante todo el proceso de infeccion. Los controles tratados solo
con nanosistema vacio se sacrificaron segun el criterio de valoracion humano el dia 8. (a)
Para cada grupo de ratones, se muestran imagenes ventrales y dorsales seleccionadas para
la BLI. (b) Cuantificacién de la luminiscencia combinada (dorsal + ventral) en todo el raton
en fotones por segundo (p/s). La barra de escala representa los fotones emitidos en
cualquier punto dado de la imagen. Los tiempos de exposicion oscilan entre 0,5 segundos
(para ratones muy infectados) y 5 minutos (para animales no infectados).
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PRIMERA PARTE: Busqueda de nuevas moléculas con actividad tripanocida

a partir de una coleccion de productos naturales de la Fundacion MEDINA.

La naturaleza ha evolucionado para producir una amplia variedad
de productos naturales con una actividad bioldgica tnica en términos de
afinidad y especificidad. Entre ellos, los antibioticos son el ejemplo mas
popular (Firn and Jones, 2003). Desde el descubrimiento de la penicilina en
1929, que fue estructuralmente conocida en 1945 e introducido como el
primer antibidtico por Fleming, el cribado de microorganismos, en
particular actinobacterias del suelo y hongos, se ha incrementado
progresivamente en un intento por identificar otras moléculas para el

tratamiento de enfermedades (Behie et al., 2016).

En la presente tesis doctoral se ha realizado un cribado de una
coleccién de extractos naturales procedente de microorganismos del suelo
para la identificacion de nuevas moléculas con actividad antiparasitaria,

concretamente contra T. brucei brucei.

El uso de colecciones de compuestos naturales tiene como una de sus
grandes ventajas que incluyen estructuras que han ido evolucionando a lo
largo de miles de afios y presentan una gran variabilidad estructural y
funcional, que escapan a las limitaciones de la sintesis de compuestos
quimicos, como por ejemplo las cephalostatinas (Pettit et al., 2015),
mitomycinas (Stevens et al., 1965), y esperamicinas (Beutler, 2019). Por ello,
el cribado de productos naturales mediante ensayos de HTS es un método
eficaz para la identificacion de nuevas moléculas con actividad biologica
(Newman and Cragg, 2012), siendo actualmente el 60% de los
medicamentos disponibles en el mercado productos de origen natural o
analogos estructurales de ellos (Cragg and Newman, 2013; Ribeiro da
Cunha et al., 2019; Tse and Boger, 2004) .

Siguiendo este proceso, a partir de productos naturales procedentes
de la fermentacién de una coleccién de hongos y actinomicetos, hemos
identificado algunas moléculas conocidas como cordicepina (Vodnala et al.,
2009), chaetocina (Zuma et al.,, 2017), curvicollide A-B, verticillin y 11-
deoxyverticillin Ay un nuevo miembro de la familia de los curvicollides,
aislado de un cultivo de especies del hongo Amesia sp, denominado como
curvicollide D. El género Amesia pertenece a la familia Chaetomiaceae
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dentro del orden Sordariales. Diferentes géneros de dicho orden y familia
han sido descritos como productores de metabolitos secundarios bioactivos
con diversas estructuras quimicas tales como alcaloides, policétidos,
terpenos, etc. (Ibrahim et al., 2021). Previamente a la identificacion de la
familia de moléculas curvicollide A-C, se habian aislado otras moléculas
con actividad bioldgica procedentes del género Podospora como podosporina
A (Weber et al., 1988), appenolide A-C (Wang et al.,, 1993), decipenin A 'y
decipenolides A y B (Che et al., 2002), aunque los curvicollide A-C fueron los
primeros metabolitos aislados de la especie Podospora curvicolla

perteneciente a este género.

La estructura del nuevo miembro curvicollide D fue dilucidada
después de un extenso analisis de sus espectros mediante espectrometria de
masas de alta resolucion 1D y 2D y resonancia magnética nuclear
correspondiendo a un isomero de los curvicollides A y B, donde uno de los
dos grupos hidroxi en la molécula esta ubicado en C-16 en curvicollide D,
mientras que en curvicollides A y B, estd ubicado en C-16'0 C-20
respectivamente. La chaetocina ha sido descrita previamente como
molécula bioactiva producida por diferentes especies de hongos del género
Chaetonium de la familia Chaetomiaceae. En nuestro screening también la
hemos identificado a partir de un extracto de Amesia sp, al igual que el

curvicollide D.

