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RESUMEN

Entre las muchas peculiaridades que se encuentran al estudiar los organismos
tripanosomatidos de interés clinico, una de las mas interesantes desde el punto de vista de la
identificaciéon de nuevas dianas terapéuticas es la forma como este parasito destoxifica su
ambiente intracelular de especies oxidantes. Al carecer del ubicuo sistema glutatién/glutation
reductasa, en su lugar, el parasito cuenta con un sistema analogo modificado que emplea el
tripanotiéon (T[SH],), que no es mas que dos moléculas de glutatiéon unidas por un puente
espermidina. Esta uniéon permite que los tioles activos de la molécula se encuentren en mas
proximidad haciéndola mejor reductor que el glutation. En el centro del metabolismo del
T(SH), se encuentra la tripanotiéon reductasa (TryR), una enzima esencial para la
supervivencia del parasito que esta encargada de mantener en todo momento un poo/ de
tripanotién reducido dentro de la célula. Esta enzima es un homodimero que cuenta con dos
centros activos en los que participan residuos de ambas subunidades, haciendo de su
configuraciéon dimérica una caracteristica fundamental para su actividad.

Al sintetizar un péptido que emula una de las hélices o que hacen parte de la interfaz de
dimerizacion ubicada donde ambas subunidades hacen contacto, hemos sido capaces de
desestabilizar el dimero de la enzima y minimizar su actividad. Se han desarrollado distintas
variantes de este péptido con el fin de mejorar su estabilidad y potenciar su actividad. Entre
las modificaciones realizadas se encuentran (1) la sustitucién por alanina de cada uno de sus
aminoacidos para evaluar su relevancia, (2) el acortamiento del péptido para determinar la
secuencia minima que conserva la actividad deseada y (3) la creacion de péptidos
estructuralmente restringidos en los que se intentan mantener las caracteristicas estructurales
de la hélice original. A partir de las exploraciones realizadas se obtuvieron dos péptidos
especialmente relevantes: TRL35, (Ac-PKIIQSVGISN, KN, ;-NH,) y TRL38 (Ac-
PKIIQSVGI-NH,), de 13 y 9 aminoacidos, respectivamente.

Ademas, basandonos en las interacciones que se dan entre la enzima y el péptido corto
deducidas de las simulaciones de dinamica molecular, se desarrollé un modelo farmacoférico
que permiti6 la identificaciéon de moléculas pequefias con capacidad de inhibir la actividad
enzimatica.

Para finalizar, hemos caracterizado bioquimicamente la interaccién entre TRL35 y TryR,
logrando identificar el modelo mediante el cual se da esta inhibicién y las implicaciones de

esta en la estabilidad de la estructura globular de la enzima.



ABSTRACT

Introduction

The pharmacological treatment of Leishmaniasis still leaves much to be desired in terms of
efficacy and effort devoted to the development of new agents. In the search for novel
molecular entities, it is always preferable to focus on targets that are absent in the human
host. Leishmania parasites lack the ubiquitous glutathione/glutathione reductase system
(GSH/GIuR) that is used in most prokaryotic and eukaryotic cells to detoxify their
intracellular milieu from the damaging oxidizing agents produced during metabolism.
Instead, they make use of the rather unique trypanothione/trypanothione reductase
(T(SH),/TtyR) system, the blockage of which can be used to impair patasite survival.
T(SH), is formed by two glutathione molecules bound together by a spermidine bridge. This
molecule is so effective (more than glutathione) as an antioxidant that Lezshmania relies solely
on this system to withstand the harsh oxidant environment found inside of the
phagolysosome.

