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Los productos naturales son la fuente más valiosa para el 

descubrimiento y desarrollo de nuevos fármacos y sustancias bioactivas. 

Específicamente los microorganismos de origen terrestre como hongos y 

actinobacterias constituyen actualmente la principal fuente de antibióticos, 

antifúngicos, anticancerígenos, 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 dinámico que contiene una gran cantidad 

de biomasa metabólicamente 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 ecológicos y 

ambientales, incluidos los ciclos del carbono y del nitrógeno. El suelo es el 

componente ambiental con mayor biodiversidad, específicamente 

microbiana, a órdenes de magnitud del resto de componentes del 

ecosistema. Ello implica una enorme diversidad genética y metabólica que 

probablemente es un reflejo de la gran heterogeneidad edáfica a escalas que 

van desde kilómetros hasta micrómetros. Es a esta escala microscópica que 

los microorganismos interactúan con el suelo y otros organismos presentes 

en él, lo que juega un papel fundamental en el desarrollo de una compleja 

química de metabolitos secundarios, considerándose como una fuente rica 

en moléculas bioactivas únicas.   

La enfermedad del sueño o tripanosomiasis africana es una 

enfermedad causada por el parasito protozoario T. brucei, que ocasiona un 

grave problema de salud en 36 países del África subsahariana y que además 

tiene un añadido impacto socioeconómico, debido a la infección tanto de 

humanos como del ganado doméstico. No existen vacunas disponibles 

frente a T. brucei debido a la capacidad que tiene el parásito para cambiar la 

glicoproteína variable de superficie (VSG, del inglés “variant surface 

glycoprotein”) evitando las respuestas mediadas por anticuerpos del 

huésped. El tratamiento principal se basa únicamente en quimioterapia, y 

aunque los fármacos utilizados son efectivos, la mayoría de ellos son viejos 

y están lejos del concepto moderno de fármaco 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 fármacos 

ya que son estructuras que han sido sintetizadas, degradadas y 

transformadas por sistemas enzimáticos. En la búsqueda de nuevas 

moléculas con actividad tripanocida, hemos realizado un cribado de alto 

rendimiento a partir de extractos microbianos de una librería de productos 

naturales procedentes de hongos y actinomicetos. El fraccionamiento de 

uno de estos extractos, perteneciente a un cultivo del hongo Amesia sp., 

generó un nuevo miembro de la familia de los curvicollides que ha sido 

designado como curvicollide D. El nuevo compuesto mostró una 

concentración inhibitoria 50 (IC50) 16 veces menor en Tripanosoma brucei que 

en células humanas. Además, indujo la detención del ciclo celular y la 

alteración de la estructura nucleolar. Finalmente, demostramos que el 

curvicollide D se une al ADN e inhibe la transcripción en los tripanosomas 

africanos, lo que provoca la muerte celular. Estos resultados constituyen el 

primer reporte sobre la actividad y modo de acción 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 mostró un efecto 

dependiente de la dosis sobre la viabilidad de T. brucei con una IC50 de 8,3 

nM y con un índice de selectividad en células de mamíferos desde 15 a más 

de 120. La chaetocina entra al interior celular mediante endocitosis, lo que 

explicaría la alta sensibilidad en T. brucei, provocando un fallo en la 

citocinesis y finalmente muerte celular. Además, la chaetocina indujo 

alteraciones tempranas en la estructura del nucléolo y, específicamente, 

produjo la inhibición de la transcripción mediada por la ARN polimerasa I 

en el locus ribosomal y el sitio de expresión activo. Además, determinamos 

que la chaetocina estabilizaba estructuras G-quadruplex (G4), e inducia 

daños en el ADN en T. brucei. En conjunto, estos resultados demuestran que 

Chaetocina es un inhibidor específico de la transcripción mediada por la 

ARN Pol I en T. brucei a través de la unión a estructuras G4 induciendo daño 

en el ADN. 

Finalmente, hemos producido un nanotransportador de fármacos 

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 proteína invariable de superficie 
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ISG75. Esta proteína está 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. Además, se ha añadido a este 

Nb la recuencia del péptido ligando del receptor de transferrina con objeto 

de facilitar al nanosistema el cruce de la barrera hematoencefálica. 

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 fármacos, y la importancia de dichos 

fármacos en el tratamiento de enfermedades como la tripanosomiasis 

Africana. Se aportan nuevas moléculas con capacidad tripanocida, con 

mecanismos de acción aún por explotar, así como una nueva perspectiva en 

el abordaje del tratamiento de enfermedades que afectan al sistema 

nervioso central (SNC), mediante la generación de un transportador de 

fármacos selectivo frente a T. brucei con potencial de atravesar la barrera 

hemato-encefálica (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 (IC50) 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 IC50 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 fármacos.  

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,Vol1,2005, 

http://www.millenniumassessment.org/documents/document.766.aspx. 

pdf), destaca específicamente dentro de los servicios de abastecimiento, la 

obtención de nuevas medicinas y productos farmacéuticos. El suelo 

interviene directamente en la mayoría de los servicios ecosistémicos, siendo 

además el componente con mayor biodiversidad, específicamente 

microbiana, a órdenes de magnitud del resto de componentes del 

ecosistema.  

El suelo es un entorno complejo y dinámico que contiene una gran 

cantidad de biomasa metabólicamente activa de los tres reinos de la vida 

(Quince et al., 2008; Young and Crawford, 2004). Un solo gramo de suelo 

puede contener ~109  bacterias, ~106  hongos, ~103 protozoos, ~102 

nematodos, así como anélidos y artrópodos (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 biogeoquímicos, 

incluidos los ciclos del carbono y del nitrógeno. 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 kilómetros hasta 

micrómetros (Six et al., 2004; Young and Ritz, 2000). Es a esta escala 

microscópica que los microorganismos interactúan 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 química de metabolitos secundarios, considerándose como una fuente 

rica en productos bioactivos únicos.   

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 países en 

desarrollo. Además, son químicamente diversos con diversas 
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bioactividades y son la fuente más valiosa para el descubrimiento y 

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

En la actualidad, la falta de efectividad en el tratamiento de muchas 

enfermedades, nos ha llevado a la búsqueda y redescubrimiento de nuevas 

entidades químicas o metabolitos secundarios con potencial bioactivo 

(Mollica et al., 2012). A este respecto, la capacidad de bacterias y hongos 

para sobrevivir en diferentes hábitats y en ambientes extremos los hace 

ideales para el descubrimiento de nuevos productos naturales. A pesar de 

que en los últimos años el ambiente marino está atrayendo mucho la 

atención como fuente de productos naturales, actualmente los hongos y 

actinomicetos de origen terrestre son la principal fuente de antibióticos, 

antifúngicos, anticancerígenos, inmunosupresores, anti-inflamatorios, 

insecticidas, herbicidas y antiparasitarios (Carmichael, 1992; Demain, 2014; 

Méndez and Salas, 2001). 

1.1 Principales grupos microbianos fuente de nuevos fármacos 

En el suelo, los productores de metabolitos secundarios más 

versátiles 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 más frecuentes generando el 17% de los metabolitos 

secundarios bioactivos (Charyulu et al., 2009). 

Las especies del orden Actinomycetales producen más de 10000 

compuestos bioactivos (7600 derivados de Streptomyces y 2500 de las 

denominadas especies raras de actinomycetes), lo que representa el grupo 

más grande (45 %) de metabolitos microbianos bioactivos (Bérdy, 2005; 

Chater, 2006). El término “Actinomycetales” es una designación 

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 endófitos, son los productores más 

importantes, junto con los basidiomicetos, mientras que las levaduras, los 

ficomicetos y los mohos mucilaginosos rara vez producen metabolitos 

bioactivos. El número 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 más de 300.000 productos naturales con aplicación 

biomédica, y se pueden clasificar según su naturaleza química en cinco 

categorías: i) terpenoides y esteroides ii) sustancias derivadas de ácidos 

grasos y policétidos iii) alcaloides  iv) polipéptidos no ribosómicos v) 

compuestos derivados del shikimato (Méndez and Salas, 2001). Estos 

compuestos tienen diferentes bioactividades, como actividades 

antibacterianas, antifúngicas y antialgas, con diferentes mecanismos para 

matar patógenos.  

Los policétidos son probablemente el subgrupo más interesante de 

productos naturales bioactivos, porque tienen una gran diversidad de 

estructuras químicas y actividades biológicas comercialmente importantes. 

Los policétidos incluyen antibióticos (p. ej., eritromicina, rifamicina, 

tetraciclinas y oleandomicina), fármacos 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 antifúngica frente a Aspergillus flavus y 

Fusarium verticillioides, pero el mecanismo de acción 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 capítulo 2 de la presente tesis doctoral. 

Otro compuesto con gran actividad biológica perteneciente a este 

grupo de policétidos es la chaetocina, un producto natural aislado por 

primera vez hace 50 años (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),  y por su actividad 

anticancerígena frente diferentes tipos de cáncer como el de hígado, 

leucemia, de mama, de pulmón, de colon, de próstata, etc. Aunque en los 

últimos años, estos efectos anticancerígenos han sido asociados con 

diferentes mecanismos de acción  (Jiang et al., 2021). También se ha descrito 

que tiene actividad frente a T. cruzi, inhibiendo irreversiblemente su 

crecimiento (Zuma et al., 2017). 

 

 

Figura 1. Estructura química de la molécula (a) chaetocina y (b) los tres 

miembros de la familia curvicollide (A-C).  

  

1.2 Estrategias para la generación de nuevos metabolitos secundarios 

Durante los últimos años, ha aumentado el conocimiento de las vías 

biosintéticas por las que los microorganismos producen antibióticos y otros 

metabolitos secundarios bioactivos. Este incremento de información ha 

motivado a los investigadores en este campo a manipular grupos de genes 

de las vías de biosíntesis de antibioticos y alterar la estructura natural de los 

compuestos. Esta nueva tecnología, denominada biosíntesis combinatoria 

(Ruijne and Kuipers, 2021), es una forma de producir análogos de productos 

naturales y, por lo tanto, obtener nuevos derivados con potencial bioactivo 

(Niu et al., 2017; Wong and Khosla, 2012). 

b)a)

Chaetocina Curvicollide A-C (1a–1c)
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Otro de los enfoques más recientes en el descubrimiento de fármacos 

a partir de microorganismos es el cocultivo (Arora et al., 2020; Bertrand et 

al., 2014). Gracias a la creciente disponibilidad de datos genómicos, 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 investigación prometedor, ya que estimula la 

expresión de grupos de genes biosintéticos crípticos 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 fármacos, hace del análisis de alto 

rendimiento (HTS, del inglés “High-throughput screening”), una 

herramienta clave para analizar grandes colecciones de compuestos en un 

corto espacio de tiempo así como para validar los efectos biológicos e 

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

El HTS permite realizar pruebas automatizadas de un gran número 

de compuestos para analizar la actividad biológica de miles de muestras 

frente al organismo modelo deseado. Es un proceso experimental en el que 

se pueden ensayar de 103-106 moléculas pequeñas o extractos naturales en 

paralelo. Finalmente se identifican los compuestos llamados “hits” que son 

aquellos con las características farmacológicas o actividad biológica 

deseada. Éstos “hits” son el punto de partida para la optimización química 

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

Muchos de los métodos para el desarrollo de fármacos, consisten en 

HTS de colecciones de compuestos sintetizados químicamente  (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 químicas poco exploradas con 

metabolitos secundarios potencialmente bioactivos y que también podrían 

usarse para la síntesis de nuevos fármacos. 

Además, la ventaja que presentan las colecciones de productos 

naturales de origen fúngico 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 elucidación estructural de la 

molécula responsable de la actividad, en muchos casos es factible la síntesis 

química total, evitando tener que aislar de nuevo la molécula y reducir así 

el coste de producción 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 fármacos con actividad antiparasitaria frente a kinetoplastidos. 

(Pena et al., 2015; Pérez-Moreno et al., 2016; Singh et al., 2014) 

 

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

El ADN, puede formar diferentes estructuras secundarias, además 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 

básica es la tétrada de guaninas y pueden ser de diversa topología, 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), así como la 

detección 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 están presentes en una gran 

cantidad de organismos, incluyendo tripanosomátidos.  

Estas estructuras G4 se forman preferencialmente en regiones ricas en 

guanina que están especialmente enriquecidas en regiones promotoras, en 

regiones de genes reguladores y secuencias repetitivas como los telómeros. 

También se han identificado secuencias G4s en el ARN, en transcritos 

asociados con los telómeros, en regiones no codificantes de transcritos 

primarios y también en transcritos maduros. Lo que indica una relación 
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directa entre secuencias G4 y el control de la transcripción (Marsico et al., 

2019; Sanchez-Martin et al., 2020). También son muy importante en la 

virulencia de algunos patógenos, ya que juegan un papel fundamental en la 

variación antigénica de protozoos y bacterias así como en el silenciamiento 

de virus humanos. Todos estos mecanismos son rutas para la evasión del 

sistema inmunitario y el mantenimiento de infecciones crónicas (Harris and 

Merrick, 2015). Por otra parte, estas estructuras G4 están consideradas como 

una diana muy atractiva para el desarrollo de nuevos fármacos dirigidos a 

dichas estructuras (Sanchez-Martin et al., 2021; Zuffo et al., 2019) para el 

tratamiento de diferentes enfermedades incluyendo cáncer, en el que se ha 

visto que los G4 podrían ser una diana terapéutica muy selectiva.  (Sanchez-

Martin et al., 2020). 

 

Figura 2. Estructura G-quadruplex (G4). (a) Una PQS es una secuencia de nucleótidos que 

se prevé que forme una estructura G4. Se muestra una secuencia PQS degenerada utilizada 

para predecir la formación 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 básica de G4 es la tétrada de guaninas. (c) Topología de G4 con una estructura 

intramolecular que muestran una configuración antiparalela (izquierda) y paralela 

(derecha). (d) Topología de estructuras G4 intermoleculares formadas por dimerización de 

cuatro hebras (izquierda) o dos (derecha). Imagen extraida con ligeras modificaciones 

(Harris and Merrick, 2015). 

b)

a)

d)

c)

Tétrada G

PQS
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3. Enfermedad del Sueño 

La tripanosomiasis africana es una enfermedad endémica en 36 países 

del África subsahariana con un importante impacto socioeconómico debido 

a la infección directa del ser humano y de su el ganado. La HAT, también 

conocida como enfermedad del sueño, es una enfermedad transmitida por 

vectores y causada por diferentes subespecies del parásito protozoario 

Trypanosoma brucei. La enfermedad se transmite a humanos y animales 

domésticos 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 

África central y occidental y T. b. rhodesiense en el este y el sur de África. La 

tercera subespecie, T. b. brucei, causa tripanosomiasis animal o Nagana en 

el ganado (Kennedy and Rodgers, 2019). 

 

3.1 Epidemiología y aspectos clínicos 

 

La enfermedad del sueño es una enfermedad tropical que se propaga 

en las zonas rurales empobrecidas del África subsahariana donde está 

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 África sigue siendo 

desconocida (Kennedy and Rodgers, 2019).  

La prevalencia de la enfermedad a lo largo del siglo XX ha sido muy 

variable, coincidiendo la reaparición de casos con épocas de hambruna y 

guerra (Barrett, 1999, 2006). Según la Organización 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). Además, la región subsahariana registra una pérdida 

económica anual que oscila entre 1.500 y 5.000 millones de dólares 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
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de la muerte del ganado por infección causada por los tripanosomas 

africanos  (Yaro et al., 2016). 

Hoy en día, los nuevos casos notificados tienden a disminuir debido a 

los esfuerzos en la reducción de los reservorios de la infección, el 

diagnóstico temprano de la enfermedad, así 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, continúa existiendo la necesidad 

de desarrollar nuevos fármacos, tratamientos y diagnóstico (Franco et al., 

2020). 

La enfermedad es mortal si no se trata y presenta dos etapas, la 

primera etapa hemolinfática y la segunda etapa neurológica, cuando los 

parásitos 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 sanguíneo y ganglios linfáticos produciendo los 

síntomas típicos como fiebre, inflamación de los ganglios, dolor muscular y 

articular, pérdida de peso, debilidad, dolores de cabeza e irritabilidad. 

Posteriormente, los parásitos atraviesan la barrera hemato-encefálica (BHE) 

invadiendo el sistema nervioso central y produciendo la etapa neurológica. 

Esta etapa se caracteriza por cambios de comportamiento, confusión y 

alteraciones sensoriales, mala coordinación y trastorno del ciclo del sueño 

lo que le da el nombre a la enfermedad.  

La enfermedad puede ser crónica o aguda dependiendo de la 

subespecie responsable de la infección. La infección causada por T. b. 

gambiense suelen ser crónica, pudiendo pasar meses o años sin que 

aparezcan signos o síntomas de la infección en la etapa neurológica. Sin 

embargo, T. b. rhodesiense causa una infección aguda, que se desarrolla 

rápidamente y produce la aparición de signos y síntomas unas pocas 

semanas después de la infección 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 única gran mitocondria. Se dividen 

mediante fisión binaria durante la cual su núcleo no pierde la envoltura ni 

se observa condensación cromosómica.  

 T. brucei exhibe un ciclo de vida complejo que implica la alternancia 

entre dos entornos muy diferentes, el hospedador mamífero y la mosca 

tsetsé. Debido a las grandes diferencias entre estos dos hospedadores el 

tripanosoma sufre cambios complejos en la morfología celular, la expresión 

génica y el metabolismo para permitir la supervivencia del parásito durante 

el ciclo de vida. 

El ciclo de vida comienza cuando una mosca tsetsé se alimenta de un 

hospedador mamífero infectado. Durante la ingesta de sangre, las moscas 

tsetsé ingieren formas no proliferativas llamadas “stumpy” en inglés 

(Figura 3). Las formas “stumpy” están preadaptadas para su posterior 

transformación en el  
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Figura 3. Ciclo de vida de Tripanosoma brucei. (a) Durante la picadura de la mosca se 

inyectan tripanosomas metacíclicos en la piel de un hospedador mamífero, junto con saliva 

que contiene factores anticoagulantes. (b) Una vez en el hospedador mamífero, 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 órganos, 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 mamífero que contiene tripanosomas “stumpy”. (d) Después de aproximadamente 

2 semanas, los tripanosomas procíclicos proliferativos en el intestino de la mosca, podrían 

haber colonizado las glándulas salivales, produciendo tripanosomas metacíclicos que se 

mueven libremente y pueden transmitirse al próximo hospedador mamífero. Imagen con 

modificaciones extraida de (Wheeler, 2010). 
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intestino medio de la mosca, en formas tripomastigotes procíclicos 

proliferativos. Las formas procíclicas migran desde el intestino medio de la 

mosca a las glándulas salivales, donde finalmente se diferencian en las 

formas metacíclicas no proliferativas e infecciosas, que se transmiten al 

hospedador mámífero durante la siguiente ingesta de sangre. Una vez en el 

hospedador mamífero, las formas metacíclicas se transforman rápidamente 

en formas sanguíneas proliferativas largas y delgadas, en inglés “slender”, 

que se multiplican e invaden el torrente sanguíneo, el sistema linfático y los 

espacios intersticiales. . Estas formas tienen una mitocondria inactiva y 

utilizan la glucosa de la sangre del hospedador como su principal fuente de 

energía mediante la glucólisis. Las formas “slender” finalmente se 

diferencian a formas rechonchas o “stumpy” que están 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; Büscher et al., 2017; Matthews, 2005) (Figura 3). 

 

3.3 Variación antigénica 

T. brucei, a diferencia de otros parásitos protozoarios como T. cruzi y 

Leishmania, vive y se multiplica extracelularmente en el torrente sanguíneo 

del hospedador y está expuesto al sistema inmune del hospdador. La 

superficie de T. brucei está formada por una densa monocapa de una 

glicoproteína variable de superficie (VSG) (Figura 4 a). Ésta densa capa 

actúa como una barrera protectora que impide al sistema inmune del 

hospedador reconocer a las proteínas conservadas de superficie y a los 

receptores, esenciales para la supervivencia del parásito (Cross, 1979; 

Ziegelbauer and Overath, 1993). Además de proteger a los epítopos 

invariantes, funciona como un mecanismo para eliminar los anticuerpos 

específicos 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 

sanguíneas de T. brucei  expresan alrededor de 107 copias idénticas de VSGs 

que están unidas a la membrana a través de un anclaje de glicosilfosfatidil 

inositol (GPI) (Auffret and Turner, 1981). El sistema inmunitario solo tiene 

acceso al extremo amino (N)-terminal de la VSG, que es reconocido como 

extraño por receptores específicos de células B y T. Esto hace que se genere 
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una respuesta inmunitaria de células B altamente específica contra los 

epítopos de dicha región de la VSG. Esta respuesta elimina a la mayor parte 

de los parásitos, aunque algunos escapan debido al cambio espontáneo de 

la capa de VSG por otra VSG antigénicamente diferente, proceso conocido 

como variación antigénica (Figura 4 b).  

 

 

Figura 4. Estructura esquemática de las VSG y modelo de interacción 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 epítopos conservados 

localizados en la parte C-terminal de las VSG y las glicoproteínas invariables de superficie 
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(ISG) debajo de la cubierta de VSG. Hipotética disposición de una ISG con una α-hélice 

transmembrana entre las moléculas de VSG. (b) Dinámica de expresión de VSG in vivo. 

Las curvas representan los diferentes picos de infección y las líneas de colores representan 

el número de parásitos que expresan una VGS individual. Imagen b extraída de (Mugnier 

et al., 2016).  

 

El tiempo requerido para generar una nueva respuesta inmunitaria 

adaptativa, permite que el parásito 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 infección (Hall et al., 2013; Mugnier et al., 2015), 

lo que permite el establecimiento de ciclos de infección crónicos en los 

hospedadores mamíferos y mejora la transmisión 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 expresión (ES) de VSGs teloméricos, pero solo se expresa uno a la 

vez, lo que es crucial para la evasión de la respuesta inmunitaria del 

hospedador mediante el mecanismo de variación antigénica (Silva Pereira 

et al., 2022). Todos los ES presentan una estructura similar: son unidades de 

transcripción policistrónicas de aproximadamente 40-60 kb de longitud, 

que codifican varios genes denominados genes asociados al sitio de 

expresión (ESAGs), seguidos de una región de ADN repetitivo denominada 

repeticiones de 70 pares de bases (pb) junto a la VSG, que siempre se 

encuentra inmediatamente adyacente a un telómero (Figura 5 a) (Cestari 

and Stuart, 2018). Los mecanismos que activan un solo ES son parcialmente 

conocidos. En algunos casos, la activación está asociada con la transposición 

de un gen VSG está silenciado al ES activo o con un evento de intercambio 

de telómeros. En otros casos, un ES silenciado se activa in situ, sin 

reordenamiento aparente del ADN (Horn, 2014) (Figura 5 b).  
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Figura 5. Representación del sitio de expresión de T. brucei. (a) Esquema del sitio de 

expresión telomérico donde se transcriben las VSGs. (b) mecanismos de variación 

antigénica de la VSG.  