Estos resultados demuestran la idoneidad de la técnica para la
identificacion de nuevas moléculas bioactivas a partir de diferentes especies
de hongos y actinobacterias, cuyo interés ademas sigue aumentado a raiz
de la disponibilidad de las secuencias del genoma de mudltiples
actinomicetos, en los que se ha visto que contienen grupos de genes
“cripticos”, que rara vez se expresan, y que constituyen un vasto reservorio
de nuevas moléculas atin por identificar. De hecho, se estima que solo se
han descubierto del 1- 3% de los antibidticos de los estreptomicetos, y el

porcentaje es ain menor para otros actinomicetos 'raros' (Baltz, 2008).
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SEGUNDA PARTE: Estudio del mecanismo de accion y efecto tripanocida en

las formas sanguineas de T. brucei de las moléculas identificadas en el cribado:

o CURVICOLLIDE D

El curvicollide D presentd una potente actividad tripanocida frente a
las formas sanguineas de T. brucei, no presentando citotoxicidad a esta
concentracion en células de mamifero Hep G2. Cumple ademds con los
estandares del DNDi para la seleccion de fadrmacos para el tratamiento de
enfermedades causadas por parasitos Kinetoplastidos, ya que el criterio
especifica que los valores de ICs0 deben ser <10 uM y tener un indice de
selectividad ~ 210.  Available  online:  https://dndi.org/scientific-
articles/2009/drug-screening-for-kinetoplastid-diseases-a-training-manual-
for-screening-in-neglected diseases/ (accessed on 25 April 2022). La familia
de curvicollides A-C se ha descrito que presentan actividad antifiingica
contra Aspergillus flavus y Fusarium verticillioides (Che et al., 2004), pero su
efecto tripanocida y frente a otros eucariotas no ha sido descrito hasta el
momento, asi como el mecanismo de accion responsable de su actividad

bioldgica.

Nuestro estudio demuestra que el curvicollide D induce parada del
ciclo celular en la fase G2/M, seguida de muerte celular. Ademas, produce
cambios fenotipicos y estructurales en el nucléolo. Mediante analisis de
qPCR se observd que el desmantelamiento del nucléolo estaba ligado a una
inhibiciéon de la transcripcion mediada por la ARN Pol I en el locus
ribosdmico y en el sitio de expresion activo. De igual forma, también se
observo inhibicidn la transcripcion mediada por la ARN Pol II en la region
del gen del “spliced leader”. Estos datos indican que el curvicollide D es un
inhibidor de la transcripcion mediada tanto por la ARN Pol I como por la
ARN Pol 2.

En T. brucei, la inhibicion de la transcripcion mediada por la ARN Pol
I es especialmente importante, ya que ademads de la transcripcion de los
genes de ARN ribosomico, es la encargada de transcribir los genes que
codifican para la proteina variable de superficie VSG en las formas
sanguineas de T. brucei, (Lee and Van der Ploeg, 1997). En los tripanosomas

africanos, la inhibiciéon de la transcripcion ha demostrado ser una diana
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terapéutica adecuada debido a su alta tasa de proliferacion en comparacion

con células de mamifero (Sheader et al., 2005; Stanojcic et al., 2016)

El curvicollide D, al igual que se ha descrito en otros inhibidores de
la transcripcidn, esta actuando como un intercalante del ADN, habilidad
confirmada mediante ensayos de desplazamiento de otro agente
intercalante, el BrEt (Kava et al., 2021; Monchaud et al., 2006). Clinicamente,
los agentes de uniéon al ADN se han utilizado como compuestos
antiparasitarios, antibacterianos o antitumorales (Mukherjee and Sasikala,
2013). Los derivados de la mepacrina o la acridina (mepacrina, proflavina y
BrEt) se han utilizado en el tratamiento de la tripanosomiasis (Figgitt et al.,
1992). Especificamente, el BrEt se uso6 para tratar la tripanosomiasis africana
bovina (Roy Chowdhury et al., 2010), y el aceturato de diminazeno, otro
agente de union al ADN, se us6 con el mismo proposito (da Silva Oliveira
and de Freitas, 2015).

En resumen, la presente tesis, constituye la primera demostracion de
que un miembro de la familia curvicollide tiene actividad tripanocida,
ejercida mediante una inhibicién general de la transcripcién debida a su
intercalacion en el ADN. Estos resultados podrian constituir el punto de
partida para que, a partir de los curvicollides, se puedan desarrollar nuevos
compuestos mas especificos o selectivos contra T. brucei. Es importante
enfatizar que la sintesis del curvicollide C, estructuralmente similar al
curvicollide D, ya se ha conseguido (von Kiedrowski et al., 2017), lo que
abre la puerta para la sintesis comercial de otros miembros de la familia de

los curvicollides y sus derivados.

o CHAETOCINA

La chaetocina ha sido identificada como un potente tripanocida en el
presente estudio. Es un alcaloide de epipolitiodioxopiperazina, producido
por diferentes especies del género Chaetonium descrito inicialmente como
un inhibidor de las histona metiltransferasa SU(VAR)3-9 (Greiner et al.,
2005).

La chaetocina presenta una concentracion inhibitoria 50% (ICso)

frente a T. brucei en el rango de nM, teniendo un indice de selectividad
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respecto a diferentes células de mamifero desde 15 a > 250, por lo que
también cumple con los criterios del DNDi para la seleccion de farmacos
frente a kinetoplastidos. Hemos comprobado que el mecanismo de entrada
de la chaetocina es mediante endocitosis. La mayor parte de los farmacos
disponibles para el tratamiento de la tripanosomiasis africana tienen un
mecanismo de entrada al interior celular mediada por transportadores de
membrana, y en todos ellos se han descrito resistencias asociadas a
mutaciones en dichos transportadores (Garcia-Salcedo et al., 2016). La
suramina, es el unico farmaco frente al que no se han descrito resistencias y
casualmente entra al interior celular mediante endocitosis a través del
bolsillo flagelar (Alsford et al., 2013). Este hecho sugiere que podria haber
una relacion entre la aparicion de resistencias en T. brucei y el mecanismo
de entrada del farmaco. La manera precisa de entrada de la suramina se
desconoce. Se sabe que hay varias proteinas involucradas y se ha propuesto
que la proteina ISG75 acttia como su receptor, aunque esto ultimo no se ha
demostrado (Alsford et al., 2013). Por otro lado, se ha sugerido que la
suramina, al tener una alta carga positiva, podria unirse a proteinas séricas
abundantes. De hecho, se ha descrito que la suramina se une a la
lipoproteina de baja densidad (LDL) la cual entra al parasito a través de su
receptor. De forma similar, la chaetocina es una epipolitiodioxopiperazina
que, como tal, contiene un anillo de piperazina con un puente polisulfuro
que le confiere capacidad de reaccionar de forma promiscua con diferentes
proteinas a través de sus grupos tiol (refs). Por tanto, al igual que la
suramina, la chetocina podria entrar a T. brucei unida a proteinas séricas
(Song et al.,, 2015) Finalmente, si como hemos sugerido anteriormente, la
forma de entrada del fdrmaco podria estar relacionado con la generacion de
resistencias, dado que la chaetocina y la suramina entran por un mecanismo
similar, cabria especular que la aparicion de resistencias a chaetocina seria

poco probable.

Al igual que ocurria en el curvicollide D, la chaetocina también
induce el desmantelamiento del nucleolo y la inhibicion de la transcripcion
mediada por la ARN Pol I en el locus ribosémico y en el sitio de expresion
activo. Su accién es rapida, ya que estos efectos se detectaron tan solo 3
horas después de iniciar tratamiento. Esto podria ser consecuencia de su

entrada por endocitosis, que es un proceso extremadamente rapido en T.
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brucei. En un estudio previo de la chaetocina en T. cruzi se observan efectos
similares: altera la proliferacion, detiene la progresion del ciclo celular e
induce el desmantelamiento nucleolar (Zuma et al., 2017). Sin embargo, no

analiza el efecto en la transcripcion del locus ribosémico.