 

3.4 Proteínas conservadas de la membrana de T. brucei  

 En la superficie de T. brucei, ocultas por la capa de VSG, se 

encuentran proteínas de membrana de tamaño menor, algunas de ellas 

conservadas, cuyo acceso por parte de los anticuerpos del hospedador está 

protegido por la VSG (Figura 4 a) (Overath et al., 1994). En 1992, en las 

formas sanguíneas del parásito en el hospedador humano, se identificaron 

una familia de ISGs (Ziegelbauer and Overath, 1992). La secuencia de los 

genes codificantes sugiere que son proteínas transmembrana con un 

secuencia señal N-terminal, un largo dominio extracelular, un dominio 

transmembrana de helice α, y un dominio intracelular (C- terminal) 

pequeño (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 función 

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) 

Genes asociados al sitio de expresión

VSG70-bp telomero

Promotor 
ARN Pol I

Policistrón trans-splicing
del ARNm

Colección de VSGs subteloméricas

Repeticiones de 70-bp

Locus VSG activo

telomero

VSG telomérico silenciado

a)

b)



36 | I n t r o d u c c i ó n  

 

(Ziegelbauer and Overath, 1993). En concreto, la ISG75 es una proteína 

extracelular de 523 aminoácidos, que presenta múltiples copias del gen, de 

4 a 16 aproximadamente. Además, 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 proteínas 

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 generación de nuevas estrategias de tratamiento (Alsford et al., 

2013). 

 

3.5 Ciclo celular 

 En eucariotas, el ciclo celular consta de cuatro fases: fase G0, fase G1, 

fase S (síntesis), fase G2 (o interfase) y fase M (mitosis). En la fase G1, la célula 

está creciendo, replicando orgánulos citoplasmáticos y también preparando 

la replicación del ADN mediante la síntesis de las enzimas necesarias. 

Durante la fase S el ADN se replica y en la fase G2 las células aumentan el 

proceso de biosíntesis replicando y preparando la división celular. 

Finalmente, en M, el ADN se divide entre las dos células hijas. En las células 

de mamíferos, la fase M está estrechamente unida con la citocinesis que 

comienza justo antes de que se complete la segregación cromosómica 

(Figura 6). La activación de cada fase depende de la correcta progresión y 

finalización 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 G0 (Hammarton, 2007).  

En T. brucei, la fase G1 se caracteriza por tener células con un núcleo, 

un kinetoplasto y un flagelo (Figura 6) (Jones et al., 2014). El primer evento 

morfológico observado en la progresión del ciclo celular es la elongación y 

maduración del cuerpo probasal a un cuerpo basal y la nucleación 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, observándose entonces 

dos kinetoplastos. Durante la fase G2 nuclear se produce la segregación de 

kinetoplastos. Posteriormente, el núcleo 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 esquemática de las diferentes fases del ciclo celular de T. brucei 

 

3.6 Transcripción 

La transcripción en T. brucei es policistrónica, siendo el inicio de la 

transcripción un punto clave de regulación del nivel de expresión 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 ribosómico (genes 18S, 5.8S y 28S). Además, en 

tripanosoma, la Pol I también transcribe dos locus más, el sitio de expresión 

activo en las formas de torrente sanguíneo (genes ESAG y VSG), y el locus 

de las prociclinas en las formas procíclicas (genes EP y GPEET) (Günzl et 

al., 2003). La ARN polimerasa II (Pol II) transcribe el resto de ARNm, así 

como el gen del “splice leader” (SL-ARN)  que contiene la estructura de 

caperuza cap 4 específica de los ARNm de los kinetoplástidos 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 5S y los ARN nucleares pequeños ricos en Uracilos 

(Palenchar and Bellofatto, 2006). 
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3.7 Endocitosis   

T. brucei es uno de los pocos patógenos unicelulares que se multiplica 

extracelularmente en el hospedador vertebrado, por lo que su 

supervivencia depende de la captación de nutrientes del medio. En T. brucei, 

la bolsa flagelar es el único sitio donde se produce una endo y exocitosis ya 

que el resto del cuerpo celular se encuentra revestido internamente por una 

densa capa de microtúbulos (Field and Carrington, 2009; Link et al., 2021). 

La endocitosis está estrechamente relacionada con la homeostasis de la 

composición de la superficie celular y con la evasión 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 

degradación (Figura 7).    

 

 

Figura 7. Representación esquemática de las vías exo y endocíticas en Tripanosoma 

brucei. Se representan los orgánulos conocidos involucrados en los procesos de exo- y 

endocitosis en T. brucei: vesículas recubiertas de clatrina de clase I, endosomas tempranos, 

retículo endoplasmático, bolsillo flagelar (FP, del inglés “flagelar pocket”), aparato de 

Golgi, lisosoma, endosomas tardíos, núcleo y endosomas de reciclaje. Las flechas indican 

la dirección 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; García-Salcedo et al., 

2004; Hung et al., 2004) y se sabe que un ARNi de estas proteínas 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 rápido. Se ha visto que cada dos minutos aproximadamente 

T. brucei endocita toda su superficie (Engstler et al., 2007), por lo que 

fármacos como la Suramina utilizan este mecanismo para entrar al interior 

celular y matar al parásito. También se ha descrito como posible alternativa 

para vencer resistencias a fármacos debidas a mutaciones en 

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

 

3.7 Tratamiento  

Debido al proceso de variación antigénica no existen vacunas para la 

prevención de la enfermedad del sueño y su único 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 fármacos: pentamidina, suramina, 

melarsoprol, eflornitina, nifurtimox y fexinidazol, todos ellos donados por 

los fabricantes y distribuidos por la OMS. La elección del fármaco se basa 

en el estadio de la enfermedad y el patógeno causante de la misma.  Los 

medicamentos para el tratamiento de la segunda etapa de la enfermedad 

deben atravesar la BHE y tienden a ser más tóxicos y complejos de 

administrar que los medicamentos de la primera etapa.  

Pentamidina 

Es una diamina aromática 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 infección en el SNC, cuando los parásitos atraviesan la BHE, 

pero no para etapas más tardías en el que los parásitos 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 vía de 

https://www.who.int/health-topics/human-african-trypanosomiasis#tab=tab_3
https://www.who.int/health-topics/human-african-trypanosomiasis#tab=tab_3
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administración es principalmente intramuscular debido a la baja absorción 

cuando se administra de forma oral y entre los efectos secundarios más 

notables destacan la lesión pancreática que se produce, resultando en una 

hipoglucemia debido a la liberación masiva de insulina.  

Aunque el mecanismo de acción no está 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 aparición de resistencias a 

pentamidina así como de resistencias cruzadas pentamidina/ melarsoprol 

debido a la pérdida de función en el canal de la acuagliceroporina 2 (AQP2) 

que controla la susceptibilidad a ambos fármacos (Alsford et al., 2012; Baker 

et al., 2013; Munday et al., 2013). Estas resistencias a pentamidina se pueden 

vencer usando nanotecnología, en concreto nanopartículas de chitosan 

recubiertas con fragmentos de nanoanticuerpos que reconocen una proteína 

en la superficie de T. brucei (Garcia-Salcedo et al., 2016; Unciti-Broceta et al., 

2015). 

  

Suramina 

  Es el fármaco más 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 polianiónica incolora 

que está químicamente relacionada con el rojo tripano y con otros 

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

La administración de la suramina es intravenosa debido a su alta 

solubilidad en agua y a que por otra vía de administración puede provocar 

inflamación y necrosis en el sitio de inyección (Steverding, 2010). Además, 

tiene una baja absorción 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 captación de suramina se ha descrito que es 

a través de la unión a la glicoproteína 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 fármaco.  

 

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 vía de administración es 

intravenosa debido a la pobre absorción gastrointestinal y la alta toxicidad 

que produce cuando se administra por vía intramuscular, producido por su 

solvente, propilenglicol.  

El melarsoprol es un profármaco que se convierte rápidamente en 

oxido de melarseno que se une de forma reversible a las proteína 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 tóxico con el equivalente al 

glutatión en los tripanosomátidos, 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 año 

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 está recomendado como tratamiento de primera 

línea para infecciones causadas por T. b. rhodesiense ya que tiene muchos 

efectos secundarios como vómitos, cólicos abdominales, neuropatías 

periféricas, astralgia y tromboflebitis. Destacan las encefalopatías reactivas 

(síndrome encefalopático) en 1 de cada 20 personas que lo toman y está 

asociado con un 50% de mortalidad de los individuos tratados (Büscher et 

al., 2017).   
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Eflornitina (dl-α-difluorometil ornitina; DFMO) 

  DMFO emergió a finales de 1980, como un inhibidor de la ornitina 

decarboxilasa, una enzima esencial en la síntesis de poliaminas (Bacchi et 

al., 1980; Bitonti et al., 1985), mucho menos tóxico y más efectivo que el 

melarsoprol (Figura 8). Este fármaco 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 unión con proteínas, los periodos de infusión (cada 

6 horas durante 14 días) debían 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 DMFO, también han ido 

apareciendo resistencias asociadas a la pérdida del transportador de 

aminoácidos TbATT6 que controla su captación (Garcia-Salcedo et al., 2016; 

Vincent et al., 2010) . Actualmente el DFMO 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 fármaco utilizado para tratar la 

tripanosomiasis americana aguda (enfermedad de Chagas), y que en 2009 

se comenzó 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  alteración  del 

equilibrio redox, formando iones superoxido que producen daño 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 profármaco que se activa por una nitrorreductasa de tipo I dependiente 

de NADH, localizada en la mitocondria. Las resistencias a este fármaco 

están asociadas a la disminución 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 elección en la etapa 

tardía frente a la infección por T. b. gambiense.  

 La administración de esta terapia es mediante la inyección intravenosa 

de eflornitina durante 7 días junto con la administración oral de nifurtimox 

durante 10 días (Priotto et al., 2009) (Disponible online: 2022: 

https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/326178/9789241550567-

eng.pdf. Acceso 23 de Agosto). Ésta combinación es relativamente segura y 

eficaz, pero se necesita gran cantidad de eflornitina y muchos litros de 

solución salina para su administración. 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 fármacos 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 administración del fexinidazol es oral durante 10 días 

consecutivos. Fexinidazol es un profármaco y su actividad depende de dos 

reducciones electrónicas consecutivas del grupo NO2 por la TbNTR1, una 

nitroreductasa específica dependiente de NADH (Wilkinson et al., 2008). 

Esto provoca especies reactivas de amina que indirectamente son toxicas y 

mutagénicas para los parásitos, inhibiendo la síntesis de ADN (Deeks, 

2019). La disminución 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 fácil vía de administración compensa la eficiencia y 

aumenta las opciones de tratamiento para HAT (Chappuis, 2018). Además, 

el fexinidazol ha sido efectivo en más del 98% de los casos de infección 

provocados por T. b gambiense en la etapa temprana  y tardía (ensayo 

NCT03025789 )  (Chappuis, 2018) y puede ser utilizado sin necesidad de 

realizar punciones lumbares invasivas. La limitación más importante del 

https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/326178/9789241550567-eng.pdf
https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/326178/9789241550567-eng.pdf
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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 glóbulos blancos/mL 

en el líquido cefalorraquídeo) (Fairlamb, 2019; Pelfrene et al., 2019). Por lo 

tanto, para estos pacientes, NECT sigue siendo el tratamiento de primera 

línea (Lindner et al., 2020; Pelfrene et al., 2019). Actualmente también se está 

llevando a cabo un ensayo clínico para su uso contra T. b rhodesiense.  

En general, la administración 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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Figura 8. Diferentes fármacos para tratar la HAT según la subespecie de tripanosoma 

que causa la enfermedad y la etapa de la enfermedad en la que se encuentre.  

 

4 Barrera Hematoencefálica (BHE) 

El sistema nervioso central (SNC) está protegido del sistema vascular 

por  barreras en tres puntos clave (Abbott, 2005; Abbott et al., 2010). De ellas, 

la barrera hemato-encefálica (BHE), es la que se encuentra más próxima a 

las neuronas, por lo que se considera como la más importante en el 

mantenimiento de la homeostasis cerebral, la regulación del transporte de 

entrada y salida y la protección contra daños (Kadry et al., 2020; Obermeier 

et al., 2013). La BHE está formada por células endoteliales microvasculares 

que separan la sangre de los capilares, del fluido intersticial en el cerebro 

(Figura 9). Éstas células se unen entre sí mediante uniones estrechas y 

recubren los capilares cerebrales y la médula espinal de la mayoría de los 

mamíferos y otros organismos con un SNC bien desarrollado (Abbott, 

2005). La BHE se considera la mayor superficie de intercambio sangre-

cerebro, con un área total de intercambio de entre 12 a 18 m2 en un adulto 

humano promedio (Abbott et al., 2010). La BHE juega un papel crucial en la 

• Apto para segunda etapa enfermedad (T. b gambiense y rhodesiense)
• Altamente tóxico y causa la muerte debido a encefalopatías
• Tratamiento de 10 días por vía intravenosa
• 30 % de resistencias al tratamiento

• Apto para la segunda etapa de la infección por T. b gambiense
• La septicemia es un efecto adverso importante.
• Tratamiento de 14 días por vía intravenosa de grandes cantidades
• Altos costes

• Apto para segunda etapa (T. b gambiense)
• Tratamiento durante 7 y 10 días (Eflornitina intravenosa y 

Nifurtimox oral respectivamente)
• Pocos efectos adversos
• Resistencias al tratamiento

• Apto para la primera y segunda etapa de la  infección por 
• T. b. gambiense
• Tratamiento de 10 días por vía oral.

Pentamidina

Melarsoprol

Fexinidazol

(NECT) 
Eflornitina/Nifurtimox

Suramina

Eflornitina

• Solo apto para primera etapa infección por T. b. rhodesiense
• Asociado con toxicidad
• Administración por vía intravenosa

• Solo apto para primera etapa infección por T. b. gambiense
• Asociado con toxicidad
• Tratamiento de 7 días
• Administración por vía intramuscular
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protección del parénquima cerebral frente a infecciones causadas por 

microorganismos, aunque al mismo tiempo, es un obstáculo para el 

transporte de fármacos, causando un fallo en el tratamiento de muchas 

enfermedades del SNC. Se ha visto que solo el 5% de todos los fármacos, 

son efectivos en el SNC, (Ghose et al., 1999). Incluso el 98% de las moléculas 

pequeñas son incapaces de atravesarla, como la histamina (100 Dalton) que 

es capaz de atravesar los capilares en todos los órganos del cuerpo excepto 

la espina dorsal y la BHE (Pardridge, 2005, 2006).  

 

Figura 9. Ilustración esquemática de la estructura de la unidad neurovascular y barrera 

hemato-encefálica. La unidad neurovascular está formada por varios tipos de células, 

incluidas células de músculo liso vascular, astrocitos y pericitos entre otros. Las células del 

musculo liso vascular que rodean los vasos sanguíneos juegan un papel importante en el 

control de los fluidos sanguíneos cerebrales, pero son reemplazadas gradualmente por 

pericitos a medida que los vasos se estrechan para formar capilares más pequeños. Estos 

capilares son los que se encuentran más próximos de los tejidos del parénquima cerebral. 

La barrera hemato-encefálica está 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 fármacos  

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

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

más usadas a través de la BHE para la administración de fármacos al SNC 

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

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

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

i) El transporte paracelular de moléculas es debido 

principalmente a la permeabilidad de la BHE bajo condiciones 

patológicas y aunque puede ofrecer una ventana para el 

liberación de fármacos, no es del todo fiable para una 

liberación de fármacos consistente(Smith et al., 2016). 

ii) La difusión pasiva de moléculas es un tipo de transporte que 

solo es factible para compuestos lipofílicos, que tengan un 

tamaño menor de 500 Da, menos de 9-10 puentes de 

hidrógeno y valores de log P (nivel de 

hidrofobicidad/hidrofilia) cercanos a 2 (Pajouhesh and Lenz, 

2005; Pardridge, 2003). 

iii) El transporte mediado por transportadores implica la unión 

de un soluto endógeno a una proteína transportadora en el 

lado luminal de la BHE, que produce un cambio 

conformacional en la proteína y da como resultado en el 

transporte del soluto al otro lado de la membrana. Esto puede 

ocurrir en la dirección del gradiente de concentración 

(transportadores de difusión facilitada) o en contra de la 

concentración del gradiente (transportadores activos) (Abbott 

et al., 2006). 

iv) La transcitosis mediada por receptores es un método de 

administración de fármacos que implica la captación 

endocitica de fármacos del tamaño 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 aplicó para el transporte de 

fármacos (Pardridge, 1999) pero actualmente está siendo más 
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explotado para el transporte  de nanopartículas a través de la 

BHE (Kreuter, 2001). La captación puede ocurrir debido a 

endocitosis mediada por clatrina o caveolin o 

alternativamente a través de otras vías incluyendo el proceso 

de internalización mediante de balsas lipídicas (Bareford and 

Swaan, 2007; Sahay et al., 2010) (Figura 10).  

v) La transcritosis mediada por absorción 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 electrostáticas, que favorecen la 

internalización 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 generación de carga 

cationicas superficiales en el fármaco o NP, o II) conjugar un 

fármaco o NP (normalmente de forma covalente) con una 

fracción cargada positivamente, como un péptido de 

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

 

Una de estas estrategias que más se está utilizando para atravesar la 

BHE y liberar fármacos en el SNC es la del uso de la ingeniería genética para 

generar proteínas de fusión recombinantes. De esta forma, el péptido 

terapéutico o el fármaco 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 fármaco puede pasar al SNC y ejercer su función  

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

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

la angiopepsina debido a que están altamente expresados en la superficie 

de las células endoteliales de la BHE (Paterson and Webster, 2016).  
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Figura 10. Estrategias de administración de fármacos del SNC no invasivas que 

aprovechan las vías endógenas a través de la BHE. (a) Transcitosis mediada por adsorción 

y (b) la transcitosis mediada por receptor. Las moléculas de fármacos y las nanopartículas 

pueden funcionalizarse específicamente para explotar estos mecanismos de transporte a 

través de la BHE.  

 

5. Nanotransportadores 

En los últimos años, la nanotecnología ha surgido como una nueva 

disciplina con gran potencial para el tratamiento de enfermedades muy 

diversas. La nanotecnología es la manipulación de la materia a escala 

nanométrica y sus aplicaciones son muy amplias en los distintos campos de 

la ciencia y la técnica. Concretamente, su aplicación a la medicina o 

“nanomedicina” es una de las que mayor desarrollo ha experimentado y 

específicamente la administración de fármacos mediante el empleo de 

nanotransportadores. Se han descrito multitud de sistemas que emplean 

diferentes formulaciones entre las que se incluyen: nanopartículas 

orgánicas poliméricas construidas en base a diferentes polímeros naturales 

y sintéticos; nanopartículas inorgánicas, liposomas construidos con 

moléculas anfifílicas, bioconjugados, dendrímeros, etc. Los fármacos se 

encapsulan en el interior de estos sistemas y son liberados en el sitio de 

acción. Esta formulación farmacéutica  presenta grandes ventajas frente a 

formulación tradicional, como son: i) disminución de los efectos 

secundarios y toxicidad sistémica de los fármacos; ii) disminución de la tasa 
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de degradación y eliminación del fármaco al estar protegido en el interior 

del nanosistema; iii) aumento de la biodistribución en fármacos poco 

solubles; iv) aumento de la eficacia al liberarse de forma concentrada en el 

sitio de acción; v) posibilidad de ser dirigido específicamente hacia una 

diana terapéutica empleando ligandos o anticuerpos conjugados en la 

superficie del nanotransportador (“active tárgeting”); vi) al cambiar la ruta 

de entrada al interior celular permiten vencer resistencias a fármacos 

asociadas a mutaciones en los transportadores de membrana que emplean 

algunos fármacos. 

Las peculiaridades de la BHE hacen de estos nanotransportadores 

unas herramientas muy prometedoras para tratar enfermedades 

neurológicas, 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 Dendrímeros 

Los dendrímeros son una familia especial de nanotransportadores 

poliméricos sintéticos, particularmente atractivos para la administración de 

fármacos. Gracias a su estructura bien definida con unidades ramificadas 

regularmente y abundantes terminales, ofrecen una cooperatividad 

multivalente única y una alta carga de fármacos, así como una fácil 

conjugación 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 

liberación de ARN de interferencia en el SNC (Liu et al., 2014). La carga 

eléctrica positiva a pH fisiológico que muestran los grupos de aminas 

terciarias ionizables de dichos dendrímeros podrían ser las responsables de 

su capacidad para atravesar la BHE. Además en general son dendrímeros 

anfipáticos altamente solubles en agua y pueden autoensamblarse para 

formar nanomicelas supramoleculares ionizables de tamaño 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 publicó que las especies de la familia Camelidae 

contenían una fracción de anticuerpos funcionales compuestos únicamente 

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 IgNAR 

(receptor de antígeno nuevo de inmunoglobulina) (Greenberg et al., 1995; 

Roux et al., 1998). 

Los HcAbs de camélidos son homodímeros donde cada unidad de 

monómero (cadena H) tiene un fragmento de unión al antígeno (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 H y 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 (Vu et 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 unión directa del dominio VHH-DJ maduro con la región 

bisagra seguida por la región cristalizable del fragmento (Fc). La secuencia 

del dominio CH1 está presente en el genoma de los camélidos, sin embargo, 

se elimina durante el procesamiento del ARN mensajero debido a una única 

mutación en el extremo 3' en el borde de CH1/intrón  (Conrath et al., 2003; 

Nguyen et al., 1999). 

Por lo tanto, la cadena H de los HcAbs está compuesta por 3 dominios 

globulares en lugar de cuatro: el VHH, una región bisagra y dos dominios 

constantes de Fc (CH2 y CH3) (Figura 11 a). Estos dominios Fc son 

altamente homólogos a los dominios Fc de los anticuerpos convencionales, 

aunque en los camélidos están codificados por diferentes conjuntos de 

genes (Nguyen et al., 1999) (Figura 11 b). La organización, 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 están compuestos por 

cuatro secuencias conservadas, las regiones marco, que rodean a tres 

regiones hipervariables, las regiones determinantes de la 

complementariedad (CDR). 

 

 
 

Figura 11: Representación esquemática 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 región Fc. En 

las IgG1, se conoce como scFV al fragmento más pequeño de unión al antígeno presente en 

la región VH-VL. El fragmento de unión al antígeno más pequeño y funcional de los 

a)

b)

Fab

Fab



I n t r o d u c c i ó n  | 53 

 

anticuerpos de dominio único HCAbs es el VHH, también conocido como nanoanticuerpo 

(Nb). (b) Se representa esquemáticamente la estructura y CDR de las secuencias de VH y 

VHH. Se indican los aminoácidos distintivos en el FR2 dentro del VHH, así como el enlace 

disulfuro inter-CDR que ocurre en el dromedario VHH (línea amarilla). Se muestra la 

estructura plegada del dominio VHH con su lámina de cuatro cadenas b (atrás) y la lámina 

de cinco cadenas b (al frente). También se indican los residuos de aminoácidos 

característicos de VHH en el FR2.  Imagen extraída de  (Muyldermans, 2013).  

 

Sin embargo, hay algunas diferencias claras en la alineación de las 

secuencias de aminoácidos de los dominios VH y VHH. Primero, CDR1 y 

CDR3 de VHH son más amplios que los de VH (Figura 11 b) (Conrath et al., 

2003). En segundo lugar, la secuencia VHH lleva sustituciones importantes 

de aminoácidos altamente conservados ubicados en la región marco-2 

(FR2), que en los anticuerpos convencionales interactúan con el dominio 

variable de la cadena ligera (Chothia et al., 1985). Los residuos hidrofóbicos 

Val42, Gly49, Leu50 y Trp52 en VH de anticuerpos convencionales son 

sustituidos en el VHH de anticuerpos monocatenarios por los residuos 

hidrofílicos Phe/Tyr42, Glu49, Arg/Cys50 y Leu/Gly52 (De Genst et al., 2006; 

Muyldermans et al., 1994) (Numeración del Sistema de información 

ImMunoGeneTics-IMGT http://www.imgt.org correspondiente a las 

posiciones 37, 44, 45 y 47 en numeración Kabat, 

http://www.kabatdatabase.com). La presencia de aminoácidos más 

hidrofílicos en VHH se explica por la ausencia de asociación 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). Además, 

los bucles de la región hipervariable del VHH son sustancialmente 

diferentes en conformación, longitud y repertorio, siendo un mecanismo en 

los HcAb para  compensar la ausencia de la diversificación 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 

unión a antígeno más pequeños que se conocen (2.5 nm de diámetro y 4 nm 

de longitud) (Figura 12 a). Su aislamiento ofrece la posibilidad de generar 

entidades de anticuerpos completamente activos, estables, solubles, 

específicos y de alta afinidad. 
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Mediante tecnología de ADN recombinante se pueden aislar los genes que 

codifican el repertorio de Nbs específicos de un antígeno. El método 

consiste en clonar, en vectores de presentación en fagos, el repertorio de 

Nbs producidos por linfocitos de sangre periférica tras la inmunización de 

un camélido con un antígeno determinado y seleccionar mediante cribado 

los Nbs que específicamente reconozcan a dicho antígeno (Arbabi 

Ghahroudi et al., 1997; Lauwereys et al., 1998). El protocolo optimizado es 

rápido y su producción es mucho más económica que la producción de 

anticuerpos monoclonales ya que se emplean sistemas de expresión 

bacterianos, fúngicos o vegetales. Los Nbs son muy estables y solubles, y se 

unen a su antígeno afín con alta afinidad y especificidad. No son 

inmunogénicos (Harmsen and De Haard, 2007) y además, se pueden 

humanizar (Vincke et al., 2009). 
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Objetivo 1. Búsqueda de nuevas moléculas con actividad 

tripanocida a partir de una colección de productos naturales de 

la Fundación MEDINA   

 

1.1 Obtención de los extractos microbianos 

Para el cribado primario, se partió de 2000 extractos microbianos, 

1040 de hongos y 960 de actinobacterias, procedentes de la colección de 

microorganismos de suelos y aguas de la Fundación Medina. Los extractos 

microbianos se obtuvieron a partir de cepas fúngicas y bacterianas 

cultivadas en diferentes condiciones nutricionales. Se realizó una selección 

de cepas que se cultivaron durante 7 y 14 días a 28 °C en el caso de 

actinobacterias y durante 21 y 28 días 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 × g durante 15 minutos, el 

sobrenadante se transfirió a tubos de vidrio de 16 mm (viales EPA) y se 

evaporó hasta que quedó a la mitad del volumen inicial. Finalmente se 

agregó DMSO (Sigma-Aldrich, D8418) a cada extracto a una concentración 

final del 20% de DMSO. De estos extractos crudos, 500 μL 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 

logarítmica, (105 células/mL), se realizaron diluciones seriadas hasta una 

concentración final de 5x 102 células/pocillo que fue la empleada para 

realizar los ensayos en placas de 384 pocillos y 1x103 células/pocillo para 

placas de 96 pocillos. Por otro lado, también se ensayaron diferentes 

diluciones seriadas de los extractos para determinar la concentración 

óptima a usar en los sucesivos experimentos, preparándose el extracto 

crudo en un 20% de DMSO y descartando las concentraciones citotóxicas. 

En este sentido, se eligió la dilución 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 

contenían 5 μL por pocillo de los extractos microbianos a ensayar  y 

controles, a los que se añadieron 45 μL por pocillo de un cultivo de T. brucei 

conteniendo 5×102 parásitos, incubándose durante 24 h a 37ºC con 5% de 

CO2 en un incubador. Se añadieron 10 μL 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 más. Por último, la fluorescencia se 

determinó a 550–590 nm. Como controles de crecimiento negativo y 

positivo se usaron pentamidina isocianato (Sigma-Aldrich, P0547) a 400 nM 

y dimetilsulfóxido (DMSO) al 0.0067% respectivamente. Para los ensayos en 

placas de 96 pocillos seguimos el mismo protocolo, pero se duplicó el 

volumen final de los reactivos y el número de parásitos. La citotoxicidad en 

la línea celular de hepatocarcinoma (HepG2) se evaluó utilizando el mismo 

protocolo y 1x 103 células por pocillo. 

 1.3 Análisis de datos. 

La toxicidad o actividad tanto de los extractos como de los 

compuestos puros se calculó utilizando el programa Genedata Screener 

(Genedata AG, Basilea, Suiza), y el porcentaje de inhibición de cada extracto 

(o compuesto) fue determinado como se describe en (Annang et al., 2015). 

Se consideró que un extracto tenía actividad cuando el porcentaje de 

inhibición del crecimiento fue superior al 60%. 

 

1.4 Cribado primario y curvas dosis-respuesta. 

Se seleccionaron como “Hits”, aquellos extractos que presentaban 

una inhibición del crecimiento mayor del 60%, confirmada mediante 3 

ensayos independientes. Las placas incluían el compuesto de referencia 

pentamidina como control. 

Con los extractos seleccionados se realizó un ensayo de dosis 

respuesta de 5 puntos, usando como primer punto la concentración inicial 

descrita previamente para cada ensayo (1/300), y los 4 puntos subsiguientes 

fueron diluciones seriadas dobles de cada punto. Los extractos que tuvieron 

una buena curva de dosis respuesta, se seleccionaron para la de-replicación 
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por espectrometría de masas y cromatografía liquida en tándem (LC-MS, 

del inglés Liquid chromatography and mass spectrometry). 

 

1.5 Cromatografía líquida y espectrometría de masas (LC-MS). Análisis de 

coincidencias en la base de datos de metabolitos secundarios conocidos 

(de-replicación).  

Se analizaron 2 μL 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 × 30 mm), mantenida a 40 °C y con un caudal de 300 μL/min. El 

disolvente A constaba de 10% de acetronitrilo y 90% de agua con 1,3 mM 

de ácido 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 ácido 

trifluoroacético y 1,3 mM de formiato de amonio. El gradiente comenzó en 

un 10% de B y pasó a 100% de B en 6 min, mantenido el 100% B durante 2 

min, y se volvió 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 elución se 

ionizó con la fuente estándar Agilent 1100 ESI ajustada a un flujo de secado 

de gas de 11 L/minuto a 325 °C y una presión de nebulizador de 40 psi. El 

voltaje capilar se ajustó 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 realizó un cotejo de la base de 

datos utilizando la aplicación de un programa desarrollado por la 

fundación Medina, en la que la detección de diodos de matriz, el tiempo de 

retención 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 fundación Medina. 

Los datos de metabolitos estándar se obtuvieron usando las mismas 

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

mediante bioensayo. 

Extractos que tenían el potencial de contener nuevos compuestos 

activos por LC-MS se volvieron a crecer en un volumen de 100 mL y se 

añadió a cada uno un volumen igual de acetona. El proceso se realizó en 

una columna SP207ss de flujo continuo siguiendo un procedimiento 

anteriormente descrito (Annang et al., 2015). A continuación, estas 

fracciones obtenidas se reconstituyeron en 30 μL de DMSO y 150 μL de agua 

Milli-Q para hacer una última solución al 20% de concentración 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 caracterización de la cepa productora 

El microorganismo productor CF-258252 se aisló de una muestra de 

suelo recolectada en Sabino Canyon, Coronado National Forest, Arizona 

(EE.UU.) por el método de pasteurización con etanol utilizando placas petri 

de 90 mm con medio PCA (Bills et al., 2004). En la colección de hongos de 

la Fundación MEDINA se mantienen cultivos madre congelados en glicerol 

al 10% (-80°C). Además, para estimar la posición filogenética aproximada 

de la cepa CF-258252, se extrajo ADN genómico de micelios cultivados en 

agar de extracto de malta-levadura. La extracción de ADN, la amplificación 

por PCR y la secuenciación del ADN se realizaron como se describió 

previamente por  (Gonzalez-Menendez et al., 2017). Se compararon las 

secuencias del espaciador de transcrito interno ITS1-5.8S-ITS2 completo y 

la región 28S inicial o ITS independiente y secuencias parciales de 28S rDNA 

con las secuencias depositadas en GenBank® o el NITE Biological Resource 

Center (http://www.nbrc.nite.go.jp/) utilizando la aplicación 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 mostró 

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 indicó que CF-

258252 puede clasificarse como Amesia sp. 

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

La fermentación de Amesia spp. CF-258252 se realizó mediante la 

inoculación de diez tapones de agar micelial en un matraz que contenía 

medio SMYA (sección M&M 3.5), 50 mL de medio en un recipiente de 250 

mL. El matraz Erlenmeyer se incubó 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 días, se utilizó una alícuota de 4.5 mL para inocular cada 

matraz con el medio de producción, medio sólido a base de arroz (BRFT)  

(sección M&M 3.5) (Peláez et al., 2000). Los 15 matraces se incubaron a 22 

°C con una humedad relativa del 80 % en condiciones estáticas durante 21 

días. 

1.9 Aislamiento de curvicollide D 

El caldo de fermentación se mezcló completamente con un volumen 

igual de acetona y se agitó durante 2 horas en un agitador Kühner. La 

biomasa se decantó y el contenido de acetona en el sobrenadante se redujo 

bajo una corriente de nitrógeno hasta que el volumen fue de 

aproximadamente 1L. Este extracto crudo de acetona se mezcló con agua en 

una proporción igual y se cargó en una columna que contenía resina 

SP207ss (65 g, 32 × 100 mm). Después de lavar la columna con 1 L de agua, 

la elución se realizó 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 más mediante HPLC de fase inversa semipreparativa (Zorbax 

SB-C8, 9,4 × 250 mm, 5 μm, 3,6 ml/min) utilizando H2O (disolvente A) y 

CH3CN (disolvente B). La elución se llevó a cabo en condiciones isocráticas 

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: sólido amorfo blanco. Datos de RMN de un protón y 13 

carbonos (Tabla 1), (+)-ESI-TOF m/z 450,3217 [M + NH4]+ (calcd para 

-H2O]+ (calcd para 

-2H2O]+ (calculado para 
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091, 7,6090, ppm) , y 887,5660 [2M+Na]+ (calcd para 
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Objetivo 2. Estudio del mecanismo de acción y efecto 

tripanocida en las formas sanguíneas de T. brucei de las 

moléculas identificadas en el cribado: Curvicollide D y 

chaetocina. 

 

2.1 Ensayos de toxicidad celular  

La susceptibilidad al curvicollide D y chaetocina se evaluó mediante 

resazurina de sodio como se describe anteriormente en la sección de M&M 

1.2. Se ensayaron las formas sanguíneas de tripanosoma a una densidad 

inicial de 1 x 104 parásitos/mL en placas de cultivo de 96 pocillos que 

contenían 100 µL de HMI-9 suplementado. Los parásitos se incubaron a 

diferentes concentraciones de curvicollide D y chaetocina durante 20h a 37 

°C y 5 % de CO2. A continuación, se añadieron 20 µL de resarzurina 0,5 mM 

(Sigma-Aldrich, R7017) a cada pocillo y las placas se incubaron durante 4h 

más. La reacción se detuvo agregando 50 µL de dodecilsulfato de sodio 

(SDS) (Sigma-Aldrich, 436143) al 3 % y luego se leyó en un lector Tecan 

Infinite F200 (Tecan Austria GmbH, Austria) usando una longitud de onda 

de excitación de 535 nm y una longitud de onda de emisión de 590 nm 

(Gould et al., 2008). Cada prueba se preparó por triplicado y se repitió seis 

veces. Los valores de concentración inhibitoria del 50% (IC50) se calcularon 

utilizando el software GraphPad Prism5 y se definieron como la 

concentración de fármaco necesaria para disminuir la intensidad de 

fluorescencia en un 50 %. 

 

2.2 Análisis del ciclo celular  

El contenido de ADN se evaluó mediante citometría de flujo con el 

citómetro 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 

solución salina de fosfato (PBS) conteniendo 44 mM NaCl, 57 mM K2HPO4, 

3 mM KH2PO4 y centrifugando a 1300 x g durante 10 minutos.  Después, el 

sedimento se resuspendió en 100 μL de PBS, se añadió 900 μL 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 contenía 
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yoduro de propidio (IP) (Sigma-Aldrich, P4864) a una concentración final 

de 40 μg/mL y 100 μg/mL de ribonucleasa A (Quiagen, 19101) y se 

incubaron a 37ºC durante 30 minutos. Se utilizó el programa FlowJo para 

realizar la estimación del número de células en las fases G1, S y G2/M del 

ciclo celular. El experimento se realizó en triplicado y se repitió al menos 3 

veces.  

 

2.3 Microscopía confocal 

El fenotipo morfológico y las diferentes fases del ciclo celular se 

analizaron mediante microscopía confocal de fluorescencia y óptica 

mediante contraste de interferencia diferencial, (DIC), del inglés 

“differential interference contrast”). Después de diferentes tiempos de 

tratamiento con curvicollide y chaetocina a su IC75, 1.5uM y 22nM 

respectivamente, los parásitos se fijaron en paraformaldehído (PFA) al 4% 

(Sigma-Aldrich, P6148). Luego se lavaron tres veces e incubaron durante 30 

minutos en cámara húmeda agregando 30 µL por muestra en portaobjetos 

recubiertos con poli-L-lisina (Thermo Fisher Scientific, J2800AMNZ). 

Finalmente, para el montaje de la muestra, se añadió medio Vectashield que 

contenía DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE. UU, H1200) y se 

cubrió con el cubreobjetos. La adquisición de imágenes se realizó con un 

microscopio confocal LSH710 (Zeiss) y las imágenes se analizaron con el 

programa ZEN blue (Zeiss). Para el recuento del número de núcleos (N) y 

kinetoplasto (K), se contaron doscientas células en cada punto de tiempos 

tratados con chaetocina.  

Para las inmnofluorescencias, las formas sanguíneas de T. brucei se 

fijaron en paraformaldehído (PFA) al 4 % (v/v) (Sigma-Aldrich, P6148) y se 

permeabilizaron con una solución que contenía 0,2 % de tritón X-100 

(Sigma-Aldrich, T8787) en PBS. Los tripanosomas fijados se trataron con el 

anticuerpo primario anti L1C6 de ratón (Devaux et al., 2007) o el anticuerpo 

de conejo H2A (Glover and Horn, 2012) en tampón de bloqueo que contenía 

albúmina de suero bovino al 1% (Sigma-Aldrich, A7906) durante 1 hora a 

temperatura ambiente. El anticuerpo BG4 (Hänsel-Hertsch et al., 2018) se 

incubó durante 1 hora a 37 o C, seguido de un anticuerpo secundario anti- 
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Flag. Luego, las muestras se lavaron y se incubaron con el anticuerpo de 

ratón anti IgG Alexa 488 (Invitrogen, A11001) o el anticuerpo de conejo IgG 

Alexa Fluor 555 (Invitrogen, A31572) en el mismo tampón de bloqueo. 

Finalmente, los tripanosomas se lavaron 3 veces y se pegaron en un 

portaobjetos con poli-L-lisina y se siguió el protocolo descrito 

anteriormente.  

 

2.4 Ensayo de endocitosis 

Se realizaron ensayos de toxicidad dependientes de temperatura en 

parásitos que estaban en fase de crecimiento logarítmica, 5×105 

parásitos/mL. Se trataron con chaetocina, 22 nM o con 30 nM de 

pentamidina como control, a 37°C y 4°C. Se cogieron muestras (5×105 

parásitos) 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 parásitos se 

resuspendieron en una solución de PBS/ioduro de propidio durante al 

menos 20 minutos a 37ºC. El análisis se llevó a cabo con un citómetro de 

flujo BD FACScanto II (BD Biosciences) y el programa FlowJo. El 

experimento se realizó por triplicado y se repitió tres veces. 

 

2.5 Purificación de ARN y transcripción inversa (RT) 

El ARN total de T. brucei se aisló siguiendo el protocolo TRIzol 

(Invitrogen, 15596). La transcripción inversa se realizó utilizando el kit de 

síntesis de ADNc RevertAid (Thermo Fisher Scientific, K1621) con 

oligonucleótidos hexámeros aleatorios. Las reacciones se incubaron 

inicialmente a 25°C durante 5 minutos y posteriormente a 42°C durante 1 

hora. Para detener la reacción, la mezcla se calentó a 70 °C durante 5 

minutos. 
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2.6 PCR cuantitativo (qPCR) 

El análisis de la transcripción de ARN se realizó mediante PCR 

cuantitativa (qPCR) a partir de transcripción inversa. La qPCR se realizó en 

el sistema 7500 Fast Real-Time PCR (Life Technologies) con SYBR Green 

(Thermo Fisher Scientific, 4309155).  La mezcla de reacción incluía 0,5 μM 

de cada oligonucleotido y posteriormente se le adicionó 200 ng de ADNc 

/μL. Las condiciones de amplificación fueron, 40 ciclos a 50°C, 2 minutos; 

95°C, 10 minutos; 95°C, 15 segundos; 60°C, 1 minuto. Las secuencias de los 

oligonucleótidos se describen en la sección M&M 2.12.1. Los niveles de 

transcritos se normalizaron frente al número de parásitos inicial y se 

representaron gráficamente como cambios relativos con respecto a las 

células no tratadas. El análisis de todas las muestras se realizó por 

triplicado. Se usaron actinomicina D (Sigma-Aldrich, A9415) y α-amanitina 

(Sigma-Aldrich, A2263) como controles positivos de inhibición de la 

transcripción de la ARN Polimerasa I y ARN Polimerasa II, 

respectivamente. Los oligonucleótidos que se utilizaron fueron los que se 

describen a continuación. 

 

2.7 Ensayo de desplazamiento del ADN 

El ensayo de desplazamiento de bromuro de etidio (BrEt) (Sigma-

Aldrich, E1510) con curvicollide D se llevó a cabo en placas de 96 pocillos 

de fondo plano (Thermo Fisher Scientific, 130188). Cada pocillo contenía: 

H2O MiliQ, 5 μM de bromuro de etidio, 1 μM de ADN de cadena doble 

(plásmido pMES4) y concentraciones crecientes de curvicollide D (10 μM, 

20 μM, 25 μM y 30 μM). La longitud de onda de excitación del bromuro de 

etidio es 510 nm y la de emisión 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 tenía 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 

calculó a partir de la intensidad de fluorescencia de emisión a 600 nm 

usando la siguiente ecuación siendo la unión de BrEt + DNA el 100% de 

fluorescencia. 
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%FID = (F1 x100) / F0 

F1= (BrEt+DNA+Ligand) – (BrEt +H20 MiliQ) – (Ligand+DNA) 

F0= (BrEt+DNA) – (BrEt +H20 MiliQ) 

 

2.8 Plegamiento de G4s 

Los oligonucleótidos con potenciales estructuras G4 en su secuencia 

se adquirieron de “Integrated DNA Technology” (IDT). Todos ellos se 

disolvieron en tampón G4s (10 mM de tampón fosfato potasico a pH 7,0 

[fosfato potásico dibásico (K2HPO4) 5,3 mM (P9666, Sigma Aldrich) y 

fosfato potásico monobásico (KH2PO4) 4,6 mM (P9791, Sigma Aldrich)] que 

contiene 100 mM de KCl (P3911, Sigma Aldrich)]. Posteriormente los 

oligonucleótidos 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 dicroísmo circular (CD, del inglés circular 

dichroism) se realizaron en el “Departamento de Química Física, 

Universidad de Granada” (Granada, España). Los espectros de CD se 

registraron a 25 °C en un espectropolarímetro CD JASCO 715 en 

condiciones de tampón G4s (fosfato de potasio 10 mM tampón que contiene 

KCl 100 mM a pH 7,0). La concentración del ADN de los G4 plegados 

previamente fue de 20 μM, y el compuesto de prueba se agregó a 50 μM, 

incubándose durante toda la noche antes de registrar el espectro. El rango 

de longitud de onda que se usó fue de 220-320 nm con una velocidad de 

escaneo de 100 nm/min. El tamaño de abertura de la cubeta fue de 0,1 cm y 

se obtuvieron tres espectros de acumulación promedio para cada medición. 

Los oligonucleótidos G4 utilizados en este estudio se describen en sección 

M&M 2.12.2. 

 

2.10 Espectroscopiá UV- visible 

Los experimentos de ultravioleta-visible (UV-vis) se realizaron en el 

“Departamento de Química Física, de la Universidad de Granada” 
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(Granada, España). Los espectros de absorción UV−visible se registraron en 

un espectofotómetro, Varian Cary 50, a 25 °C. La concentración del ADN 

G4 plegado fue de 5 μM en tampón G4s (tampón fosfato potásico 10 mM 

que contiene 100 mM de KCl a pH 7,0). El ADN se introdujo en la cubeta y 

se le fue añadiendo en cada medida, 1 μL de una solución concentrada de 

chaetocina (1 mM), con una jeringa Hamilton, que posteriormente se mezcló 

con una pipeta. Después de cada adición de chaetocina, se registró un 

espectro UV-vis. En total, se adicionaron 20 μL de chaetocina, con una 

relación final de 1:20 ADN G4: chaetocina. También se realizó un espectro 

UV-vis de concentraciones crecientes de chaetocina en buffer G4, así como 

un blanco, utilizando solo buffer G4. A cada espectro de titulación se le restó 

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 oligonucleótidos utilizados 

en este estudio son los mismos que los que se han usado en el apartado 

anterior para CD descritos en la sección M&M 2.12.2 

 

2.11 Ensayo de parada de PCR o PCR-stop 

El ensayo de parada de PCR se realizó como se describió 

anteriormente (Tawani et al., 2017), con algunas modificaciones. Se usaron 

oligonucleótidos que incluyen la secuencia del G4 a analizar y un 

oligonucleótido parcialmente complementario a cada uno de ellos, descritos 

en la sección M&M 2.12.3. La reacción de PCR se llevó a cabo en tampón de 

PCR, que contenía 800 nmol de cada par de oligonucleótidos, 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 amplificó en un 

Termociclador Veriti (Applied Biosystems) con las siguientes condiciones 

de ciclo: 95 ºC durante 15 minutos, seguido de 30 ciclos de 95 ºC 30 

segundos, 38 o 41 ºC durante 30 segundos, y 72 ºC durante 30 segundos. Los 

productos de PCR se visualizaron en gel de agarosa al 2% en TBE 1x (Tris 

base 100 mM, ácido bórico 100 mM (B6768, Sigma Aldrich), EDTA 2 mM) y 

se tiñeron con Gel Green (41005, Biotio). Las imágenes del gel se analizaron 

mediante ImageQuant LAS 4000. Se realizaron tres reacciones 

independientes por cada concentración.  
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2.12 Secuencias de Oligonucleotidos 

 

2.12.1 Oligunucleotidos para qPCR 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Secuencia de oligonucleotidos directa (5´ 3) Secuencia de oligonucleótidos reversa (5´ 3) 

(1)rDNAProm_938s: 

ATAAAAGGGAGTTATAGCGT  

rDNAProm_1048as: 

GTACAACACAATCCGTTAAG 

(2) rDNA pre 28Sa_up_136s: 

AAAGAGGCGGCGGATAGTG  

rDNA  pre 28Sa_up_52as: 

ACGAAAGAAGCACAAGCACATA 

(3) rDNASp 27s _27s: 

TATGTGTATGTGTGTTGTGTTA  

rDNASp108as_108as: 

ATGCAAAATAGGAGACTACA 

(4) ESProm_330s: 

GAGATTGTGAGGGTTAGGA  

ESProm_662as:  

CATCATCCTGCGTCGTTC 

(5) ES_6_F: GTACAAGCTACGAAAACGTG  ES_6_R: CCACTCCCACTGGAAACTTA 

(6)VSG221 Pre_221_F: 

GCAGGCAAGCATTACCAGAG 

VSG221 Pre_221_R: 

CTGTTCCGAATAGCGCGTC 

(7) SL_sp_1245s:  

CTTTGTTTCCCATAAGTCTAC  

SL_sp_1306As: 

AGACACTTGCCATATTTTACT 

(8) SL_spacer_644s:    

GCAGCAATAACAGCGAGCATAC  

SL_spacer_763As: 

GGACGGTTGAGCTGAGTGTAAT 
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2.12.2 Oligonucleotidos para Dicroismo circular 

 

 

2.12.3 Oligonucleotidos para PCR Stop 

 

 

 

 
 

 

G4 del sitio de expresión
activo 221

Secuencia G-cuádruplex 
(5´3´)

(A) G4_ES221_s(-35_+9) GGGGAGGTTATTACAGAAAT
CTCAGATATCAGACTCAAGGT
GTGG

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

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

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

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

GGCGCACAGAAGGATCTGAA
TTGGAAGG

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

GGATTCACGGCAATCTGGCAC
AAAGAATACAGCTGATATGG

(G) G4-Prom-Ribos_s (-5 a +40) GGCGTACGGAGCAGGACAGC
AACTGACCGCTCTCAGACCGA
TGG

(H) G4-Prom-Ribos_s (+125_ +167) GGTTTGCCGAATGGCTGTGG
GTATGACACTTCCTCAGTTAA
GG

Secuencia (5´ 3´) Secuencia (5´ 3´)

G4(A)_Ford:
TTACAGGGGAGGTTATTACAGAAATCTCA
GATATCAGACTCAAGGTGTGGTGCTCTT

G4(A)_Rev:
TTCTCGTCCACACCTTGAG

G4(A)_Mutan:
TTACAACTGATCTTATTACAGAAATCTCA
GATATCAGACTCAAGGTGTGGTGCTCTT

G4(A)_Rev:
TTCTCGTCCACACCTTGAG

G4(C)_Ford:
TCTTGCGGCTGAGTTTATTGGCAGATTTT
CTTAGTATAGGGATAATGGTGCTCTT

G4(C)_Rev:
TTCTCGTCCATTATCCCTATAC

G4(G)_Ford:
TTTGCGGCGTACGGAGCAGGACAGCAAC
TGACCGCTCTCAGACCGATGGTGCTCTT

G4(G)_Rev:
TTCTCGTCCATCGGTCTGAG

G4(H)_Ford:
TCAGTAGGTTTGCCGAATGGCTGTGGGTA
TGACACTTCCTCAGTTAAGGTGCTCTT

G4(H)_Rev:
TTCTCGTCCTTAACTGAGGAAG
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Objetivo 3. Desarrollo de un transportador de fármacos guiado 

por nanoanticuerpos capaz de atravesar la barrera hemato-

encefálica y tratar la fase neurológica de la enfermedad del 

sueño. 