Por otro lado, la chaetocina no mostré efecto de inhibicion de la
transcripciéon mediada por la ARN Pol II, lo que indica que accidon
inhibitoria es especifica de la ARN Pol I, a diferencia de lo que ocurria con
curvicollide D. En células de mamifero, la mayoria de los compuestos
inhibidores especificos de la ARN Pol I son ligandos de estructuras G4 de
ADN. Por tanto, la selectividad en la inhibicién de la transcripcion de los
genes transcritos por la ARN Pol I en T. brucei podria deberse a que la
chaetocina fuese también un ligando de G4. Esta hipdtesis estaba
respaldada por el hecho de que las regiones 5UTR y las regiones
promotoras en T. brucei son muy ricas en G4 (Marsico et al.,, 2019). Un
estudio detallado de la region promotora de un sitio de expresion en T.
brucei mostro la presencia de dos regiones conservadas denominadas como
caja 1 y caja 2, que también estan presentes en el promotor del locus
ribosémico (Jefferies et al., 1991; Pham et al., 1996; Vanhamme et al., 1995;
Zomerdijk et al., 1991). Estas secuencias son esenciales para la transcripcion
de estos dos promotores y a ellas se une el mismo factor de transcripcion
(Berberof et al., 2000). En el analisis bioinformatico para la busqueda de G4
en estas regiones promotoras, encontramos que justo dos de los G4
identificados G4 A y G4 C, forman parte de esta caja 1 y caja 2
respectivamente en el sitio de expresion activo 221 (Figura 33). Finalmente,
mediante dicroismo circular, espectroscopia UV y ensayos de PCR stop,
hemos demostrado que la chaetocina es capaz de interaccionar in vitro con
estas secuencias G4. Por lo que podriamos hipotetizar que el efecto
inhibitorio de la transcripcion de estos locus transcritos por la ARN Pol I se
debe a que la estabilizacion de estas estructuras G4 por la chaetocina
impediria la unién del factor de transcripcion que tienen en comun los

promotores del locus ribosdmico y el sitio de expresion.

Hasta el momento, no se habian visualizado estructuras G4 en T.
brucei, pero si se ha descrito un compuesto, una dimida de naftaleno
conjugada con azucar, que se une selectivamente a estas estructuras in vitro,

que en tripanosomas vivos se concentra en el ntcleo y kinetoplasto y que
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ejerce un potente efecto tripanocida (Belmonte-Reche, Martinez-Garcia et
al. 2018, Zuffo, Stucchi et al. 2019), poniendo de manifiesto la importancia

de estas estructuras como diana terapéutica.

La estabilizacion de secuencias G4 también se ha observado con otros
compuestos, como las dimidas de naftaleno (NDI) (Sanchez-Martin et al.,
2021), acido galico (Sanchez-Martin et al., 2022), CX-5461, CX-3543 (Xu et
al., 2017) y BMH21 (Ibrahim et al.,, 2021) entre otros. Algunos de estos
compuestos también se ha descrito que tienen un efecto andlogo en la
disrupcidén nucleolar, en la parada del ciclo en la fase G2/M, y en la
inhibicion de la transcripcion en T. brucei (Kerry et al., 2017) por lo que
parece que es un fenotipo compartido por células muy alejadas

filogenéticamente.

En este estudio, y en linea con las propiedades de otros conocidos
ligandos G4, como piridostatina (Biffi et al., 2013), cx-3543 (Drygin et al,,
2009), BMH21 (Musso et al., 2018) y Cx-5461 (Xu et al., 2017), también hemos
encontrado que la chaetocina induce una ruptura de doble cadena asociada

a un aumento de la estabilizacion de G4.

En resumen, nuestros resultados indican que la chaetocina es un
ligando de G4 que inhibe la transcripcion de la ARN Pol I, tanto en el locus
ribosdémico como en el sitio de expresion activo y que ademas induce dafio
en el ADN. Estos serian los principales mecanismos de accion de la

chaetocina como molécula tripanocida.
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TERCERA PARTE: Desarrollo de un transportador de farmacos guiado por
nanoanticuerpos capaz de atravesar la barrera hemato-encefalica y tratar la fase
neurologica de la enfermedad.

El gran avance que ha experimentado la nanotecnologia en los
ultimos afios ha permitido el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas
para el tratamiento de enfermedades, incluidas las que afectan al sistema

nervioso central (SNC).

En esta tesis doctoral hemos obtenido un nanosistema para el
tratamiento de la tripanosomiasis africana. Este nanosistema esta formado
por una nanoparticula dendrimérica cargada con pentamidina y recubierta

con un Nb que reconoce a una proteina invariable de superficie de T. brucei.