 

3.1. Selección del antígeno de interés 

 Seleccionamos la proteína ISG75 de T. b. brucei (ABB22160.1) como 

antígeno de interés para obtener nanoanticuerpos. La proteína ISG75 tiene 

un tamaño de 523 aminoácidos de los cuales seleccionamos una región de 

177 aminoácidos (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 Extracción de ADN genómico de T. brucei. 

 A partir de 2x107 parásitos se extrajo el ADN genómico 

centrifugando a 1300 x g durante 10 minutos a 4ºC. Los parásitos se lavaron 

con PBS estéril y se resuspendieron en 70 µL de tampón A (10 mM Tris, 10 

mM E.D.T.A., 10 mM E.G.T.A.), 80 µL de tampón B (10 mM Tris, 10 mM 

E.D.T.A., 10 mM E.G.T.A., 2% S.D.S.) y 40 µL de NaCl 5M. Se dejó incubar 

durante toda la noche a 4ºC. La solución se centrifugó durante 10 minutos 

a 11300 x g y 4ºC y el sobrenadante se transfirió a un tuvo nuevo de 1,5 m. 

Se realizaron tres extracciones con fenol: cloroformo: alcohol isoamílico 

(25:24:1) (Sigma-Aldrich, C0549-1PT) seguido de un última extracción con 

cloroformo: alcohol isoamílico (24:1) (Sigma-Aldrich, P3803). Finalmente, el 

ADN se precipitó añadiendo el doble del volumen de la fase acuosa de 

etanol absoluto frío (-20ºC) e incubando durante 2 horas a -20ºC. 

Posteriormente se centrifugó a 11300 x g durante 5 minutos a 4ºC y se 

eliminó el sobrenadante cuidadosamente. Se añadió 1 mL de etanol al 70 % 

y el tubo se volvió a centrifugar. Finalmente, se eliminó el sobrenadante y 

el precipitado se dejó secar a temperatura ambiente durante unos 30 

minutos. El ADN se resuspendió en H2O con RNase A (17,500U) (Quiagen, 

50919101), se incubó durante 1 hora a 37ºC y se guardó a 4ºC. 
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3.1.2 Amplificación por PCR de la secuencia de ADN seleccionada como antígeno. 

Para la amplificación por PCR del fragmento de ADN deseado, se 

utilizó 1 µg de ADN genómico, 0,5 µL la ADN polimerasa “Phusion High-

Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scietific, F530L) para un volumen 

final de 50 µL y 10 µL del buffer 5x. También se añadió 1 µL de una mezcla 

de dNTPs (Biolabs N0440S – N0443S) y 2,5 µL de cada oligonucleótido a 10 

µM: Forward_ISG75: 5´- GAA 

GAATTCAGAGTCTCTTGCACAGCATGAG- 3´; Reverse _ISG75: 5´- GCG 

GCGGCCGCTTACCAGCCACT CTTGGCCTC – 3´. Estos oligonucleotidos 

contenían la secuencia del sitio de corte para las enzimas Eco RI-HF 

(R3101S) y NotI-HF (R3189S) (New England Biolabs), para su posterior 

clonación en el vector de expresión. El programa para la amplificación por 

PCR fue: 98ºC durante 30 segundos; 30 ciclos (98ºC, 10 segundos; 60ºC, 

20segundos y 72ºC, 20 segundos) y la fase de extensión final a 72ºC durante 

10 minutos. El ADN obtenido se limpió con el kit “GenElute PCR Clean-Up 

Kit” (Sigma-Aldrich- NA1020) y su pureza y concentración se cuantificó en 

un espectofotómetro NanoDrop 2000 / 2000c (ThermoFisher Scientific) a 

partir de 1 µL de muestra. 

 

3.1.3 Clonación del antígeno en un vector de expresión.  

El vector empleado fue pGEX-4T1 Parallel 3, que contiene una 

secuencia de  “glutatione S-transferase” (GST), que se expresa como 

proteína de fusión junto a nuestra proteína de interés. Entre la secuencia 

GST y nuestra proteína hay una secuencia de corte para la proteasa TEV 

(Sigma-Aldrich, T4455-1KU), que se usó para cortar y separar el fragmento 

GST de nuestra proteína en el último paso de purificación. 

El fragmento de la proteína 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-seqs.txt ), 

se digirieron con las enzimas de restricción EcoRI-HF y NotI-HF. La 

digestión se cargó en un gel de agarosa al 1%. El ADN correspondientes al 

inserto y vector se purificó 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
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“NucleoSpin Gel and PCR Cleanup” (Sigma-Aldrich, NA1020-1KT). La 

cantidad de ADN obtenida se cuantificó en NanoDrop. 

Para la ligación se utilizó una relación de concentración (3:1) inserto: 

vector. La ligación se transformó en bacterias E. coli DH5-α termo-

competentes y se incubaron durante toda la noche a 37ºC en placas petri con 

medio Luria-Bertani (LB)-Agar y (100μg/mL) ampicilina (Sigma-Aldrich, 

A9518-5). Se analizaron 10 colonias por PCR usando 1μl de la colonia 

diluida 1/10 en PBS. Seleccionamos 3 colonias de las que se extrajo los ADN 

plasmídicos con el kit “E.Z.N.A. Plasmid Mini Kit II” (Omega Bio-tek, 

D6945-02) y se secuenciaron utilizando el oligonucleótido Fordward_pGEX 

4T1 5´- CGT TTG GTG GTG GCG ACC ATC-3´. El análisis de la 

secuenciación se realizó utilizando el programa “Vector NTI Advance” 

(Invitrogen). 

 

3.1.4 Expresión del antígeno, fragmento de la proteína ISG75. 

La expresión del antígeno se realizó en bacterias E. coli DH5-α. A 1L 

de medio LB/ampicilina (100μg/mL) se añadieron 3mL del precultivo 

crecido la noche anterior. Se incubó a 37ºC en agitación (220 rpm) durante 

2-3 horas hasta que la densidad óptica (DO) medida a 600 nm alcanzó la 

fase exponencial ~ 0,8. Después, se añadió isopropil-β-D-1-

tiogalactopiranósido, IPTG (Apolloscientific, BIMB1008) a una 

concentración final de 0,5mM, para inducir la expresión de la proteína 

durante 3 horas a 37ºC en agitación (220 rpm). Posteriormente, se centrifugó 

a 4000 x g durante 10 minutos a 4ºC 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 

concentración final de 0,2mM. Las bacterias se rompieron por sonicación 

durante 5 minutos en ciclos de 30 segundos y se centrifugaron a 11000 x g 

durante 10 minutos a 4ºC, quedándonos finalmente con el sobrenadante que 

contiene la proteína de interés. Esta muestra se dializó durante toda la 

noche a 4ºC en el buffer de diálisis (25m M Tris-HCl, 150 mM NaCl).  
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3.1.5 Purificación del antígeno, fragmento de la proteína ISG75. 

Para la purificación del antígeno fusionado a GST, se utilizó una 

columna de Glutathione sepharose 4B de 1 ml. El primer paso fue equilibrar 

la columna con el mismo buffer de diálisis (25m M Tris-HCl, 150 mM NaCl, 

pH 8.0). Posteriormente se hizo pasar por la columna la muestra 

conteniendo la proteína de interés, a una velocidad de 0,3 mL por minuto. 

La columna se volvió a lavar con 5 volúmenes del buffer de diálisis y 

posteriormente se adicionó la proteasa TEV, 10000 unidades por cada 

100mg de proteína a digerir, incubándose la columna en un agitador 

durante toda la noche (≈16 horas) a 4ºC. 

La muestra se dejó eluir por gravedad y se recogieron las 5 primeras 

fracciones de 1mL con la proteína.  Para la cuantificación de la cantidad de 

proteína de cada fracción se utilizó “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 espectofotómetro (Infinite M200PRO).  Las fracciones con mayor 

concentración de proteínas se dializaron en PBS durante toda la noche a 4ºC 

en membranas de diálisis de 3,5kD (Thermo Fisher Scientific; 66330). 

 

 

3.2 Construcción de una librería de nanoanticuerpos frente a ISG75 y 

biopanning. 

 

3.2.1 Inmunización y aislamiento de los linfocitos mediante centrifugación por 

gradiente de densidad. 

La inmunización se realizó en seis inyecciones de 0,1 mg de antígeno 

a un camello a intervalos semanales. El suero del camello se recogió antes y 

después de la inmunización completa para verificar la respuesta 

inmunitaria contra el inmunógeno. Cuarenta y cinco días después de la 

primera inyección, se recogieron 50 mL de sangre periférica del camello.  

La sangre periférica se diluyó en ¼ en PBS estéril y se aislaron las 

células mononucleares de sangre periférica (PMBC, del inglés “peripheral 

blood mononuclear cells”) mediante centrifugación 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 recogió y se lavó dos veces con PBS para eliminar las 

plaquetas. 

 

3.2.2 Construcción de una librería de anticuerpos de cadena pesada única (VHH). 

Para la construcción de la librería de nanoanticuerpos frente a ISG75 se 

siguió el protocolo descrito por (Romão et al., 2018). 

 Extracción de ARN y retrotranscripción. 

El ARN total de 107 PBMC se extrajo utilizando el reactivo TRIZOL 

(Invitrogen) de acuerdo con las especificaciones de fabricación. La primera 

cadena de ADNc se sintetizó a partir de 40 µg de RNA total utilizando el 

kit, “RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit” (Thermo-Fisher Scientific, 

K1622) y el oligonucleotido Oligo-(DT). Los parámetros para la 

transcripción reversa fueron: 1 ciclo a 42°C durante 60 minutos y 1 ciclo a 

70°C durante 20 minutos. 

 

 Amplificación 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; 

CALL001 (5'-GTC CTG GCT GCT CTT CTA CAA GG-3') y CALL002 (5'-

GGT ACG TGC TGT TGA ACT GTT CC-3'). La reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) se realizó con la ADN polimerasa Hot Start Taq (5U/mL, 

Roche) y los parámetros de PCR fueron: 95ºC, 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 extensión de 72ºC, 10minutos. El 

producto de PCR se purificó y utilizó como molde en una segunda PCR. 

Para amplificar las secuencias VHH se utilizaron los oligonucleótidos 

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 



M a t e r i a l e s  y  M é t o d o s  | 77 

 

extremos. Los parámetros de amplificación fueron: 95ºC, 7min, 18 ciclos 

(94°C, 45 segundos; 55°C, 45 segundos; 72°C, 45 segundos) y 72ºC, 10min. 

 

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

Un total de 100 µg de los fragmentos de PCR amplificados que contenían 

el repertorio de Nbs y 60 µg 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 ligación se transformó por electroporación en células E. 

coli TG1. Para conocer el tamaño de nuestra librería, se realizaron diluciones 

seriadas de 10 veces de las células transformadas originales y se sembraron 

100 µL de las diluciones 10-3, 10-4 y 10-5 en placas de LB agar/ ampicilina 100 

µg/ml/ 20%glucosa.  

 

3.2.3 Selección de los Nb con mayor afinidad por el antígeno de una librería de 

expresión en fagos.  

 Preparación de fagos. 

Las células E. coli TG1 transformadas, se infectaron con fagos M13K07 

(Thermo-Fisher Scientific, 18311019) con el objetivo de tener la librería de 

Nb clonada en fagos.  

Las bacterias E. coli TG1 infectadas que contenían la librería se crecieron 

hasta alcanzar un crecimiento en fase logarítmica. Posteriormente, las 

bacterias se infectaron con un exceso de fagos M13K07. Después de la 

incubación durante toda la noche, se aislaron las partículas fágicas del 

sobrenadante mediante precipitación con polietilenglicol (PEG8000) (Acros 

Organic, 418050010). Estos fagos se nombraron como “fagos de la ronda 

cero”.  
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 Panning, amplificación de los fagos eluidos e infección de células 

E. coli TG1. 

 

El cribado frente al antígeno se realizó en placas de ELISA de 96 pocillos 

“Nunc MaxiSorp®” (Sigma-Aldrich, M9410) empleando 5 µg del antígeno 

por pocillo. Después de bloquear con leche en polvo al 2% en PBS durante 

2 horas a temperatura ambiente, se añadieron 1011 partículas de fago de la 

ronda 0 y se incubaron durante 30 minutos. Después de la unión, los fagos 

específicos del antígeno se eluyeron a pH básico y se neutralizaron con Tris 

HCl 1,0 M (pH 11). Los fagos eluidos del pocillo con el antígeno, se 

identificaron como “fagos de la primera ronda de cribado”. Este mismo 

proceso se siguió para las sucesivas rondas de cribado.  Los fagos de cada 

ronda se amplificaron para usarlos en las siguientes rondas de cribado  

 

 

 ELISA de extracto periplásmico (ELISA-PE) de colonias 

individuales.  

 

De cada ronda de cribado, se usaron las células infectadas con diluciones 

de fago de 10-3 a 10-7 para identificar a los Nbs con alta afinidad. Los 

candidatos se crecieron los candidatos en medio 2XTY/ampicilina 

100µg/ml/ 1%glucosa a 37ºC hasta alcanzar una DO600 ≈1 y se indujeron 

con 1mM de IPTG. Posteriormente se centrifugó a 3000 x g durante 20 

minutos y se resuspendieron en PBS.  Para la ELISA se emplearon 0.2 µg 

del antígeno/pocillo en “buffer de unión” (buffer 0.1M NaHCO3 pH 8). La 

detección de Nbs específicos de antígenos solubles en el PE se realizó con el 

anticuerpo monoclonal de ratón anti-hemaglutinina (HA) (Biolegend, 

purified anti HA.11 Epitope Tag Antibody) diluido 1/2000 en 2% de leche 

en PBS durante 1 hora. Se lavó con PBST se y se añadió anticuerpo 

secundario anti-ratón conjugado con peroxidasa de rábano picante (HRP) 

en las mismas condiciones que el anticuerpo anterior (Promega, W402B). El 

revelado de la ELISA se realizó mediante la adición de ABTS (2,2'-azino-di-

(3-etilbenzotiazolina- solución de sustrato de 6-sulfonato))/H2O2 de HRP 

(Roche ABTS tablets, REF 11112422001) (100 µl/pocillo) a 405 nm en el 

espectofotómetro (Infinite M200PRO). 
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 ELISA de fagos de los clones positivos en la Elisa de extracto 

periplásmico.  

 

Los clones positivos en el ELISA-PE se crecieron en una placa de 96 

pocillos y se añadieron 2x109 fagos auxiliares M13K07 a cada pocillo para 

infectar las células y se incubaron toda la noche. El sobrenadante con las 

partículas de fagos se analizaron mediante ELISA. Para la detección de 

partículas de fago unidas al antígeno se utilizó un  anticuerpo monoclonal 

de ratón conjugado con HRP anti-fago (M13). Para el revelado de la placa 

de ELISA se utilizó ABTS como en el apartado anterior.   

 

 Secuenciación. 

Los Nbs con mayor afinidad se secuenciaron usando el oligonucleótido 

MP57  (TTATGCTTCCGGCTCGTATG). El análisis de las secuencias se 

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

 

3.2.4  Expresión y purificación del Nb1_ISG75 en E. coli. 

 La expresión y purificación de Nbs se realizó siguiendo el protocolo 

establecido (Vincke et al., 2012) que empla la cepa de  E. coli WK6.  

En 1 L de medio TB/ampicilina/glucosa se adicionaron 3mL del 

precultivo en células WK6 crecido la noche anterior. Se incubó a 37ºC en 

agitación (220 rpm) hasta que la densidad óptica medida a OD600nm 

alcanzó la fase exponencial ~ 0,8. Después, se añadió IPTG 1 mM para 

inducir la expresión de los Nbs.  Posteriormente, se centrifugó a 4ºC durante 

8 minutos a 9000 x g en la centrifuga “Sorvall RC6 Plus superspeed 

centrifuge”. Se descartó el sobrenadante y los 4 pelets se resuspendieron en 

un total de 12 mL de buffer TES y se incubaron a 4ºC durante 3 horas. 

Posteriormente, se agregó 24 mL de TES/4 y para crear un choque osmótico 

y se incubaron durante toda la noche a 4°C en un agitador (200 rpm).  Al 

día siguiente se añadió MgCL2 a una concentración final de 10 mM en los 

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

El sobrenadante, que contenía los Nbs, se equilibró con el buffer de 

unión (20mM tampón fosfato, 0.5M NaCl, 30mM imidazol pH 7.4)  y se 

purificó mediante cromatografía líquida rápida de proteínas (FPLC) usando 
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el sistema de purificación de proteínas ÄKTATM  (GE Healthcare Life 

Sciences) (Gotesman et al., 2022),  con las columnas (His-TrapTM HP de 1 

ml). La concentración de proteína se cuantificó mediante el método de 

Bradford como se comentó en la sección de M&M 3.1.5.  

 

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

 

3.3.1  Ensayo de inmunoadsorción mediante ELISA del Nb1_ISG75 frente al 

antígeno. 

El fragmento de la proteína ISG75 utilizado para la inmunización se 

utilizó como antígeno en la ELISA. En una placa de ELISA de 96 pocillos se 

pusieron 0,2 ng/µL del antígeno por pocillo en tampón de unión (NaHCO3 

0.1 M, pH 8). Al día siguiente se realizó 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 añadió Nb diluido en PBS al 2% de leche (p/v), haciendo una 

dilución seriada 1/3 comenzando en una concentración de Nb de 0.3 

μg/pocillo. Tras incubar a temperatura ambiente durante 1 hora y lavar los 

pocillos 5 veces con PBST, se añadió el anticuerpo de ratón anti-HA IgG 

(1/2000), en PBS al 2% (p/v) de leche y se incubó durante 1 hora a 

temperatura ambiente. A continuación, se volvió a lavar con PBST y se 

añadió el anticuerpo secundario de ratón, α-IgG-HRP, diluido 1:2500 en una 

solución de PBS al 2% (p/v) de leche. Tras incubar a temperatura ambiente, 

durante 1 hora y lavar de nuevo con PBST, se añadió el sustrato para la 

HRP, el ABTS y se reveló como se describe en la sección M&M 3.2.3. 

3.3.2  Inmunofluorescencia mediante microscopía confocal. 

Los tripanosomas utilizados para este tipo de ensayo fueron la forma 

sanguínea de T. b. 221. Partimos de 3 x106 parásitos por tratamiento y tras 

lavar con PBS a 1300 x g, se añadió PBS con glucosa al 1% (500 µL). Se 

incubaron durante 10 minutos a 4ºC, se añadió el Nb1_ISG 75 (2 µg/ por 106 

de parásitos) y se dejó incubando durante 30 minutos. A continuación, se 

lavó como anteriormente se describe y se añadió el mismo volumen de PFA 

al 4% durante al menos 20 minutos.  Las muestras se lavaron 2 veces más y 

al pellet se le añadió el anticuerpo monoclonal de ratón anti-HA IgG (1:500), 

diluido en PBS con 1% de BSA. Se incubó durante 1 hora a temperatura 
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ambiente y, tras lavar dos veces, se añadió el anticuerpo anti IgG Alexa 488 

(Invitrogen, A11001) de ratón diluido en PBS al 1% de BSA. Posteriormente, 

se lavó de nuevo con PBS centrifugando a 1300 x g durante 10 minutos y el 

sedimento celular se resuspendió en 30 µL de PBS y todo el volumen 

depositó en un portaobjetos que se incubó en una cámara húmeda durante 

30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se añadieron 4 µL de medio 

Vectashield que contenía DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE. 

UU, H1200) y se cubrió con un cubreobjetos. La adquisición de imágenes se 

realizó con un microscopio confocal LSH710 (Zeiss) y las imágenes se 

analizaron con el programa ZEN blue (Zeiss). 

 

3.3.3  Western-blot de extractos del parásito. 

Para el western-blot a partir de extractos de tripanosoma se realizó 

una electroforesis en gel de poliacrilamida y para la transferencia, se empleó 

un módulo de Western-blot (BioRAD mini protean II cell). Las proteínas 

presentes en el gel se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Pall 

Corporation, 66485) equilibrada en tampón de transferencia 1 hora a 300 

mA. La membrana se bloqueó con leche en polvo al 5% (p/v) en PBST 

durante 1 hora a temperatura ambiente en agitación. Posteriormente se 

incubó durante toda la noche a 4ºC en agitación a una dilución 1/2000 del 

Nb1_ISG75 en el tampón de bloqueo. Posteriormente, se lavó con PBST y se 

incubó durante al menos 1 hora a temperatura ambiente y agitación suave 

con el anticuerpo anti Hemaglutinina IgG (ratón anti-HA IgG) (1/2000) 

(Biolegend, Purified anti HA.11 Epitope Tag Antibody), en tampón de 

bloqueo. Finalmente, se lavó y se incubó con el anticuerpo de ratón, α-IgG-

HRP (1:2500) (Promega, W402B) durante 1 hora a temperatura ambiente.  El 

western se reveló con la solución de revelado de Western blot (BIO-RAD, 

170-5060) y se visualizó en el equipo de detección de imágenes, ImageQuant 

LAS4000. 
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3.4. Adición del ligando del receptor de la transferrina (Tf-RL) al NbISG75.  

Los oligonucleótidos utilizados para la amplificación por PCR del 

fragmento de ADN correspondiente al Nb1_ISG75 y la adición del ligando 

del receptor de la transferrina fueron: 

Sap_F Univ TfRL-Gly–Nb 5´-3´ CTTG GCTCTTC T 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 reacción se llevó a cabo usado 0,5 µL de la ADN polimerasa 

“Phusion High-Fidelity DNA Polymerase y 7,5 µg de ADN. Los ciclos de 

PCR fueron 98ºC, 30 segundos y 35 ciclos a (98ºC, 10 segundos; 56ºC, 

30segundos; 72ºC, 15 segundos) y un último ciclo de 72ºC, 10minutos.  El 

fragmento obtenido se limpió con el kit “Gen Elute PCR clean-up” (Sigma-

Aldrich) y se digirío con la enzima SapI.  La ligación se realizó con la ADN 

ligasa T4.  

El producto de la ligación transformó en células bacterianas E.coli 

WK6. El proceso de expresión y purificación del NbISG75-TFRL se realizó 

como se comenta en el la sección 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 H2O hasta 1 L. 

Medio BRFT: (Para 500 mL: 40 g/L de arroz integral y 80 mL/L de una 

solución de extracto de levadura 1 g/L, tartrato de sodio 0,5 g/L y KH2PO4, 

0,5 g/L por frasco 

Medio TB: 2.3 g/L KH2PO4, 16.4 g/L K2HPO4 3H2O, 12 g/L triptona, 24 g/L 

de extracto de levadura. Mezclar y disolver en H2O destilada hasta un 

volumen final de 996 mL y posteriormente añadir 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 H2O 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 H2O 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 H2O 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 H2O destilada hasta 1 L, se guarda a 4ºC. 

TES/4 buffer: Diluir 250 mL de TES buffer en 750 mL de H2O destilada, se 

guarda a 4ºC. 

 

Tampón de carga 2x: 100 mM Tris-HCl pH 6,8, 4% SDS, 0,2% de azul de 

bromofenol, 20% de glicerol, 200 mM DTT (Ditiotreitol) o ß-mercaptoetanol.  

Tampón 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 H2O Destilada. 

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

metanol, hasta completar 1L con H2O. 

Solución de tinción azul Coomassie: 25% de metanol, 10% de ácido acético 

glacial y 0,1% de azul coomassie, completar con H2O destilada hasta 1 L. 

Solución de destinción coomassie: 25% de metanol, 10% de ácido acético 

glacial completar con H2O destilada hasta 1 L.  

 

3.6 Generación del nanosistema completo cargado con pentamidina y 

recubierto con Nb.  

 

 Formulación del nanosistema 

En esta formulación el dendrímero que usamos fue el DDC18-8TA. Este 

dendrímero DDC18-8TA consta de una larga cadena de alquilo como 

componente hidrofóbico y un pequeño dendrón de poli (amidoamina) 

(PAMAM) que lleva terminales de amina terciaria ionizable como entidad 

hidrofílica. El valor de la concentración micelar crítica (CMC) del 

dendrímero DDC18-8TA es de alrededor de 17 μM y 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 ratón (L929), las células 

renales caninas de Madin-Darby (MDCK) y los glóbulos rojos de ratón 

(RBC) (Dhumal et al., 2021). 

 

 Pentamidina 

Para la obtención del nanosistema utilizamos la forma de pentamidina 

base, que es de naturaleza hidrófoba y adecuada para la encapsulación en 

la cavidad hidrófoba de las nanomicelas de dendrimero. La pentamidina 

base se preparó precipitando pentamidina isotianato en una solución de 

hidróxido de amonio (Peretti et al., 2018). 

 

 Nanosistema 1, DDC18-8TA + Pentamidina  

Se usó el método, “film dispersion“para encapsular la pentamidina en 

las nanomicelas de dendrímero 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 hidrófoba (1,0 mg/ml) así como de 

dendrímero (1,0 mg/ml) en metanol. Se mezclaron pentamidina y 

dendrímero entre sí en una proporción de 0,4:1,0 p/p respectivamente, 

luego se evaporó el solvente de metanol usando un evaporador rotatorio al 

vacío para formar una película seca. La película seca se hidrató con tampón 

PBS durante 5 minutos bajo agitación constante. La pentamidina no 

encapsulada se separó por filtración a través de una membrana de 

policarbonato de 0,45 μm (Millipore Co.) y los productos se liofilizaron 

posteriormente. La cantidad de fármaco encapsulado en las micelas se 

midió mediante HPLC. La eficiencia de encapsulación y la carga de fármaco 

se calcularon de la siguiente manera: 

Carga de fármaco (%): Wt/Ws x 100 

 (%EE) eficiencia de encapsulación (%): Wt/Wo × 100 

Wt representa la cantidad de fármaco antibiótico que se cargó en las 

nanopartículas; Wo representa la cantidad inicial de fármaco suministrado; 

Ws representa la cantidad de nanopartículas después de la liofilización. 
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%EE para pentamidina fue > 92% 

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

 

 Nanosistema 2 y 3, DDC18-8TA + Nb1_ISG75/ Nb1_ISG75-TfRL + 

Pentamidina 

Se usó el método “film dispersion” para encapsular la pentamidina en 

las nanomicelas de dendrimero autoensamblables como se mencionó 

anteriormente. Se prepararon soluciones madre de pentamidina 

hidrofóbica (1,0 mg/ml), solución madre de DDC18-8TA-PEG24 (1,0 mg/ml) 

y dendrímero DDC18-8TA (1,0 mg/ml) en metanol. Los tres componentes 

se mezclaron entre sí en una proporción de 0,4:0,1:1,0 p/p/p 

respectivamente. Luego el solvente de metanol se evaporó usando una 

evaporación rotatoria con vacío para formar una película seca. Esta película 

se hidrató con una cantidad específica de tampón PBS pH 7,4 durante 5 

minutos en agitación constante para lograr una concentración de 

pentamidina de 0,2 mg/150 µl (para estudio in vivo). La pentamidina no 

encapsulada se separó por filtración a través de una membrana de 

policarbonato de 0,45 μm (Millipore Co.) y la eficiencia de encapsulación 

del fármaco se calculó como se mencionó anteriormente después del 

análisis por HPLC. Posteriormente, el nanosistema hidratado se hizo 

reaccionar con Nb1_ISG75 o Nb1_ISG75-TfRL para conjugarlo con las 

nanomicelas de dendrimero a través de la reacción de clic de tiol en tampón 

PBS pH 7.4 durante 2 horas. Posteriormente, el nanosistema se mantuvo a 4 

°C durante la noche y se congeló a -20 °C hasta su uso posterior. 

%EE para pentamidina en estos nanosistemas fue > 92% 

El potencial Z (ζ) se determinó 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 partículas en agua. 
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 DDC18-8TA+Nb1_ISG75/Nb1_ISG75-TfRL + Cy3 

Para encapsular el Cy3 también se usó el método de “film dispersion” 

en las nanomicelas de dendrimero autoensamblables como se mencionó 

anteriormente. Se prepararon soluciones madre de Cy3 (1,0 mg/mL), 

solución madre de DDC18-PEG24, para funcionalizar el anclaje para la 

conjugación de nanoanticuerpos (1,0 mg/mL) y dendrímero DDC18-8TA 

(1,0 mg/mL) en metanol.  

Los tres componentes se mezclaron entre sí en una proporción de 

0,033:0,1:1,0 p/p/p respectivamente, luego el solvente de metanol se evaporó 

usando evaporación rotatoria al vacío para formar una película seca. La 

película seca se hidrató con una cantidad específica de tampón PBS pH 7,4 

durante 5 min con agitación constante. Cy3 no encapsulado se separó por 

filtración a través de una membrana de policarbonato de 0,45 μm (Millipore 

Co.) y la eficiencia de encapsulación de Cy3 se calculó como se mencionó 

anteriormente después del análisis espectroscópico de fluorescencia. 

Posteriormente, el nanosistema hidratado se hizo reaccionar con 

Nb1_ISG75 o Nb1_ISG75-TfRL para conjugarlo en nanomicelas de 

dendrimero a través de la reacción de clic de tiol en tampón 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% 

 

 

 

 

Experimento

(Primera fase)

Formulación
Nº de 

ratones
Pentamidina B Dendrimero C18-PEG24 Nb

Volumen total de la 

formulación (mL)

mg (0.2 mg/150 µL)

Condicones: 

5 dosis de 2.5 y 5 

mg/kg

2 ratones/grupo

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

B- Dendrimero + Nb1_ISG75 (vehicle) 2 0 20 2 2.25 4
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3.7 Ensayos de toxicidad celular en T. brucei y células eucariotas. 

Se realizaron como anteriormente se describe en la sección de M&M 

2.1 con ligeras modificaciones. El dendrímero cargado con pentamidina y 

recubierto con Nb1_ISG75 o Nb1_ISG75-TfRL se incubó durante 72 horas 

con tres cepas diferentes de T. brucei (Mitat 1.2, GVR35-VLS y Eatro 1125) y 

con 4 líneas celulares de mamífero (COLO, MA104, HaCat, HeLa).  

 

3.8 Afinidad del nanosistema por el parásito 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 6x106 tripanosomas por 

tratamiento. Se incubaron durante 5 minutos a 12ºC en PBS-2%glucosa para 

ralentizar la endocitosis. Posteriormente se les añadió 5µg/mL de Cy3 de 

cada tratamiento durante 10 minutos más. Los tripanosomas se fijaron 

añadiendo 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 cámara húmeda como se describe en la sección de 

M&M 3.2 o se hicieron pasar por un citómetro de flujo Attune (Thermo-

Fisher). 

 

3.9 Infección de ratones con tripanosomas e imágenes por 

bioluminiscencia.  

 

Formas sanguíneas de T. brucei pleomórficos GVR35-VSL2 se 

cultivaron en medio HMI-9 suplementado con 20% FBS, 1μg/mL de 

puromicina y 1% de metilcelulosa (McLatchie et al., 2013) a 37˚C y 5% de 

CO2.  

Los parásitos no se cultivaron durante más de tres pases ante de la 

infección del ratón, manteniéndose a <1 x 106 ml-1. Los ratones fueron 

adquiridos a Charles River (Reino Unido). Se mantuvieron bajo condiciones 

específicas libres de patógenos 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 vía 

intraperitoneal con 3x104 células de T. b. brucei GVR35-VSL2 (McLatchie et 

al., 2013).  

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

infección, se tomaron imágenes de los ratones para ver el grado de infección 

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-Nb1_ISG75 y dos ratones recibieron solo el 

dendrímero-Nb1_ISG75, sin pentamidina, como control.  

Para la toma de imágenes, se inyectó 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 oxígeno. Posteriormente los ratones se 

transfirieron al equipo IVIS Illumina y se tomaron imágenes usando el 

programa de imágenes in vivo 4.3. (Perkin Elmer). 

Los tiempos de exposición se determinaron automáticamente y 

variaron entre 0,5 segundo y 5 minutos dependiendo de la intensidad de 

señal. Después de la toma de imágenes, se dejó que los ratones se 

recuperaran y se transfirieron de nuevo a las jaulas.  

 

3.9.1 Declaración ética. 

Todo el trabajo con animales se realizó bajo la licencia 70/8207 del 

Ministerio del Interior de Reino Unido y fue aprobado por la Junta de 

Revisión Ética 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 

científicos). 

 

4. Técnicas generales 

4.1 Cultivo celular 

Las Formas sanguíneas 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 37ºC y 5% de CO2.  T. b Antat 1.1 se cultivó 

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 1μg/mL de puromicina a 37ºC y 5% de CO2 

Para los ensayos de citotoxicidad se emplearon células derivadas de 

hepatocarcinoma humano (HEP G2) que se cultivaron en medio mínimo 

esencial Dulbecco (DMEM, Sigma-Aldrich, Alemania) suplementado con 

iFBS al 10 %, L-glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM y aminoácidos no 

esenciales MEM 100 µM (ThermoFisher Scientific, 11140) e incubadas a 37ºC 

y 5% de CO2. Las células de riñón de mono verde africano (MA104), células 

de carcinoma escamosas de esófago humano (COLO-680N) (RRID: 

CVCL_1131) y células de cáncer de cuello de útero (HeLa) se cultivaron con 

medio mínimo esencial Eagle (EMEM) complementado con 5 % de FBS, 100 

U/mL de penicilina y 100 μg/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 Análisis estadísticos 

La significación estadística se evaluó mediante la prueba t de Student 

de dos colas y ANOVA de dos vías con Graphpad (Prism). Ambas pruebas 

sirven para comparar la varianza de dos (prueba t) o tres o más (ANOVA) 

poblaciones para determinar si son estadísticamente diferentes entre sí. 

Se analizaron muestras independientes y se comprobó la 

distribución normal para todas ellas empleando los test de Kosmogoros-

Smirnof, test de Agostinos o representación probabilística normal, según el 

tamaño muestral. Los valores representan la media ± desviación estándar. 

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 < 0,01 y 

***p < 0,001. 
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4.3 Software bioinformaticos 

 

 NCBI gene 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene. Es una herramienta que alberga 

información genómica de una gran cantidad de especies. Proporciona 

información sobre el genoma de referencia, mapas, rutas, variaciones 

fenotípicas etc.  

Dentro de ésta página podemos encontrar la herramienta BLAST, 

para comparar genes o proteínas de una gran cantidad de organismos. 

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

de homología de la proteína ISG75 a nivel de nucleótidos y aminoácidos en 

las diferentes subespecies de T. brucei.  

 

 OligoCal 

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

herramienta para estimar la temperatura de fusión de oligonucleótidos así 

como comprobar si existe autocomplementariedad de secuencias o 

formación de horquillas, dentro de la secuencia. 

 

 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 ligación típicas. Se utilizó para 

el cálculo de la cantidad de ADN óptima de inserto:vector en cada reacción 

de ligación realizada.  

 

 NEBcloner 

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

determinar la compatibilidad de la digestión con dos enzimas, así como la 

temperatura óptima de digestión y el buffer más adecuado. Se utilizó para 

la elección 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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 PROTTER 

http://wlab.ethz.ch/protter/start/. Es una herramienta de código abierto 

para la visualización de proteoformas y la integración interactiva de 

características de secuencias anotadas y predichas junto con la evidencia 

proteómica experimental. Se utilizó para determinar la conformación 

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

 

 Primer-BLAST 

 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/). Se utilizó para diseñar 

oligonucleotidos de PCR que son específicos para los fragmentos 

seleccionados. Es posible gracias al empleo de un algoritmo de alineación 

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 específicas.  

 

 Asignador QGRS 

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

se utilizó para analizar la distribución de secuencias G4 teóricos en 

determinadas secuencias del promotor del sitio de expresión y del locus 

ribosómico de T. brucei. Para esta búsqueda, se emplearon los siguientes 

ajustes: "Longitud máxima = 50 pb", "Mínimo Grupo G” = 2 pb”, “Tamaño 

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 expresión  

 

 

 

Vector de expresión 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 insertó 

aguas abajo del sitio de corte de la proteasa TEV y en fase con una secuencia “tag” de 

glutatión S-transferasa (GST) del vector. Esto permitió que la proteína fuera expresada 

como proteína recombinante con la secuencia GST. 

http://wolfson.huji.ac.il/expression/bac-vectors.html 

 

pGST-parallel 3
5039 bp

Glutatione S-transferase
(GST)

Sitio de clonación

Sitio de corte TEV
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Vector pMES4 para la construcción de una librería de nanobodies. Mapa de pMES4 y 

puntos de referencia de las secuencias (GenBank: GQ907248.1). promotor Lac UV5: bases 

143-198; RBS (sitio de unión al ribosoma): bases 211-215; pelB (péptido señal): bases 225-

290; Sitio de clonación múltiple (Pst I, Xba I, Bst EII): bases 305-325; His-tag (seis histidinas 

en tándem): 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. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OBJETIVOS 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 

En la presente tesis doctoral, nuestro objetivo general ha sido la 

búsqueda de nuevas terapias para el tratamiento de la tripanosomiasis 

africana. Para tal fin, se han identificado moléculas con actividad 

tripanocida a partir de una colección  de productos naturales y se ha 

generado un nanotransportador de fármacos eficaz en la fase hemolinfática 

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

 

OBJETIVO 1. Búsqueda de nuevas moléculas con actividad tripanocida a 

partir de una colección de productos naturales de la Fundación MEDINA. 

OBJETIVO 2. Estudio del mecanismo de acción y efecto tripanocida en las 

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

Curvicollide D y chaetocina. 

OBJETIVO 3. Desarrollo de un transportador de fármacos guiado por 

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

fase neurológica de la enfermedad. 
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OBJETIVO 1. Búsqueda de nuevas moléculas con actividad 

tripanocida a partir de una colección de productos naturales de 

la Fundación MEDINA. 

 

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

tripanocida. 

Para el cribado se empleó 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 homología en las regiones 

codificantes) y el nivel de seguridad biológica 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 dilución dada, inhibe más de 

un 60% el crecimiento celular.  

 

 

Figura 13. Representación del proceso general del cribado de extractos naturales hasta la 

identificación y purificación de las moléculas responsables de la actividad. 

 

Cribado primario y 
selección de los extractos 

con actividad

Confirmación mediante 
curva de dosis respuesta y 

LC-MS para identificar
moléculas conocidas

Refermentación y 
confirmación de la 

actividad mediante dosis
respuesta

Fraccionamiento de los 
extractos activos
mediante HPLC 
semipreparativo

Análisis de actividad 
biológica y mediante LC-
HRMS para confirmar las 
nuevas moléculas activas 

identificadas

Estudios de citotoxicidad 
en células HepG2 

Fermentación del cultivo a 
mayor escala

Fraccionamiento del 
extracto mediante 

cromatografía flash y 
HPLC preparativo

Identificación y  
aislamiento de las nuevas
moléculas y determinación 
de su potencia y toxicidad
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Del cribado inicial de 2000 extractos microbianos procedentes de la 

colección de la Fundación 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 volvió a ensayar otras dos veces 

para confirmar su actividad.  

   

 

 

Figura 14. Esquema del número de extractos microbianos con actividad tripanocida 

procedentes del cribado inicial.  

 

1.2 Selección de los extractos activos, re-fermentación 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 más de un 60% a una dilución 1/300. 

Mediante cromatografía liquida-espectrometría de masas (LC/MS) de baja 

resolución 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 fundación MEDINA cuya actividad 

Ensayo de validación + Cribado primario  → 
2.000 extractos / 1040 de hongos y 960 actinobacterias

254 Extractos activos

T. b sanguíneos (221)

(actividad > 60%)

151 Hongos 94 Actino

Cherry picking
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biológica previamente descrita podría 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 pequeña escala (100mL) (Figura 15 y 

Figura 16).  De las moléculas identificadas presentes la base de datos de la 

fundación MEDINA podemos destacar: brefeldin A, echinocandin B, 

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

 

 

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

respuesta. 

 

Después de la refermentación, se volvió 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 cromatografía líquida preparativa (HPLC).    

 

  

 

“Cherry picking” y realización de curvas de dosis respuesta: 245 

extractos seleccionados para confirmar la actividad mediante curvas 

de dosis respuesta 

Selección 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 

• 15 de hongos 

• 15 de actinobacterias 
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             Extractos de Hongos                      Extractos de Actinobacterias  

 
 

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 procedían de la 

fermentación de cepas de hongos y tenían los siguientes códigos:  

 

• CF-090145-a01-MR006-EC01: procedente de la cepa CF-090145 de 

Trichotecium roseum   

• CF-258252-a01-MR017-EC01: procedente de la cepa CF-258252 de 

Amesia sp. 

• CF-090067-a01-MR010-EC01: procedente de la cepa CF-090067 de  

Trichotecium sp.      

 

1.3 Fraccionamiento de los extractos y seguimiento de activos mediante 

correlación pico-actividad biológica. 

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 contenían la actividad tripanocida en cada 

extracto: 

Placa original Compuesto Comentarios de la 
curva

MCF-000168-A08 CF-018193-a01-MO002-EC01 No actividad

MCF-000166-F09 CF-090027-a01-MO007-EC01 + 221 

MCF-000168-C02 CF-090036-a01-MO001-EC01 ++ 221

MCF-000168-F10 CF-090057-a01-MO007-EC01 No actividad

MCF-000168-E03 CF-090067-a01-MO006-EC01 ++ 221

MCF-000169-A04 CF-090143-a01-MO002-EC01 ++ 221

MCF-000169-F11 CF-090145-a01-MO003-EC01 ++ 221

MCF-000194-F07 CF-223910-a01-MO012-EC01 No actividad

MCF-000193-F02 CF-223912-a01-MO011-EC01 No actividad

MCF-000193-C06 CF-223953-a01-MO010-EC01 No actividad

MCF-000165-D08 CF-258252-a01-MO013-EC01 ++ 221

MCF-000166-H02 CF-260332-a01-MO017-EC01 No actividad

MCF-000167-A08 CF-262287-a01-MO015-EC01 No actividad

MCF-000167-B08 CF-262290-a01-MO015-EC01 No actividad

MCF-000194-A05 CF-267487-a01-MO013-EC01 No actividad

Placa original Compuesto Comentarios de la 
curva

MCA-000011-A09 CA-103047-a01-MO006-EC01 No actividad

MCA-000012-A05 CA-103116-a01-MO007-EC02 ++221 

MCA-000013-H05 CA-103285-a01-MO005-EC01 No actividad

MCA-000013-H08 CA-103140-a01-MO006-EC01 ++ 221

MCA-000013-H09 CA-103252-a01-MO006-EC01 + 221

MCA-000015-B07 CA-102658-a01-MO016-EC01 ++221

MCA-000016-A10 CA-104192-a01-MO004-EC01 No actividad

MCA-000017-F03 CA-103108-a01-MO015-EC01 No activity

MCA-000017-G04 CA-104191-a01-MO015-EC01 ++ 221

MCA-000017-H06 CA-103004-a01-MO006-EC01 No activity

MCA-000118-D09 CA-103734-a01-MO015-EC01 No actividad

MCA-000118-F06 CA-094049-a01-MO015-EC01 No actividad

MCA-000118-F10 CA-093470-a01-MO006-EC01 No actividad

MCA-000119-D03 CA-094389-a01-MO016-EC01 +221

MCA-000120-F05 CA-131097-a01-MO124-EC01 No actividad
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CF-090145-a01-MR006-EC01: El extracto crudo presentó actividad 

tripanocida, pero tras el fraccionamiento, ninguna fracción tuvo actividad 

biológica (> 60% de inhibición) (Figura 17 a). 

CF-258252-a01-MR017-EC01: En el ensayo de actividad biológica de las 

diferentes fracciones de este extracto se detectó un pico con actividad 

tripanocida en las fracciones 50 - 55. Además, este pico se pudo 

correlacionar con un pico en presente en el cromatograma (Figura 17 b) y 

(Figura 18 a). 

CF-090067-a01-MR010-EC01: En el ensayo de actividad biológica de las 

fracciones del extracto de la cepa CF-090067, se detectaron dos picos de 

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

con picos en el cromatograma como ocurría con el extracto anterior (Figura 

17 c) y (Figura 18 b). 

 

 

Figura 17. Actividad biológica 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 Identificación de las moléculas responsables de la actividad tripanocida 

mediante cromatografía liquida-espectrometría de masas de alta resolución 

(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 resolución. En el caso del extracto de la cepa CF-258252 se 

-100

-50

0

50

100

1 16 31 46 61 76

-100

-50

0

50

100

1 16 31 46 61 76

-100

-50

0

50

100

1 16 31 46 61 76

a) c)

%
 d

e
 V

ia
b

il
id

a
d

 c
e

lu
la

r

Fracciones

b)

CF-090145 CF-090067CF-258252



O b j e t i v o  1   R e s u l t a d o s  | 107 

 

identificaron en la fracción 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 citotóxico de las fracciones activas sobre células de mamífero. 