La eleccién del antigeno adecuado era esencial para la produccion
con éxito de un Nb que reconociera a todas las subespecies de T, brucei, ya
que hasta ese momento no habia ninguno con esta caracteristica. El primer
Nb que se gener6 frente a T. brucei fue el NbAn33 (Stijlemans et al., 2004).
Este Nb reconoce a un epitopo glicosilado, encriptado en la zona interna de
la VSG presente en muchas subespecies y cepas de T. brucei. Su eficacia para
dirigir de manera especifica moléculas tripanocidas (Baral et al., 2006) o
nanoparticulas cargadas con farmacos (Arias et al., 2015) ha sido puesta de
manifiesto. Ademads, nuestro grupo demostré que este nanotransportador
de farmacos, al cambiar la via de entrada del farmaco y hacerlo por
endocitosis, vence resistencias a farmacos asociadas a mutaciones de sus
transportadores de superficie (Unciti-Broceta et al., 2015). Este estudio
evidenci6 que la superficie de T. brucei es una excelente diana terapéutica
para la generacion de Nbs debido a la alta tasa de renovacion de la
membrana celular. Sin embargo, las principales limitaciones del
nanotransportador generado eran dos: i) que el epitopo que reconoce el
NbAnN33 no estd conservado en todas las subespecies de T. brucei; ii) que el
nanotransportador no atravesaba la BHE y no era eficaz en la etapa
neuroencefdlica de la enfermedad. Se han obtenido también Nbs con
capacidad tripanocida que reconocen a la VSG (Caljon et al, PNTD 2012)
pero esta es remplazada por otra diferente durante el proceso de variacion

antigénica, lo que hace que estos Nbs no tengan aplicabilidad terapéutica.

Las ISG son proteinas conservadas en los tripanosomas africanos, lo

que las convierte en potenciales antigenos para la obtencion de un Nb
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universal. Estas proteinas no estdn expuestas al sistema inmune del
hospedador al estar cubiertas por la capa de las VSG. De hecho, se han
generado anticuerpos policlonales que reconocen a las proteinas ISG 65 y
ISG75 en parasitos fijados, pero no en parasitos vivos (Ziegelbauer and
Overath, 1993). Sin embargo, el pequefio tamafo de los Nbs les permite
alcanzar epitopos inaccesibles para un anticuerpo convencional (Stijlemans
et al 2004). Para la obtencion de Nbl_ISG75 se seleccioné como antigeno
una region muy conservada en la proteina ISG75 (100 % de identidad) de
todas las subespecies de T. brucei. Nb1_ISG75 reconoce in vivo a las
diferentes cepas de T. brucei que se han empleado en esta tesis y actualmente
hemos establecido una colaboracion para analizar su capacidad de
reconocimiento de las subespecies que causan la enfermedad en humanos.
Dado el alto grado de conservacion, nuestra prediccion es que Nb1_ISG75
va a reconocer a T. b. gambiense y T. b. rhodesiense in vivo. Finalmente, con
objeto de facilitar el paso de Nb1_ISG75 a través de la BHE se la anadio en
su extremo amino la secuencia del ligando del receptor de la transferrina,
generandose asi el Nb Nb1_ISG75-TfRL

Otro aspecto importante en la generacion de un nanotransportador
de farmacos basado en nanoparticulas es la eleccion del polimero. Una clase
de polimeros que estan ganando protagonismo actualmente son los
dendrimeros, gracias a su bien definida estructura, su alta solubilidad en
agua, su baja toxicidad, su alta capacidad de carga y un versatilidad para
conjugar en su superficie diferentes tipos de moléculas (Jain, 2012) (Parveen
et al., 2012). En este estudio hemos generado tres nanosistema poliméricos
con dendrimeros de poli-amidoamina (PAMAM), cargados con
pentamidina y recubiertos con PEG para facilitar su unién con los Nbs. El
nonosistema 1 estaba formado por el dendrimero cargado con pentamidina.
El nanosistema 2 era igual que el 1, pero conjugado con Nb1_ISG75 y el
nanosistema 3 con Nb1_ISG75-TfRL. Estos nanosistemas tenian un tamano
de 12-17 nm, un potencial Z (¢) a pH 7.4 alrededor de +15-17 mV y una
eficiencia de carga de >92%, lo que los hace adecuados como
nanotransportadores. Uno de los aspectos mas interesantes desde un punto
de vista de su aplicabilidad es que no liberan farmaco incluso 24 horas

despues de su ensamblaje. Esta particularidad permite que en experimentos
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in vivo el nanosistema alcance a su objetivo con toda la carga de farmaco en

su interior.