La citotoxicidad de las fracciones bioactivas obtenidas de las cepas 

CF-258252 y CF-090067 en células de mamífero se determinó en células 

derivadas de hepatocarcinoma humano (células Hep G2). Las fracciones 

procedentes del extracto de CF-258252, que habían 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 citotóxico en las células Hep G2, (Figura 19 b). Este resultado nos 

indicó que solo el extracto de la cepa CF-258252 tenía el potencial de 

contener nuevas moléculas tripanocidas no tóxicas en células de mamífero, 

por lo que descartamos seguir con las fracciones del extracto de CF-090067. 
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Figura 19. Ensayo de viabilidad celular y proliferación en células Hep G2 de las 

fracciones de los extractos (a) CF-258252 y (b) CF-090067. 

 

1.6 Aislamiento y caracterización estructural de curvicollide D 

De un cultivo a mayor escala del extracto con actividad proveniente 

de la cepa CF-258252, se llevó a cabo la separación del componente activo 

que inicialmente se identificó como perteneciente a la familia de los 

curvicollides, con una fórmula molecular de C26H40O5, compartida por las 

curvicollides A y B. El compuesto se purificó mediante cromatografía en 

columna SP207ss y cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 

semipreparativa C8 de fase reversa. La fórmula molecular obtenida se 

ingresó en la librería de productos naturales (CRC Press “Diccionario de 

Productos Naturales, ver.30.2”) y coincidió con 36 candidatos que se 

redujeron a cinco, considerando solo metabolitos de origen fúngico. Dos de 

esos cinco compuestos, las curvicollidas A y B, mostraron un máximo de 

absorción único a 253 nm, muy cercano al máximo único de 240 nm del 

compuesto a identificar que se observa en el espectro UV. 

El espectro de resonancia magnética nuclear (RMN) de protón era 

muy similar al de las curvicollides A y B, con algunas diferencias, lo que 

hizo que lo identificásemos como un nuevo miembro de esta familia de 

productos naturales. Se registraron espectros adicionales de RMN de 

carbono y bidimensionales  (incluyendo Espectroscopía correlacionada 

(COSY), espectroscopía de correlación total (TOCSY), espectroscopía de 

efecto nuclear Overhauser (NOESY), correlación cuántica simple 

heteronuclear (HSQC) y correlación de enlace múltiple heteronuclear 
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(HMBC)) para elucidar completamente su estructura. La interpretación de 

los espectros 1H, HSQC y HMBC reveló la presencia de 5 carbonos 

cuaternarios, 11 metinos, 3 metilenos alifáticos y finalmente 7 metilos. En el 

análisis detallado de las correlaciones COSY y TOCSY se identificaron 

diferentes sistemas de espín 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 confirmó que el compuesto era de tipo curvicollide, lo cual 

también se corroboró 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 estereoquímica relativa de los 

estereoclusters C3-C4 y C9-C11 se determinó en función de las correlaciones 

NOE (efecto nuclear Overhauser) observadas y de las constantes de 

acoplamiento (Figura 21). En el solvente CDCl3 no polar, el enlace de 

hidrógeno intramolecular entre el átomo de hidrógeno del grupo hidroxilo 

en C4 y el carbonilo de oxígeno en C2 favorece una conformación similar a 

una silla principal para el segmento C1-C5 que permite la aplicación del 

método Stilles-House (House et al., 1973; Stiles et al., 1964) que dan una 

configuración relativa trans para los centros quirales en las posiciones 3 y 4 

(Figura 21). Esta configuración trans estaba respaldada por los 

desplazamientos químicos de 13C para el carbinol C4, el metino C3 y el 

metilo C3', de acuerdo con la regla empírica de Heathcock (Heathcock et al., 

1979). La estereoquímica relativa del anillo de lactona se estableció en base 

a las correlaciones clave de NOESY y las constantes de acoplamiento JH9/H10 

y JH10/H11, como ya se describió para las curvicollides A-C (Che et al., 2004) 

(Figura 21). La determinación de la configuración relativa de cada uno de 

estos estereoclusters coincidió con la de la curvicollide C (von Kiedrowski 

et al., 2017). Los datos de RMN prácticamente idénticos para el segmento 

C1-C14 de las curvicollides A-C y el nuevo compuesto identificado, 

confirmó que los estereogrupos mencionados muestran también la misma 

relación estereoquímica entre ambos. Asumimos con seguridad que la 
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estereoquímica 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 homólogos. Sin 

embargo, no se pudo determinar la configuración absoluta del centro quiral 

restante en la posición 16, ya que el alcohol terciario en esa posición estaba 

demasiado impedido para ser derivatizado con el reactivo de Mosher quiral 

y la cantidad aislada fue insuficiente para intentar la cristalización. 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 espín del curvicollide D. Correlaciones clave de HMBC (flechas 

azules, H a C) que conectan los diferentes sistemas de espín y representan la conectividad 

del curvicollide D. 
 
 
 
 

 
 

Figura 21. Correlaciones clave de NOESY (flechas discontinuas rojas) y constantes de 

acoplamiento que determinan la estereoquímica 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, CDCl3, 24 °C). 

1 

Position C, type H, mult. (J in Hz) 

1 29.8, CH3 2.22, s 

2 213.2, C  

3 52.3, CH 2.69, dq (7.7, 7.2) 

3’ 14.0, CH3 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, CH3 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, CH3 1.32, s 

17 42.6, CH2 1.56, m 

18 26.2, CH2 1.30, m 

19 23.1, CH2 1.31, m 

20 14.0, CH3 0.90, t (6.7) 
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OBJETIVO 2. Estudio del mecanismo de acción y efecto 

tripanocida en las formas sanguíneas de T. brucei de las 

moléculas identificadas en el cribado: Curvicollide D y 

chaetocina. 

 

OBJETIVO 2.1 MECANISMO DE ACCIÓN DEL NUEVO MIEMBRO 

DE LA FAMILIA CURVICOLLIDE IDENTIFICADO, CURVICOLLIDE 

D, EN LAS FORMAS SANGUÍNEAS DE T. brucei.   

 

2.1.1 Curvicollide D inhibe el crecimiento de las formas sanguíneas de T. 

brucei y produce una parada en la fase G2/M del ciclo celular. 

El efecto tripanocida del curvicollide D se evaluó mediante un 

ensayo de toxicidad midiendo la reducción de la sal, resazurina de sodio. 

Curvicollide D mostró un efecto dependiente de dosis sobre el crecimiento 

de las formas sanguíneas de T. brucei, con una IC50 de 1 μM ± 0.09 después 

de 24 horas de tratamiento (Figura 23 a). A esta concentración, no se observó 

ningún efecto en células de hepatocarcinoma humano (Hep G2). La IC50 de 

curvicollide D en células Hep G2 fue de 16 ± 0.12 μM (Figura 23 b), 16 veces 

mayor que en las formas sanguíneas de T. brucei, resultando por tanto con 

un índice de selectividad (IS) = 16. Se seleccionó la concentración IC75 del 

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

Para analizar el efecto del curvicollide D en la progresión del ciclo 

celular, evaluamos el contenido de ADN mediante fluorescencia con 

yoduro de propidio y citometría de flujo. En los controles tratados con 

DMSO, la distribución de células, expresadas como porcentaje de la 

población total de células vivas, mostró un 50 % de las células en la fase G1, 

un 12 % en la fase S y un 38 % en G2/M (Figura 23 c). Sin embargo, en los 

tripanosomas tratados con curvicollide D se observó 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 aún más evidentes 

después de 15 horas, con un aumento significativo en la fase G2/M (64%) y 

una disminución significativa del porcentaje de células en la fase G1 (10%) 

(Figura 23 c,d). 
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Figura 23: Curvicollide D inhibe la proliferación de T. brucei y afecta principalmente a 

la fase G2/M del ciclo celular. Se realizó un ensayo de toxicidad in vitro usando Resazurin 

durante 24h para determinar la curva de dosis respuesta (porcentaje de viabilidad celular 

frente a la concentración de curvicollide D). (a) IC50 de T. brucei.  (b) IC50 de las células de 

hepatocarcinoma humano (Hep G2) durante 24 horas. (c,d) Análisis mediante citometría 

de flujo del ciclo celular después de 6 y 15 horas de exposición a curvicollide D y células 

tratadas con DMSO (control). Los porcentajes se determinaron utilizando el software 

FlowJo. Los datos representan la media y la desviación estándar de tres experimentos 

independientes. Se usó Anova y test de Bonferroni para el análisis de los datos y la 

significación estadística fue **, p<0,01; ***, p<0,001. 

 

2.1.2 Curvicollide D induce cambios morfológicos y el desmantelamiento 

de la estructura del nucléolo.  

A continuación, investigamos los cambios morfológicos producidos 

por el tratamiento con curvicollide D en T. brucei mediante microscopía 

confocal.  Después de 6 horas de tratamiento, aproximadamente el 50 % de 

las células exhibieron una morfología anormal y después de 16 horas, la 

mayoría de las células ya no poseían la morfología larga y delgada típica 

(Figura 24 a,b). El efecto del curvicollide D en la morfología de los 

tripanosomas provocó un ensanchamiento del extremo posterior de la 

célula que fue progresivo con el tiempo de exposición al curvicollide D 

(Figura 24 b). 

Estos cambios morfológicos no eran evidentes en el cuerpo celular 

después de 3 horas de tratamiento, aunque si se detectaron, cambios en la 

T. brucei HEP G2 cells
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estructura nuclear (Figura 24 c). En T. brucei, el núcleo se puede visualizar 

en microscopía de fluorescencia como una gran mancha teñida de azul con 

DAPI (N) y el ADN mitocondrial o kinetoplasto (K) como un punto más 

pequeño. El nucléolo se observa claramente como un área sin teñir en el 

centro del núcleo (n). Después de 3 horas de incubación con 1.5 μM de 

curvicollide D, el nucléolo no era apreciable en el 90% de las células (Figura 

24 c,d), lo que sugería el desensamblado del mismo. Este desmantelamiento 

del nucléolo se confirmó 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 dispersó por el 

núcleo (Figura 24 e).  

 

 

 

a) 3 horasControl 15 horas6 horas

D
A

P
I

(D
A

P
I-

D
IC

)

(K)

(N)

(n)

b)

C
on

tr
ol 3 

h
6 

h
15

 h

0

20

40

60

80

***

*

***

%
 c

é
lu

la
s
 a

n
o

rm
a

le
s

DAPI (DAPI-DIC)

cu
rv

ic
o

ll
id

e
D

C
o

n
tr

o
l

(n)

0 20 40 60 80 10
0

Control

3 horas ***

% de células con nucléolo

d)c)



116 | R e s u l t a d o s                  O b j e t i v o  2  

 

 
Figura 24. El curvicollide D afecta la morfología de T. brucei e induce el 

desmamtelamiento del nucleolo. Las formas sanguíneas de T. brucei se trataron con 1.5 

µM 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 parásitos se 

observaron mediante microscopía confocal, con interferencia diferencial de contraste (DIC) 

(línea superior) y DAPI que tiñe el ADN (azul) (línea inferior). El núcleo (N) y el 

kinetoplasto (K) se marcan en blanco. La flecha en rojo señala el nucléolo (n). (c) Porcentaje 

de células con nucléolo después de 3 horas de tratamiento con curvicollide D. (d) 

Microscopía confocal usando DAPI y DIC donde desaparece el nucléolo después de 3 horas 

de tratamiento con curvicollide D (e) Inmunofluorescencia mediante microscopía 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: núcleo; K: kinetoplasto; n: 

nucleolo. Las barras de error representan la desviación estándar de tres experimentos 

independientes. Los datos se analizaron usando una Anova y test de Bonferroni y la 

significación estadística fue  **, p<0,01; ***, p <0,001; 

 

2.1.3 Curvicollide D inhibe la transcripción mediada por la ARN Pol I y II. 

La principal función del nucléolo en las células eucariotas es la 

transcripción de los genes codificantes para el RNA ribosómico, un proceso 

realizado por la ARN polimerasa I (ARN Pol I) que debe estar altamente 

regulado para lograr una adecuada proliferación y crecimiento celular 

(Boulon et al., 2010). Por lo tanto, la desaparición del nucleolo inducida por 

el curvicollide D en T. brucei sugiere que su función está siendo afectada 

(ADNr). 

Para determinar si el curvicollide D afecta la transcripción mediada 

por la ARN Pol I, cuantificamos la abundancia del transcrito de ARN 

ribosómico naciente (Figura 25 a). Para este propósito, realizamos un 

análisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real a partir de ADNc obtenido 
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por transcripción inversa (RT-qPCR) del ARN de T. brucei utilizando 2 pares 

de oligonucleótidos repartidos a lo largo del locus ribosómico (Figura 25 b). 

Tras el tratamiento con curvicollide D durante 3 horas, se observó una 

disminución de la tasa de transcripción de ARNr, mayor incluso en la 

región 2 que tras tratar con actinomicina D, un conocido inhibidor de la 

transcripción empleado como control en estos experimentos (Figura 25 b). 

No se encontraron diferencias significativas de inhibición entre los dos 

pares de oligonucleotidos utilizados (1, 2) a lo largo del locus ribosómico. 

En los tripanosomas africanos, la Pol I también transcribe la glicoproteína 

variable de superficie (VSG) que recubre la superficie del parasito en las 

formas sanguíneas (Cestari and Stuart, 2018). Los genes que transcriben esta 

proteína se encuentra en un locus de expresión subtelomérico, denominado 

como sitio de expresión activo (ES) (Figura 25 c). En la cepa de T. brucei 

utilizada en este estudio, el sitio de expresión activo es el que transcribe el 

gen VSG 221 (Figura 25 c). Al igual que en el locus ribosómico, estudiamos 

el efecto del curvicollide en la transcripción del sitio de expresión activo 221 

utilizando dos pares de oligonucleótidos 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 resultó en una potente 

reducción de los transcritos precursores policistrónicos del ES de la VSG 221 

según lo analizado mediante RT-qPCR (Figura 25 d). En este caso tampoco 

se encontraron diferencias significativas en la tasa de inhibición de la 

transpripción entre los dos pares de oligonucleotidos empleados. 

A continuación, investigamos si el curvicollide D también afectaba a 

la transcripción 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 transcripción 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 ll (Figura 

25 e). En este caso se usó α-amanitina como control de la inhibición de la 

transcripción mediada por Pol II. Se detectó una fuerte reducción 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 

α-amantina (Figura 25 f). 

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

inhibidor de la transcripción mediada por la Pol I y Pol II.  
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Figura 25: Curvicollide D inhibe la transcripción mediada por la ARN Pol I y Pol II en las 

formas sanguíneas de T. brucei. (a) Esquemas del locus ribosómico (ADNr) de T. brucei, (c) 

sitio de expresión 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 transcripcción. 

T. brucei 221 se trató con 1,5 µM de curvicollide D durante 3 horas. (b) Niveles de 

transcripción Pol I de los precursores de ARNr estimados por qPCR (pares de 

oligonucleotidos 1 y 2) o (d) del sitio de expresión activo VSG221 (pares de 

oligonucleotidos 4 y 5). (f) También se analizó la transcripción mediada por la ARN Pol II 

(pares de oligonucleotidos 7 y 8) en el locus del SL. Se usó actinomicina D y α-amanitina 

como control positivo de la inhibición de la transcripción de ARN Pol I y Pol II 

respectivamente y como control negativo se usaron células tratadas con DMSO. Las barras 

de error representan la desviación estándar de tres experimentos independientes. Se usó 

Anova y test de Bonferroni para el análisis de los datos y la significación estadística 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 

transcripción 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 unión 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 unión al ADN por el 

compuesto a ensayar. En presencia de ADN, el fluoróforo intercalado 

genera una fluorescencia que disminuye tras añadir un segundo posible 

agente intercalante que compite con él por su unión 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 plasmídico. Se empleó una única concentración de BrEt (5 μM) que 

produjo un máximo de fluorescencia a 610 nm (línea negra, Figura 26 a). 

Tras la adición de concentraciones crecientes de curvicollide D (de 10 a 30 

μM), observamos una disminución progresiva en la intensidad de la 

fluorescencia (de 10% a 50%), dependiente de concentración (Figura 26 a,b). 

El % de fluorescencia a 610nm, fue significativamente menor a 

concentraciones ≥ 20μM (Figura 23b). Estos resultados indicaron que el 

curvicollide D se une al ADN y compite por los sitios de unión de doble 

cadena con el BrEt. 

 

 

Figura 26. Curvicollide D se intercala en la doble hélice de ADN. Se realizó un ensayo de 

desplazamiento de intercalante fluorescente (FID) de bromuro de etidio (BrEt) utilizando 

un plásmido de ADN de cadena doble. Se usaron concentraciones crecientes de 

curvicollide D (10 µM a 30 µM) 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 

desviación estándar de tres experimentos independientes. La significación estadística 

utilizando t-test fue de *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001. 
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OBJETIVO 2.2 MECANISMO DE ACCIÓN DE LA CHAETOCINA 

EN LAS FORMAS SANGUÍNEAS DE T. brucei.   

De todas las moléculas identificadas en el cribado inicial, 

seleccionamos la chaetocina, debido a la gran cantidad de estudios previos 

que había como un potente agente anticancerígeno tanto in vitro como in 

vivo para una gran variedad de tipos de cáncer y apenas estaba descrito su 

efecto tripanocida.  

2.2.1 Chaetocina inhibe el crecimiento celular e induce cambios 

morfológicos en las formas sanguíneas de T. brucei.  

El efecto tripanocida del compuesto de origen natural chaetocina en 

las formas sanguíneas de T. brucei se evaluó mediante ensayos de toxicidad 

usando resazurina. La actividad tripanocida de la chaetocina frente a las 

formas sanguíneas de T. brucei 221 resultó ser del rango nanomolar, con una 

concentración inhibitoria del 50% (IC50) y concentración inhibitoria del 75% 

(IC75) de 8.3 nM (desviación estándar (SD) ± 0.51) y 22nM (SD ± 0.32) 

respectivamente (Tabla 2). A estas concentraciones, no se observó un efecto 

inhibitorio en el crecimiento de diferentes líneas celulares de mamífero. Se 

estimaron las IC50 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 esófago 

(HEF), 1uM SD ± 0.31 en células epiteliales de riñón de mono (Vero); y 2,2 

uM SD ± 0.15 en células mesenquimales estando el índice de selectividad 

comprendido entre 15 y 275 (Tabla 2). La concentración IC75 fue 

seleccionada para llevar a cabo el resto del estudio.  

Tabla 2: Concentración inhibitoria del 50% (IC50) e índice de selectividad (SI) 

determinada mediante curva de dosis-respuesta (porcentaje de viabilidad celular frente a 

la concentración de chaetocina) en T. brucei y diferentes líneas celulares de mamíferos (Hep 

G2, A375, HEF, Vero y células mesenquimales). 
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Los cambios morfológicos 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 transformó 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 morfología de T. brucei. (a) 

Cuantificación del % de células anormales tras distintos tiempos de incubación (6, 10 y 24 

horas) usando la IC75 (22 nM de chaetocina). Se determinó contando al menos 200 células. 

(b) Fenotipos de células tras los tiempos de incubación observados mediante microscopía 

confocal, con interferencia diferencial de contraste (DIC) (línea superior) y DAPI que tiñe 

el ADN (azul) (línea inferior). Las barras de error representan la desviación estándar de 3 

experimentos diferentes. La significación estadística 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 vías genéricas de entrada de fármacos 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, 

diseñamos 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 37ºC, la 

viabilidad celular resultó ser dependiente del tiempo de incubación con 

chaetocina (45% y 15% de porcentaje de células vivas después de 1 y 2 horas 

de incubación respectivamente). Sin embargo, a 4ºC la viabilidad celular fue 

del 100% tras 1 y 2 horas de incubación (Figura 28 a). Como control 

utilizamos pentamidina, que es un fármaco 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 producción de ATP. Tras incubar 

tanto a 37ºC como a 4ºC la viabilidad celular se redujo de manera 

dependiente del tiempo de incubación (Figura 28 b). A 37ºC, la viabilidad 

celular fue del 50% y 10% tras 1 y 2 horas de incubación respectivamente. 

Por otra parte, a 4ºC la viabilidad celular fue del 70% y 30% respectivamente 

a 1 y 2 horas (Figura 28 b).  

Estos resultados indican que en T. brucei la internalización de 

chaetocina al interior celular se lleva a cabo mediante el proceso de 

endocitosis. 
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                    Chaetocina                                            Pentamidina 

                  

 

 

Figura 28.La chaetocina entra por endocitosis en T. brucie. Porcentaje de viabilidad celular 

después de la incubación a 37° y 4°C durante 1 y 2 horas con (a) chaetocina y (b) 

pentamidina. La muerte celular se determinó mediante tinción con ioduro de propidio (IP) 

y posterior análisis mediante FACS. Las barras de error representan la desviación estándar 

de tres experimentos independientes. La significación estadística 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 progresión de los tripanosomas africanos a través de las diferentes 

fases del ciclo celular se puede monitorear por la configuración del núcleo 

(N) y kinetoplasto (K), que es el ADN mitocondrial. Las células que 

contienen un solo núcleo y un kinetoplasto (1N1K) están en la fase G1, 

cuando los tripanosomas presentan un núcleo y dos kinetoplastos (1N2K) 

las células se encuentran en fase S y G2/mitosis, mientras que las células 

postmitóticas contienen dos núcleos y dos kinetoplastos (2N2K) (Figura 29 

a). Se realizó un análisis de la relación N/K de las células incubadas con 

chaetocina y se observó una disminución de células en fase G1 dependiente 

del tiempo de incubación y una acumulación de células postmitoticas y 

células multinucleadas (Figura 29 a). El porcentaje de células 1N1K 

presentes en la población disminuyó del 82% al 62% después de 10 horas de 

incubación con chaetocina. También se duplicó el número de células 2K2N 

(del 9 a 17%) durante este tiempo. Simultáneamente, hubo aumento muy 

significativo en el número de células aberrantes que contienen varios 

núcleos y kinetoplastos (nNnK) de menos del 2% a más del 10%. Estos 
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resultados en conjunto nos indican que la chaetocina causa la detención del 

ciclo celular en la citocinesis, despues de haber completado las fases de 

síntesis de ADN y mitosis.   
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Figura 29. La chaetocina interfiere el ciclo celular de T. brucei. (a)  Parásitos fijados con 

paraformaldehído y teñidos con DAPI para determinar el número de células que contenían 

un núcleo (N) y un kinetoplasto (K) 1N1K, 1N2K, 2N2K y nNnK (células aberrantes). Se 

analizaron los parásitos 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 gráfico se 

muestran los tres tipos normales: 1N1K, 1N2K y 2N2K y un ejemplo de células aberrantes: 

nNnK. (b) Análisis del ciclo celular mediante citometría de flujo usando IP después de 3, 

6, 10 y 24 horas de exposición a chaetocina y células control. (c) Porcentaje de células en las 

fases G1, S y G2/M a las 0, 3, 6, 10 y 24 horas. Los porcentajes se determinaron utilizando el 

software FlowJo (relativo al 100 % de células vivas, evitando SubG1) que representan la 

media de tres experimentos independientes. 

 

Para analizar más a fondo el efecto de la chaetocina en la progresión 

del ciclo celular, se evaluó el contenido de ADN mediante citometria de 

flujo. Los tripanosomas no tratados presentaron la distribución celular 

típica, con un 50% de las células en la fase G1, seguida de una población 

G2/M del 34% y una población menor en fase S (16%) (Figura 29 b). La 

incubación con chaetocina dio lugar a un cambio importante en la población 

de células vivas, con un incremento del número de células en la fase G2/M 

a lo largo del tiempo de incubación que terminó en un 75% después de 24 

horas de incubación. Igualmente se observó una disminución progresiva de 

las células en la fase G1 que llegó a alcanzar un 10% del número inicial 

después de 24 horas (Figura 29 b,c). Estos resultados confirman que la 

incubación con chaetocina provoca la detención del ciclo celular en la fase 

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

nucléolo.  

Tras el tratamiento con chaetocina, se observó un efecto llamativo a 

nivel de la morfología del núcleo una vez teñido el ADN (Figura 30 a). 

Después de 3 horas de incubación con chaetocina, esta región no teñida en 

el núcleo de la célula, ya no era visible en el 70% de las células (Figura 30 

b), lo que sugería el desmantelamiento del nucléolo. Para confirmar esta 

hipótesis, utilizamos el anticuerpo marcador nucleolarL1C6 (Devaux et al., 

2007) y mediante inmunofluorescencia en un microscopio confocal 

pudimos observar como la señal del anticuerpo que marcaba al nucleolo en 

las células controles, desaparecía 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 sanguíneas de T. brucei 

controles y tratadas con chaetocina durante 3 horas. (a) Los parásitos teñidos con DAPI y/o 

con contraste de interferencia diferencial (DIC) se observaron mediante microscopía 

confocal. El núcleo (N) y el kinetoplasto (K) se indican con flechas en blanco. La flecha roja 

señala el nucléolo (n). (b) Porcentaje de células sin nucléolo tras el tratamiento con 

chaetocina durante 3 horas. (c) Inmunofluorescencia mediante microscopía 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 específicamente la transcripción mediada por la 

ARN Polimerasa I. 

Al igual que en el compuesto anterior, quisimos comprobar si la 

desaparición del nucléolo después del tratamiento con chaetocina, también 

estaba ligado a una inhibición de la transcripción. Para ello se midió la 

transcripción del locus ribosómico transcrito por la RNA Pol I mediante RT-

qPCR. Utilizamos tres pares de oligonucleotidos que cubren tres regiones 

distantes dentro del locus ribosómico (1-3) (Figura 31 a) y actinomicina D 

como control de la inhibición de la transcripción. El tratamiento con 

chaetocina inhibió la transcripción mediada por la Pol I en este locus en la 

misma proporción que la actinomicina D (Figura 31 b). Posteriormente se 

analizó la transcripción de la Pol I en el sitio de expresión activo (ES 

VSG221). En este caso, se analizó la transcripción 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 reducción de los transcritos 

precursores policistrónicos del sitio de expresión activo (ES VSG221) 

(Figura 31 d). 

Para analizar la transcripción mediada por la RNA Pol II, 

cuantificamos como en el caso anterior, la cantidad del precursor de SL 

mediante RT-qPCR utilizando dos pares de oligonucleótidos que cubren 

regiones intergénicas del locus SL, aguas abajo del promotor Pol ll (Figura 

31 e). Se detectó una fuerte reducción en los niveles de transcritos 

precursores de SL-ARN después del tratamiento con α-amanitina, un 

inhibidor de la Pol II, pero no se observó este efecto tras el tratamiento con 

chaetocina, en el que el nivel de inhibición no fue significativo (Figura 31 f). 

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

brucei. 

 

Figura 31.  Chaetocina inhibe la transcripción mediada por la ARN Pol I en las formas 

sanguíneas de T. brucei. (a) Esquema del locus ribosómico (ADNr) de T. brucei, (c) sitio de 

expresión 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 números (1-8). T. brucei 221 se trató con la IC75, 

22 nM de chaetocina durante 3 horas. (b) La transcripción en el locus ribosómico se analizó 

en las regiones marcadas con los números 1-3. En las regiones Se usó actinomicina D y α-

amanitina como control positivo de la inhibición de la transcripción de ARN Pol I y Pol II 

respectivamente y células tratadas con DMSO como control negativo. Las barras de error 

representan la desviación estándar de tres experimentos independientes. La significación 

estadística fue ***, p<0,001 usando ANOVA. Los oligonucleótidos se describen en el la 

sección de M&M 3.5.  
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2.2.6 La chaetocina se une a estructuras de G-cuadruplex en el ADN 

estabilizándolas.  

 La inhibición de la transcripción 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 

canónicas del ADN como los G-cuadruplex (G4). En nuestro caso, la 

inhibición de la transcripción mediada por la ARN Pol I en el locus 

ribosómico y en el sitio de expresión activo, que son dos zonas ricas en 

guaninas (G), nos llevó a preguntarnos si la chaetocina podría estar 

interaccionando con estructuras G4 de ADN presentes en regiones 

promotoras de  la transcripción.  

Para visualizar los G4 presentes en T. brucei utilizamos el anticuerpo 

BG4 que se une específicamente a los G4 de ADN o ARN (Hänsel-Hertsch 

et al., 2018). Se utilizó ARNsa A para eliminar los G4 presentes en el ARN. 

En los tripanosomas no tratados observamos fluorescencia en forma de 

puntos localizados en el núcleo, correspondientes a los G4 existentes. La 

intensidad de fluorescencia producida por el anticuerpo BG4 aumentó 

considerablemente en el núcleo después del tratamiento con chaetocina, de 

un 48 % a un 75%. Estos resultados indican que la chaetocina incrementa el 

número de estructuras G4 detectables por BG4 presentes en el genoma de 

T. brucei (Figura 32 a,b).  

Está descrito, que la estabilización de G4 en el ADN está asociado a 

roturas de doble cadena (Rodriguez et al., 2012), por lo que investigamos la 

respuesta al daño en el ADN tras el tratamiento con chaetocina. Para ello, 

medimos la foforilación de la histona H2A en la treonina 130 (Thr 130) 

(γH2A), como marcador de daño en el ADN mediante 

inmunofluorescencia. Después de 3 horas de tratamiento con chaetocina, se 

observó un aumento significativo de la fluorescencia nuclear, indicativo de 

un aumento del daño en el ADN en comparación con las células controles. 

Además, el número de células con daño en el ADN también aumentó tras 

el tratamiento, pasando de un 17,5% en células controles a un 41,2% (Figura 

32 c). Estos resultados confirman que el aumento de G4 está 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 daño en el ADN en T. brucei. (a) 

Inmunofluorescencia de T. brucei controles (DMSO) o tratados con chaetocina durante 3 

horas y teñidos con (a) el anticuerpo BG4 (en verde) y con interferencia diferencial de 

contraste (DIC)  (c) el anticuerpo γH2A  que indica daño en el ADN (en rojo) y  Dapi que 

tiñe el ADN en azul.  (b y d) Cuantificación de la intensidad de fluorescencia (Densidad 

integrada de la fluorescencia) de células en a y c respectivamente mediante análisis en el 

programa Fiji (N>150). (d) Porcentaje de células con daño en el ADN de células en c 

(N>150). Para los análisis estadísticos se usó t-test con un p-valor < 0.05, indicándose **p < 

0.01 and ***p < 0.001. 

 

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

ribosómico 

Para determinar si la unión de chaetocina a las estructuras G4 era la 

responsable del aumento de estructuras de G4 detectadas en el ADN, 

realizamos un estudio de dicroísmo 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 expresión activo y el locus 

ribosómico (GenBank: FM162566.1 (Zomerdijk et al., 1991) ) empleando el 

software bioinformatico QGRS Mapper. En el promotor del sitio de 

expresión 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 región promotora, en una 

región no codificante previa al gen de la VSG (E y F) (Figura 33 a). En el 

promotor del locus ribosómico también encontramos dos secuencias de G4 

(G y H) (Figura 33 b). Mediante CD, todos las secuencias G4 mostraron un 

pico máximo positivo entre 260-280 nm y uno mínimo negativo entorno a 

240nm, lo que indica la existencia de una conformación paralela del G4 

(Figura 34 a). Tras la adición de chaetocina (25uM), el pico máximo a 260nm 

se desplazó en la dirección que indican las flechas usando las secuencias G4 

A y C del sitio de expresión (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 región intergénica cercana al gen VSG, G4 E 

y F (Figura 34 a). Por otro lado, también se observó un desplazamiento en 

el espectro del CD tras la adición de chaetocina a la secuencia de G4 en el 

promotor del locus ribosómico, G4 H, que fue menos evidente en la 

secuencia del G4 C (Figura 34 a). Estos resultados nos indicaron que la 
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chaetocina esta interaccionando in vitro con estructuras G4 a nivel del 

promotor del sitio de expresión y del locus ribosomico.  
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Figura 33. Secuencias de G4 presentes en promotores. (a) Secuencias promotoras del sitio 

de expresión VSG221 con las secuencias G4 marcadas con una línea negra (A-D) y (b) locus 

ribosómico de T. brucei con las secuencias que contienen G4s  marcadas con una línea negra 

con letras G-H. Las flechas en negro indican el inicio de la transcripción.  Los recuadros en 

rojo indican la Caja 1 y Caja 2, que son regiones de ambos locus a los que se une una 

proteína ~ 40kDa no identificada hasta la fecha. La secuencia del promotor de -80pb a +1 

está conservada en todos los tripanosomatidos (Vanhamme et al., 1995).  

Para confirmar estos resultados, se llevaron a cabo estudios de unión 

in vitro usando espectroscopia de UV- visible y concentraciones crecientes 

de chaetocina (1-100 µM). Se seleccionaron los oligos correspondientes a los 

G4 A y B, presentes en el promotor del sitio de expresión activo, y el H, 

presente en el promotor del locus ribosómico, ya que presentaron mayores 

diferencias en el CD. Tras la adición de chaetocina a los G4 selecionados se 

observó hipocromía del espectro de absorción UV a 260nm dependiente de 

la concentración de chaetocina. Este efecto fue más notable en las diez 

últimas diluciones de 10 a 100 µM. (Figura 34 b).  

La estabilización de estas estructuras de G4 por la chaetocina, 

también se investigó mediante un ensayo de parada de reacción de PCR 

(PCR stop), usando un oligonucleótido que incluye la secuencia G4 a 

analizar y un oligonucleótido complementario que hibrida parcialmente 

con el anterior. Lo que se quiere demostrar con este experimento es que la 

unión específica de ligandos a estas estructuras G4 intramoleculares 

bloquea la transcripción 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 bloqueó sensiblemente la amplificación por PCR de las 

secuencias G4 (A) y (H) a una concentración de 100 µM (Figura 34 c). 

También se observaron diferencias en la secuencia de G4 H tras la adición 

de 100 µM 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 dilución que la mayor concentración de 

chaetocina y unoligonucleótido 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 

ribosómico y del sitio de expresión estabilizándolos in vitro.  
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Figura 34. La chaetocina interacciona con G4 presentes en los promotores del sitio de 

expresión activo (ES VSG221)  y del locus ribosómico. (a) Espectros de dicroísmo circular 

(CD) obtenidos con las secuencias de G4 A-H, correspondientes al sitio de expresión (oligos 

A-F) y del promotor del locus ribosómico (G4 G y H) en ausencia (línea negra) y presencia 

de chaetocina (línea roja) (25μM). Las flechas indican la dirección en que se desplaza el 
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pico del CD tras la adición 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 ribosómico tras la adición de 

chaetocina a concentraciones crecientes (1 µM a 100 µM). Las flechas indican la dirección 

en la que se desplaza el pico del espectro de absorción como consecuencia de la interacción 

dependiente de concentración de la chaetocina con los G4. c) Ensayo de PCR-stop con los 

oligonucleótidos G4 A, C y H y diferentes concentraciones de chaetocina. Se usó DMSO 

como control y un oligonucleótido G4 A mutado que impedía la formación del G4. Las 

secuencias de G4 utilizadas se describen  en la sección M & M 2.12.2 y 2.12.3. 
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Objetivo 3. Desarrollo de un transportador de fármacos guiado 

por nanoanticuerpos capaz de atravesar la barrera hemato-

encefálica y tratar la fase neurológica de la enfermedad. 

En este último apartado, desarrollamos un nanosistema de 

administración de fármacos recubierto con fragmentos de anticuerpos 

monocatenarios de camélidos, denominados nanoanticuerpos, para el 

tratamiento de la fase neuroencefálica de la enfermedad. A su vez, este Nb 

portaría 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 modificación 

le facilite atavesar la BHE aprovechando el  proceso de transcitosis mediada 

por receptor (Figura 35). 
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Figura 35. Esquema del nanotransportador de fármacos 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 específico frente a la proteína de superficie de T. brucei 

dirigirá específicamente el  nanosistema al parásito donde se liberará el fármaco en su 

interior de forma selectiva. SNC: Sistema Nervioso Central; TfR: Receptor de la 

transferrina; TfRL: Ligando del receptor de la transferrina; Nb-TfRL: Proteína de fusión 

nanoanticuerpo-ligando del receptor de la transferrina; ISG75: glicoproteína invariable de 

superficie 75. 
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OBJETIVO 3.1 OBTENCIÓN DE UN NANOANTICUERPO 

ESPECÍFICO FRENTE A LA PROTEÍNA DE SUPERFICIE 

CONSERVADA, ISG75, DE T. brucei. 

  Para la generación del nanosistema, el primer paso fue la obtención 

de un nanoanticuerpo específico frente a T. brucei. 

3.1.1 Selección de la glicoproteína invariable de superficie 75 (ISG75) como 

antígeno. 

La ISG75 fue seleccionada como antígeno para la generación de Nb 

debido a que es una proteína invariable de la membrana conservada en 

diferentes cepas de T. brucei. 

Para la selección de una región conservada dentro de la secuencia de 

aminoácidos de la proteína 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 proteína en las diferentes subespecies de T. 

brucei (Figura 36 a). Tras realizar su alineamiento usando el software 

VectorNTI Advance, seleccionamos como antígeno 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 proteína ISG75 

fue expresado y purificado para ser usado posteriormente en la 

inmunización de un camello. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/?term=ISG75
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Figura 36. Proteína ISG75 como antígeno para la generación de un Nb universal frente a 

T. brucei. (a) Conformación de la proteína ISG75 usando el programa informático online 

PROTTER (http://wlab.ethz.ch/protter/start). (b) Alineamiento de la secuencia de 

aminoácidos de la proteína 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 líneas en rojo delimitan la región seleccionada como antígeno (177 

aminoácidos).  

 

3.1.2 Producción de nanoanticuerpos frente a ISG75 

 

Después de la inmunización del camélido con el fragmento de ISG75 

selecionado, se recogió la sangre periférica para aislar los linfocitos. A partir 

de su  ARNm, se generó ADNc de cadena simple,  que se utilizó como 

molde para amplificar el repertorio de Nbs. Posteriormente, el repertorio de 

Nbs amplificado se clonó en un plásmido fagémido que contiene el gen III 

M13. Éste gen codifica la proteína pIII, una proteína de superficie del 

“helper fago”  que se encuentra en un extremo de la estructura tubular de 

la partícula M13. Las células transformantes que albergaban la librería de 

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

T. brucei ISG75 (523 aa)

(1) T. b rhodesiense -ABB22172.1   100% conservado
(2) T. b gambiense – ABB22220.1   100% conservado
(3) T. b. brucei – ABB22160.1   100% conservado

(1)
(2)
(3)

a)

b)

Membrana

Dominio intracelular

Dominio extracelular

http://wlab.ethz.ch/protter/start
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virus con el Nb clonado en sus puntas debido a la fusión con la proteína 

pIII. Las partículas de fago aisladas se utilizaron para realizar varias rondas 

de cribado y seleccionar así Nb específicos del antígeno (Figura 37).  

 

Figura 37. Generación de una librería de nanoanticuerpos. (a) Inmunización del camélido 

con el antígeno de interés, el fragmento de la proteína 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 

región 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 utilizó como molde en 

una segunda PCR para amplificar las secuencias específicas de VHH de ~400 pb (repertorio 

de Nb). (c) Posteriormente, el repertorio de Nbs amplificado se clonó en un plásmido 

fagémido que contiene el gen III M13. Éste gen codifica la proteína pIII, una proteína de 

superficie del “helper fago”  que se encuentra en un extremo de la estructura tubular de la 

partícula M13. (d) La colección de plásmidos generada se transformó en una cepa de 

Escherichia coli supresora del codón ámbar, esencial para que se produzca la fusión Nb-PIII. 

Las células transformantes que albergaban la librería de Nb, se infectaron con fagos 

auxiliares M13K07, para producir partículas de virus con el Nb clonado en sus puntas 

debido a la fusión con la proteína pIII . (e) Las partículas de fago eluidas de cada ronda, 

infectaron nuevas células para amplificar y enriquecer la muestra con Nbs específicos 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 creció como colonias 

individuales que después se indujeron para expresar la proteína. Posteriormente el extracto 

periplásmico de cada colonia, conteniendo un Nb diferente, se analizó mediante ELISA y 

los clones identificados como aglutinantes se utilizaron para producir Nbs solubles. 
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3.1.3 El Nb1_ISG75 es específico del antígeno y reconoce a diferentes 

cepas de T. brucei. 

Para determinar la especificidad del nanoanticuerpo Nb1_ISG75 por 

el antígeno se realizó un ensayo mediante ELISA utilizando 

concentraciones decrecientes de Nb1_ISG75 (Figura 38 a). Se observó una 

disminución progresiva de la absorbancia, proporcional a la cantidad de N 

(Figura 38 a).  Esto indica que hay un reconocimiento específico del 

antígeno incluso a concentraciones en el rango de picogramos de Nb por 

pocillo.  

Posteriormente se realizaron ensayos de inmunofluorescencia para 

observar la localización del Nb1_ISG75 y analizar la capacidad del Nb de 

reconocer parásitos vivos. Mediante microscopía confocal de fluorescencia, 

observamos que tras la adición de Nb1_ISG75, el 100% de los parásitos 

estaban marcados en verde, con una distribución a lo largo de toda su 

superficie celular a diferencia de lo que se observó en los controles, no 

marcados (Figura 38 b). Esto indica que el Nb1_ISG75 está reconociendo a 

su antígeno, la proteína ISG75 en la superficie de parásitos vivos. 

 

 
 

Figura 38. Reconocimiento del antígeno por el Nb_ISG75. (a) ELISA para valoración del 

reconocimiento del Nb1_ISG 75 y su Ag expresado como proteína recombinante. (+): 

Antígeno positivo (con ISG 75), (-): Antígeno negativo (sin ISG 75), B: Blanco (sin Nb). b) 
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Nb1_ISG75-Alexa 488 (verde) mediante microscopía confocal. El Dapi indica el ADN 

(núcleo 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 epítopo 

conformacional en la estructura terciaria o la secuencia de aminoácidos de 

la proteína ISG75, realizamos un Western-blot. Utilizamos para extractos 

totales denaturalizados previamente de dos cepas de T. brucei, 221 y 

Antat1.1. Se observó una banda a 75 kDa que correspondía a la proteína 

ISG75 tanto en la cepa 221 como en la cepa Antat1.1 (Figura 38c). Estos datos 

indican que el Nb1_ISG75 está reconociendo la secuencia de aminoácidos 

de la proteína ISG75 en los parásitos vivos. 

 

3.1.4 Generación de la proteína de fusión, Nb1_ISG75 - ligando del receptor 

de la transferrina (Nb1_ISG75-TfRL). 

  Para la generación de la proteína recombinante Nb1_ISG75-TfRL, se 

llevó a cabo una amplificación por PCR del Nb1_ISG75 con unos 

oligonucleótidos que portaban una secuencia de 36 nucleotidos 

correspondientes a 12 aminoácidos (T   H  R  P  P  M W S P V W P) del ligando del 

receptor de la transferrina, involucrados en la unión a su receptor. Ésta 

proteína recombinante se expresó y purificó utilizando el mismo método 

que el descrito para el Nb1_ISG75.  
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OBJETIVO 3.2 PREPARACIÓN Y EVALUACIÓN IN VITRO E IN 

VIVO LA CAPACIDAD TRIPANOCIDA DEL NANOSISTEMA 

CARGADO CON PENTAMIDINA Y RECUBIERTO CON EL 

Nb1_ISG75 O Nb1_ISG75-TFRL. 

 

3.2.1 Generación del nanosistema (Dendrímero C18-8TA-pentamidina-

Nb1_IS75/Nb1_ISG75-TfRL).  

Tras la obtención del Nb1_ISG75 específico frente a T. brucei y el Nb 

con el ligando del receptor de la transferrina (Nb1_ISG75-TfRL), utilizamos 

el dendrímero 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 dendrímero DDC18-8TA consta de una larga cadena alquilo como 

componente hidrofóbico y un pequeño dendrón de poliamidoamina 

(PAMAM) que lleva grupos terminales de amina terciaria ionizable como 

entidad hidrofílica (Figura 39 a). Este dendrímero anfipático es altamente 

soluble en agua (> 20 mg/ml) y puede autoensamblarse para formar 

nanomicelas de dendrímero supramolecular ionizable de tamaño 

comprendido entre 12-17 nm. El valor de la concentración micelar critica del 

DDC18-8TA es de 17 μM y tiene una toxicidad muy baja para las células de 

mamífero, tales como las células renales humanas (HEK 293), los 

fibroblastos de ratón (L929), las células renales caninas de Madin-Darby 

(MDCK) y los glóbulos rojos de ratón (RBC) (Dhumal et al., 2021).  

Para formar el nanosistema final, primero se encapsuló la pentamidina con 

una eficiencia > 92% determinada mediante HPLC en las nanomicelas de 

dendrímero y posteriormente se añadió polietilenglicol (C18-PEG24) para 

facilitar la conjugación de los nanoanticuerpos. Nb1_ISG75 y Nb1_ISG75-

TfRL (Figura 39 b). El potencial Z (ζ) 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. Éste dendrímero es 

ionizable y se protona en condiciones ácidas, favoreciendo la 

desestabilización de las micelas y la liberación de pentamidina.  
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Figura 39. Dendrímero DDC18-8TA anfipático y formulación del nanosistema completo. 

(a) Estructura del dendrímero C18-8TA con un peso molecular de 2173.0990 y formula 

molecular C107H214N32O14. (b)  Nanosistema 1 con pentamidina base encapsulada en su 

interior (hidrófoba) y recubierto por cadenas de polietilenglicol (C18-PEG24), que facilita el 

anclaje del Nb1_ISG75 (nanosistema 2) o Nb1_ISG75-TfRL (nanosistema 3) mediante 

“química 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 

aumentó la eficiencia con respecto al nanosistema 1 ya que la IC50 fue tres 

veces menor (3,9  y 14,9  nM respectivamente). El nanosistema 3 aumentó 

aún más 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 

tratábamos con el nanosistema 3, diminuyendo la IC50 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 aún más un efecto selectivo de los 

nanosistemas 2 y 3. En el caso del nanosistema 2 se observó un aumento de 

2 veces en la eficiencia con respecto al nanosistema 1 (IC50 4.5 y 8.4 nM 

respectivamente) y hasta 5 veces tras el tratamiento con el nanosistema 3, 

que disminuyó su IC50 hasta 1.8 nM  (Figura 40 a).  Estos resultados indican 

que la adición al nanosistema del Nb1_ISG75 y aún más, la adición al Nb de 

la secuencia de TfRL aumentan la eficacia del mismo.  

Se estudió también la citotoxicidad del nanosistema 2 y 3 en 

diferentes tipos de células de mamífero, tales como células de 

adenocarcinoma humano (COLO N680), células de riñón de mono verde 

africano (Ma104), células de queratinocitos de la piel (HaCat) y células de 

cáncer de cuello de útero (HeLa). La IC50 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 cálculo de la IC50 mediante curva de dosis 

respuesta. (a) IC50 del nanosistema 1, 2 y 3 frente a las tres cepas de T. brucei (221, GVR35-

VSL2, EATRO1125) (b) IC50 del nanosistema 2  (c) IC50 del nanosistema 3,  frente a cuatro 

líneas celulares de mamíferos (COLO, MA104, HaCat, HeLa). Los resultados son la media 

de tres experimentos diferentes. 