En un estudio in vitro observamos que el nanosistema mas eficaz fue
el 3. Como esperdbamos, el nanosistema 2 fue hasta 3 veces mas eficiente
que el 1, ya que el Nb1-ISG75 le conferia especificidad por T. brucei (1a IC50
del 1 fue 14.9 frente a la del dos 4.9). El nanositema 3 fue mas eficiente en la
muerte de T. brucei que el nanosistema 2, ya que su ICso fue 2 veces menor.
Sin embargo, los experimentos de unidon mostraron una pérdida de afinidad
del nanosistema 3 por T. brucei. Este resultado sugiere que la adicion de la
secuencia TfRL aporta impedimento estérico al Nb y dificulta la unién del
Nb1_ISG75 a su diana. Nuestra hipotesis para explicar esta discrepancia
entre eficacia y afinidad es que el nanosistema 3 podria estar produciendo
la muerte del parasito por dos vias i) mediante la union a la proteina ISG75,
entrando por endocitosis y liberando la pentamidina ii) mediante la union
al receptor de la transferrina, bloqueando la captacién de hierro por el

parasito, lo que resultaria en una rdpida muerte celular.

Finalmente, el estudio piloto in vivo realizado con el nanosistema 2
demostré su eficacia para el tratamiento de la fase temprana de la
enfermedad. La confirmacion de la capacidad de Nb1_ISG75 de unirse a las
subespecies de T. b. brucei responsables de la infeccion en humanos
supondria disponer de un nanotransportador de farmacos eficaz en la
primera fase de las enfermedad, independientemente de la subespecie
responsable de la infeccion y de si es resistente a farmacos. Estos resultados
abren las puertas a los ensayos con el nanosistema 3 en la fase neuroldgica
de la enfermedad que es la que presenta mas dificultades de tratamiento.

Estos ensayos estan planificados para un futuro préximo.
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1- Soil microorganisms, such as fungi and actinomycetes, are one of the
main sources of generation of new drugs. In search of new compounds with
trypanocidal activity, we have carried out a High-throughput screening of
natural products from the fermentatio a library of these microorganisms
belonging to the MEDINA foundation. As a result of a screening of a
collection of these microorganisms. As a result, a new member of the
curvicollide family has been identified, which we have named Curvicollide

D, as well as other molecules with unknown trypanocidal activity.

2- Nuclear magnetic resonance (NMR) has allowed the identification of the
new member of the curvicollide family, which differs from Curvicollide A

and B in the position of C16.

3- Curvicollide D, isolated from species of the fungus Amnesia ssp, has
trypanocidal activity by intercalating in DNA and inhibiting transcription
mediated by RNA Pol I and II.

4- Chaetocin, a molecule isolated from the fungus Amnesia ssp, presents
trypanocidal activity associated with its ability to bind to DNA G4
structures present in the genome of T. brucei. Its binding to G4 leads to RNA

Pol I-mediated transcriptional inhibition, DNA damage, and cell death.

5- Nb1_ISG75 recognizes an epitope present in the invariant surface
glycoprotein 75 (ISG75) that is conserved in different subspecies of T. brucei.
6- Nanosystem 2 (dendrimer-pentamidine-Nb1l_ISG75), has in vitro
trypanocidal activity in the nM range, being selective for T. brucei and not

showing cytotoxic effect on mammalian cells.

7- Nanosystem 3 (dendrimer-pentamidine-Nb1_ISG75-TfRL), has a higher
trypanocidal activity than nanosystem 2, possibly due to the double
selectivity for T. brucei of Nb1_ISG75 and the trypanosome transferrin
receptor.

8- Nanosystem 2 (dendrimer-pentamidine-Nb1_ISG75-TfRL), is an effective
drug nanocarrier for the treatment of the early phase in a mouse model of

African trypanosomiasis.
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