 

3.2.3 La adición 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 realizó un ensayo mediante citometría de flujo 

empleando los nanosistema 1, 2 y 3 marcados con el fluorófofo Cy3 (Figura 

41 a). En T. brucei 221, los parásitos tratados con el nanosistema 1 generaron 

un pico de fluorescencia en valores entre 102 y 103, que consideramos como 

“unión 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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correspondía con la fluorescencia de una unión débil, con un 36% de las 

células y un segundo pico en el que los valores de fluorescencia fueron 100 

veces mayores, considerándose como “unión fuerte” con un 33% de las 

células (Figura 41 a,b). Este resultado nos indica que la adición del 

Nb1_ISG75 al nanosistema, está aumentando significativamente la 

selectividad y especificidad de unión 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 unión fuerte fue menor (15% 

de las células)  que usando el nanosistema 2, mientras que aumentó la unión 

débil (50%). Éste resultado nos estaría indicando que la adición del ligando 

del receptor de la transferrina al Nb, está ejerciendo algún tipo de 

impedimento estérico (Figura 41 a,b). En la cepa de T. brucei, GVR35-VSL2, 

el tratamiento con el nanosistema 1 solo generó una unión 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 unión débil 

con un 30% de las células y una unión fuerte con un porcentaje de células 

del 33%. Por otro lado, el tratamiento con el nanosistema 3 también generó 

una unión fuerte con un 13% de las células y una más débil con el 52% de 

las células (Figura 41 b).   

 Mediante microscopia de epifluorescencia, también visualizamos 

este efecto de unión en T. brucei 221  de los nanosistemas 2 y 3 (Figura 41 c,d 

respectivamente). Tras el tratamiento, observamos como los parásitos 

tratados con el nanosistema 2 tienen mayor intensidad de señal en rojo que 

los tratados con el nanosistema 3. En ambos casos, la señal en rojo se 

concentra en la parte anterior y a lo largo del cuerpo celular del parásito 

(Figura 41 c,d).  Todos estos resultados confirman que los nanosistemas 2 y 

3 se unen específicamente a la superficie de T. brucei vivos.  
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Figura 41. La adición del Nb1_ISG75 o Nb1_ISG75-TfRL al nanosistema aumenta la 

especificidad por T. brucei. (a) Citometría de flujo tras 10 minutos de tratamiento con el 

nanosistema 1 (dendrímero-DDC18-8TA), nanosistema 2 con el Nb (C18-8TA-

Cy3+Nb1_ISG75) y nanosistema 3 con la proteína  de fusión Nb1_ISG75-TfRL (C18-8TA-

Cy3+Nb1_ISG75-TfRL) marcados con el fluorófofo Cy3 frente a dos cepas de T. brucei (221 

y GVR35-VSL2). (b) Porcentaje de células con unión 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 

microscopía de epifluorescencia. DAPI marca el ADN, núcleo 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 infección en un modelo de ratón de 

tripanosomiasis africana  

 

Basándonos en los resultados previos del nanosistema in vitro, 

quisimos determinar su eficacia en un modelo en ratón de la primera etapa 

de la infección por T. brucei. Se infectaron ratones con la línea celular de T. 

brucei GVR35-VSL2, que expresa un transgén de luciferasa (PpyRE9h) para 

facilitar la medición de la infección en animales vivos utilizando imágenes 

de bioluminiscencia (BLI) (Burrell-Saward et al., 2014; McLatchie et al., 

2013).  

Se emplearon seis ratones, cada uno infectado con 3x104 

tripanosomas y se tomaron imágenes el día 4 después de la infección. Éste 

dato determinó el nivel de señal BLI previo al tratamiento que se midió 

como fotones por segundo (p/s) tras la administración del sustrato de la 

luciferasa. Todos los ratones infectados tenían un flujo total de entre 1,5x109 

y 9x109 p/s. Después de la toma de imágenes del día 4, se hicieron 3 grupos 

de 2 ratones y cada uno se trató durante 5 días consecutivos con (1) 2.5 

mg/kg (2.5 mpk) de pentamidina cargada en el nanosistema, (2) 5 mg/kg 

(5mpk) de pentamidina cargada en el nanosistema o (3) nanosistema sin 

pentamidina (control), usando como vehículo PBS (Figura 42).  
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Figura 42. Esquema del proceso de infección y tratamiento en el modelo animal de 

tripanosomiasis. Cuatro días tras la infección se comenzó 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 contenía pentamidina.  Se tomaron imágenes días alternos hasta el día 20 

después de la infección (ddi).  

 

Los niveles de infección fueron evaluados por BLI los días 6, 8, 11, 13 

y 15 (Figura 43). Después del primer día de tratamiento, la señal BLI en los 

ratones tratados con 5 mpk había disminuido 2000 veces en relación con la 

señal previa al tratamiento, y 230 veces en los tratados con 2.5 mpk mientras 

que en los ratones control había aumentado más de 8 veces. Esta diminución 

fue aún más acentuada el día 8 y 11 después de la infección (4 y 7 días 

después del tratamiento), en los que no se detectaron parásitos en el cuerpo 

de los ratones tratados, asumiendo que estaban curados. Así continuó los 

días 13 y 15 después de la infección, 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 

sanguíneo y curar la enfermedad tras solo 4 días después de comenzar el 

tratamiento. En el día 8 después de la infección, los ratones control fueron 

sacrificados siguiendo los criterios de punto final humano, ya que la señal 

BLI indicaba una elevada carga parasitaria que se correspondía con los 
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síntomas clínicos de la tripanosomiasis y muerte (McLatchie et al., 2013). 

Por otro lado, un ratón tratado con 2,5 mpk curado tuvo que ser sacrificado 

4 días después de comenzar el tratamiento a debido a que redujo su peso 

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

Según estos resultados, el nanosistema curó la tripanosomiasis 

africana en un modelo de la primera etapa de la infección eliminando a los 

parásitos tras 5 inyecciones con 2.5 mpk y 5 mpk.  
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Figura 43. El nanosistema 2 curó la primera etapa de la infección en un modelo de ratón 

con tripanosomiasis. Tres grupos de 2 ratones fueron infectados con T. b. brucei GVR35-

VSL2 lo que permitió la monitorización de la infección en ratones vivos a lo largo del 

tiempo mediante imágenes bioluminiscentes (BLI). BLI se realizó antes de empezar el 

tratamiento, 4 días después de la infección (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 5mpk 

provocó una disminución en la señal bioluminiscente 2 días después de comenzar el 

tratamiento y continuó así durante todo el proceso de infección. Los controles tratados solo 

con nanosistema vacío se sacrificaron según el criterio de valoración humano el día 8. (a) 

Para cada grupo de ratones, se muestran imágenes ventrales y dorsales seleccionadas para 

la BLI.  (b) Cuantificación de la luminiscencia combinada (dorsal + ventral) en todo el ratón 

en fotones por segundo (p/s). La barra de escala representa los fotones emitidos en 

cualquier punto dado de la imagen. Los tiempos de exposición oscilan entre 0,5 segundos 

(para ratones muy infectados) y 5 minutos (para animales no infectados). 
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PRIMERA PARTE: Búsqueda de nuevas moléculas con actividad tripanocida 

a partir de una colección de productos naturales de la Fundación MEDINA.  

La naturaleza ha evolucionado para producir una amplia variedad 

de productos naturales con una actividad biológica única en términos de 

afinidad y especificidad. Entre ellos, los antibióticos son el ejemplo más 

popular (Firn and Jones, 2003). Desde el descubrimiento de la penicilina en 

1929, que fue estructuralmente conocida en 1945 e introducido como el 

primer antibiótico 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 

colección  de extractos naturales procedente de microorganismos del suelo 

para la identificación 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 años y presentan una gran variabilidad estructural y 

funcional, que escapan a las limitaciones de la síntesis de compuestos 

químicos, 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 identificación de nuevas moléculas con actividad biológica 

(Newman and Cragg, 2012), siendo actualmente el 60% de los 

medicamentos disponibles en el mercado productos de origen natural o 

análogos 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 fermentación de una colección 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 A  y 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 químicas tales como alcaloides, policétidos, 

terpenos, etc. (Ibrahim et al., 2021).  Previamente a la identificación de la 

familia de moléculas curvicollide A-C, se habían aislado otras moléculas 

con actividad biológica 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 análisis de sus espectros mediante espectrometría de 

masas de alta resolución 1D y 2D y resonancia magnética nuclear 

correspondiendo a un isómero de los curvicollides A y B, donde uno de los 

dos grupos hidroxi en la molécula está ubicado en C-16 en curvicollide D, 

mientras que en curvicollides A y B, está ubicado en C-16´o 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 

identificación de nuevas moléculas bioactivas a partir de diferentes especies 

de hongos y actinobacterias, cuyo interés además sigue aumentado a raíz 

de la disponibilidad de las secuencias del genoma de múltiples 

actinomicetos, en los que se ha visto que contienen grupos de genes 

“crípticos”, que rara vez se expresan, y que constituyen un vasto reservorio 

de nuevas moléculas aún por identificar. De hecho, se estima que solo se 

han descubierto del 1- 3% de los antibióticos de los estreptomicetos, y el 

porcentaje es aún menor para otros actinomicetos 'raros' (Baltz, 2008). 

 

 



158 | D i s c u s i ó n                  O b j e t i v o  2  

 

SEGUNDA PARTE: Estudio del mecanismo de acción y efecto tripanocida en 

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

o CURVICOLLIDE D 

El curvicollide D presentó una potente actividad tripanocida frente a 

las formas sanguíneas de T. brucei, no presentando citotoxicidad a esta 

concentración en células de mamífero Hep G2. Cumple además con los 

estándares del DNDi para la selección de fármacos para el tratamiento de 

enfermedades causadas por parásitos Kinetoplástidos, ya que el criterio 

especifica que los valores de IC50 deben ser ≤10 μM y tener un índice de 

selectividad ≥10. 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 antifúngica 

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, así como el mecanismo de acción responsable de su actividad 

biológica.  

Nuestro estudio demuestra que el  curvicollide D induce  parada del 

ciclo celular en la fase G2/M, seguida de muerte celular.  Además, produce 

cambios fenotípicos y estructurales en el nucléolo. Mediante análisis de 

qPCR se observó que el desmantelamiento del nucléolo estaba ligado a una 

inhibición de la transcripción mediada por la ARN Pol I en el locus 

ribosómico y en el sitio de expresión activo. De igual forma, también se 

observó inhibición la transcripción mediada por la ARN Pol II en la región 

del gen del “spliced leader”. Estos datos indican que el curvicollide D es un 

inhibidor de la transcripción mediada tanto por la ARN Pol I como por la 

ARN Pol 2. 

En T. brucei, la inhibición de la transcripción mediada por la ARN Pol 

I es especialmente importante, ya que además de la transcripción de los 

genes de ARN ribosómico, es la encargada de transcribir los genes que 

codifican para la proteína variable de superficie VSG en las formas 

sanguíneas de T. brucei, (Lee and Van der Ploeg, 1997). En los tripanosomas 

africanos, la inhibición de la transcripción ha demostrado ser una diana 

https://dndi.org/scientific-articles/2009/drug-screening-for-kinetoplastid-diseases-a-training-manual-for-screening-in-neglected%20diseases/
https://dndi.org/scientific-articles/2009/drug-screening-for-kinetoplastid-diseases-a-training-manual-for-screening-in-neglected%20diseases/
https://dndi.org/scientific-articles/2009/drug-screening-for-kinetoplastid-diseases-a-training-manual-for-screening-in-neglected%20diseases/
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terapéutica adecuada debido a su alta tasa de proliferación en comparación 

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

El curvicollide D, al igual que se ha descrito en otros inhibidores de 

la transcripción, está 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). Clínicamente, 

los agentes de unión 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). Específicamente, el BrEt se usó para tratar la tripanosomiasis africana 

bovina (Roy Chowdhury et al., 2010), y el aceturato de diminazeno, otro 

agente de unión al ADN, se usó con el mismo propósito (da Silva Oliveira 

and de Freitas, 2015).  

En resumen, la presente tesis, constituye la primera demostración de 

que un miembro de la familia curvicollide tiene actividad tripanocida, 

ejercida mediante una inhibición general de la transcripción debida a su 

intercalación en el ADN. Estos resultados podrían constituir el punto de 

partida para que, a partir de los curvicollides, se puedan desarrollar nuevos 

compuestos más específicos o selectivos contra T. brucei. Es importante 

enfatizar que la síntesis del curvicollide C, estructuralmente similar al 

curvicollide D, ya se ha conseguido (von Kiedrowski et al., 2017), lo que 

abre la puerta para la síntesis 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 concentración inhibitoria 50% (IC50) 

frente a T. brucei  en el rango de nM, teniendo un índice de selectividad 
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respecto a diferentes células de mamífero desde 15 a > 250, por lo que 

también cumple con los criterios del DNDi para la selección de fármacos 

frente a kinetoplástidos. Hemos comprobado que el mecanismo de entrada 

de la chaetocina es mediante endocitosis. La mayor parte de los fármacos 

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 único fármaco 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 podría haber 

una relación entre la aparición de resistencias en T. brucei y el mecanismo 

de entrada del fármaco. La manera precisa de entrada de la suramina se 

desconoce. Se sabe que hay varias proteínas involucradas y se ha propuesto 

que la proteína ISG75 actúa como su receptor, aunque esto último no se ha 

demostrado (Alsford et al., 2013). Por otro lado, se ha sugerido que la 

suramina, al tener una alta carga positiva, podría unirse a proteínas séricas 

abundantes. De hecho, se ha descrito que la suramina se une a la 

lipoproteína de baja densidad (LDL) la cual entra al parásito 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 

proteínas a través de sus grupos tiol (refs). Por tanto, al igual que la 

suramina, la chetocina podría entrar a T. brucei unida a proteínas séricas 

(Song et al., 2015) Finalmente, si como hemos sugerido anteriormente, la 

forma de entrada del fármaco podría estar relacionado con la generación de 

resistencias, dado que la chaetocina y la suramina entran por un mecanismo 

similar, cabría especular que la aparición de resistencias a chaetocina sería 

poco probable. 

Al igual que ocurría en el curvicollide D, la chaetocina también 

induce el desmantelamiento del nucleolo y la inhibición de la transcripción 

mediada por la ARN Pol I en el locus ribosómico y en el sitio de expresión 

activo. Su acción es rápida, ya que estos efectos se detectaron tan solo 3 

horas después de iniciar tratamiento. Esto podría ser consecuencia de su 

entrada por endocitosis, que es un proceso extremadamente rápido en T. 
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brucei.  En un estudio previo de la chaetocina en T. cruzi se observan efectos 

similares: altera la proliferación, detiene la progresión del ciclo celular e 

induce el desmantelamiento nucleolar (Zuma et al., 2017). Sin embargo, no 

analiza el efecto en la transcripción del locus ribosómico. 

Por otro lado, la chaetocina no mostró efecto de inhibición de la 

transcripción mediada por la ARN Pol II, lo que indica que acción 

inhibitoria es específica de la ARN Pol I, a diferencia de lo que ocurría con 

curvicollide D. En células de mamífero, la mayoría de los compuestos 

inhibidores específicos de la ARN Pol I son ligandos de estructuras G4 de 

ADN. Por tanto, la selectividad en la inhibición de la transcripción de los 

genes transcritos por la ARN Pol I en T. brucei podría deberse a que la 

chaetocina fuese también un ligando de G4.  Esta hipótesis estaba 

respaldada por el hecho de que las regiones 5´UTR y las regiones 

promotoras en T. brucei son muy ricas en G4 (Marsico et al., 2019). Un 

estudio detallado de la región promotora de un sitio de expresión en T. 

brucei mostró la presencia de dos regiones conservadas denominadas como 

caja 1 y caja 2, que también están presentes en el promotor del locus 

ribosómico (Jefferies et al., 1991; Pham et al., 1996; Vanhamme et al., 1995; 

Zomerdijk et al., 1991). Estas secuencias son esenciales para la transcripción 

de estos dos promotores y a ellas se une el mismo factor de transcripción 

(Berberof et al., 2000).  En el análisis bioinformático para la búsqueda 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 expresión activo 221 (Figura 33). Finalmente, 

mediante dicroísmo circular, espectroscopía UV y ensayos de PCR stop, 

hemos demostrado que la chaetocina es capaz de interaccionar in vitro con 

estas secuencias G4. Por lo que podríamos hipotetizar que el efecto 

inhibitorio de la transcripción de estos locus transcritos por la ARN Pol I se 

debe a que la estabilización de estas estructuras G4 por la chaetocina 

impediría la unión del factor de transcripción que tienen en común los 

promotores del locus ribosómico y el sitio de expresión.  

Hasta el momento, no se habían visualizado estructuras G4 en T. 

brucei, pero si se ha descrito un compuesto, una dimida de naftaleno 

conjugada con azúcar, que se une selectivamente a estas estructuras in vitro, 

que en tripanosomas vivos se concentra en el núcleo y kinetoplasto y que 
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ejerce un potente efecto tripanocida (Belmonte-Reche, Martínez-García et 

al. 2018, Zuffo, Stucchi et al. 2019), poniendo de manifiesto la importancia 

de estas estructuras como diana terapéutica. 

La estabilización de secuencias G4 también se ha observado con otros 

compuestos, como las dimidas de naftaleno (NDI) (Sanchez-Martin et al., 

2021), ácido gálico (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 análogo en la 

disrupción nucleolar, en la parada del ciclo en la fase G2/M, y en la 

inhibición de la transcripción 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 línea 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 estabilización de G4.  

En resumen, nuestros resultados indican que la chaetocina es un 

ligando de G4 que inhibe la transcripción de la ARN Pol I, tanto en el locus 

ribosómico como en el sitio de expresión activo y que además induce daño 

en el ADN. Estos serían los principales mecanismos de acción de la 

chaetocina como molécula tripanocida.  
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TERCERA PARTE: Desarrollo de un transportador de fármacos guiado por 

nanoanticuerpos capaz de atravesar la barrera hemato-encefálica y tratar la fase 

neurológica de la enfermedad. 

El gran avance que ha experimentado la nanotecnología en los 

últimos años 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 está formado 

por una nanopartícula dendrimérica cargada con pentamidina y recubierta 

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

La elección del antígeno adecuado era esencial para la producción 

con éxito de un Nb que reconociera a todas las subespecies de T, brucei, ya 

que hasta ese momento no había ninguno con esta característica.  El primer 

Nb que se generó frente a T. brucei fue el NbAn33 (Stijlemans et al., 2004). 

Este Nb reconoce a un epítopo glicosilado, encriptado en la zona interna de 

la VSG presente en muchas subespecies y cepas de T. brucei. Su eficacia para 

dirigir de manera específica moléculas tripanocidas (Baral et al., 2006)  o 

nanopartículas cargadas con fármacos (Arias et al., 2015) ha sido puesta de 

manifiesto. Además, nuestro grupo demostró que este nanotransportador 

de fármacos, al cambiar la vía de entrada del fármaco y hacerlo por 

endocitosis, vence resistencias a fármacos asociadas a mutaciones de sus 

transportadores de superficie (Unciti-Broceta et al., 2015). Este estudio 

evidenció que la superficie de T. brucei es una excelente diana terapéutica 

para la generación de Nbs debido a la alta tasa de renovación de la 

membrana celular. Sin embargo, las principales limitaciones del 

nanotransportador generado eran dos: i) que el epítopo que reconoce el 

NbAn33 no está conservado en todas las subespecies de T. brucei; ii) que el 

nanotransportador no atravesaba la BHE y no era eficaz en la etapa 

neuroencefálica 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 variación 

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

Las ISG son proteínas conservadas en los tripanosomas africanos, lo 

que las convierte en potenciales antígenos para la obtención de un Nb 
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universal. Estas proteínas no están 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 proteínas ISG 65 y 

ISG75 en parásitos fijados, pero no en parásitos vivos (Ziegelbauer and 

Overath, 1993). Sin embargo, el pequeño tamaño de los Nbs les permite 

alcanzar epítopos inaccesibles para un anticuerpo convencional (Stijlemans 

et al 2004). Para la obtención de Nb1_ISG75 se seleccionó como antígeno 

una región muy conservada en la proteína 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 colaboración para analizar su capacidad de 

reconocimiento de las subespecies que causan la enfermedad en humanos. 

Dado el alto grado de conservación, nuestra predicción 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 añadió en 

su extremo amino la secuencia del ligando del receptor de la transferrina, 

generándose así el Nb Nb1_ISG75-TfRL  

Otro aspecto importante en la generación de un nanotransportador 

de fármacos basado en nanopartículas es la elección del polímero. Una clase 

de polímeros que están ganando protagonismo actualmente son los 

dendrímeros, 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 dendrímeros de poli-amidoamina (PAMAM), cargados con 

pentamidina y recubiertos con PEG para facilitar su  unión con los Nbs. El 

nonosistema 1 estaba formado por el dendrímero 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 tenían un tamaño 

de 12-17 nm, un potencial Z (ζ) 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 más interesantes desde un punto 

de vista de su aplicabilidad es que no liberan fármaco 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 fármaco en 

su interior. 

En un estudio in vitro observamos que el nanosistema más eficaz fue 

el 3. Como esperábamos, el nanosistema 2 fue hasta 3 veces más eficiente 

que el 1, ya que el Nb1-ISG75 le confería especificidad por T. brucei (la IC50 

del 1 fue 14.9 frente a la del dos 4.9). El nanositema 3 fue más eficiente en la 

muerte de T. brucei que el nanosistema 2, ya que su IC50 fue 2 veces menor. 

Sin embargo, los experimentos de unión mostraron una pérdida de afinidad 

del nanosistema 3 por T. brucei. Este resultado sugiere que la adición de la 

secuencia TfRL aporta impedimento estérico al Nb y dificulta la unión del 

Nb1_ISG75 a su diana. Nuestra hipótesis para explicar esta discrepancia 

entre eficacia y afinidad es que el nanosistema 3 podría estar produciendo 

la muerte del parásito por dos vías i) mediante la unión a la proteína ISG75, 

entrando por endocitosis y liberando la pentamidina ii) mediante la unión 

al receptor de la transferrina, bloqueando la captación de hierro por el 

parásito, lo que resultaría en una rápida muerte celular. 

Finalmente, el estudio piloto in vivo realizado con el nanosistema 2 

demostró su eficacia para el tratamiento de la fase temprana de la 

enfermedad. La confirmación de la capacidad de Nb1_ISG75 de unirse a las 

subespecies de T. b. brucei responsables de la infección en humanos 

supondría disponer de un nanotransportador de fármacos eficaz en la 

primera fase de las enfermedad, independientemente de la subespecie 

responsable de la infección y de si es resistente a fármacos. Estos resultados 

abren las puertas a los ensayos con el nanosistema 3 en la fase neurológica 

de la enfermedad que es la que presenta más dificultades de tratamiento. 

Estos ensayos están planificados para un futuro próximo.  
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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-Nb1_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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tripanosomiasis Africana el impacto de diferentes tratamientos.  

 

 (05/08 – 05/09/2017): Estancia en la Universidad Libre de Bruselas (VUB) 

para el desarrollo de Nanoanticuerpos para Aplicaciones de Diagnóstico y 

Tratamiento. En el departamento de Inmunología molecular y celular 

(CMIM). Facultad de Ciencias. Bruselas. 

 

 (27/02/ - 30/04/2017): Estancia en la Universidad de medicina Veterinaria y 

Farmacia, en Kosice, Slovakia. Realización de ensayos funcionales en un 

modelo de Barrera hemato-encefálica in vitro. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 