TryR is a homodimeric enzyme with C2 symmetry and two independent catalytic sites, each
of which is made up of residues belonging to both monomers. Therefore, the dimeric
configuration of this enzyme is an absolute requirement for its activity. At the core of the
interaction between TryR subunits lays the dimerization interface, a hydrophobic patch that
keeps both monomers tightly joined. Right in that hydrophobic patch we have identified a
couple of amino acids that are important for maintaining a proper interaction between the
monomers. These amino acids, glutamic acid 492 and glutamine 495, were incorporated into
a 13-mer a-helix that we designed as an inhibitory peptide targeted to the dimerization
interface of TryR. To assess this peptide and its follow-up derivatives, we implemented an
easy scalable activity assay and developed a new ELISA that allowed us to quantify their

impact on TryR dimerization and activity.



Results

Concentration-dependent NADPH inactivation of TryR.

The activity of TryR can be followed by using an assay that has been published and
extensively reviewed. Briefly, instead of following the activity of TryR by the consumption
of NADPH at sub UV wavelengths, which can be quite cumbersome using plastic microwell
plates, this assay couples the consumption of TS, with the reduction of Ellman's reagent
(DTNB). During this process DTNB oxidizes the T(SH), produced by the enzyme and is
converted into TNB, whose yellow color can be easily quantitated. During the
implementation of this technique we serendipitously realized that the NADPH/NADP"
ratio has a huge impact on the enzyme activity. It has been proven that a fully reduced GluR,
formed by incubation with an excess of NADPH, produces a dormant enzyme more prone
to be degraded. We hypothesize that in TryR this overreduction is also a regulatory
mechanism analogous to that found in the GSH/GIuR system used by other organisms

(Figures 4.11 & 4.12).

Changing one amino acid changes everything.

As we mentioned before, the peptide (Ac-PEIIQSVGISMKM-NH,) mimics an a-helix of
13 amino acids located in the dimerization interface of TryR. We were able to show that the
peptide does, in fact, destabilize the dimeric structure of the enzyme and also impairs its
activity. By site-directed mutagenesis we identified the E436 residue to be a dimerization
hotspot. This residue corresponds to the second amino acid of the peptide.
Counterintuitively, the change of the glutamic acid in the second position of the synthesized
peptide by the oppositely charged amino acid lysine rendered the peptide even more effective
in its ability to both destabilize the dimer (x2) and inhibit its catalytic activity (x30). The
peptide was also modified by replacing each of the easily oxidizable methionines with
notleucine, a non-natural amino acid. This substitution was found not to interfere with the
inhibitory features of the original peptide while making it more stable during long incubation
periods. 'This novel, more effective peptide was denominated TRL35 (Ac-
PKIIQSVGISN, ;KN ;-NH,) and it became the reference peptide used throughout this
thesis (Figure 4.20). According to results from molecular dynamic simulations, the TRI.35’s
lysine interacts with the glutamic 436’ and the aspartic 432” residues of the subunit. This

electrostatic attraction adds to the rest of interactions that, together, anchor the peptide



inside the cleft of the dimerization interface between the subunits thus disrupting their

association (Figure 4.25).

Activity and dimerization assays, different but complementary.

The dimer quantitation assay (dimerization assay) and the activity assay are fundamentally
different. In the former high concentrations of the enzyme are used in a substrate-free
environment, whilst in the latter a much lower enzyme concentration is required and the
substrate concentration is kept constant. By combining both assays, we have demonstrated
that the loss of activity caused by our prototype is linked to the loss of TryR dimeric forms,

a process that is highly accelerated when the enzyme is catalytically active. (Figure 4.24, 4.29
& 4.30)

TRL35 modifications and enhancements

TRIL35 was further modified in attempts to increase its helical stability and identify the most
relevant positions. Scouting the different peptide positions by alanine-scanning helped us to
identify the glutamine in the fifth position to be relevant in the interaction between the
peptide and the TryR monomer (Figure 4.26). According to results from molecular
dynamics simulations, this glutamine gives rise to a favorable interaction with the protein
backbone , especially with the valine 460’ and the isoleucine 458, fitting into an existing hole
created by these residues (Figure 4.28). Even though structural stabilization approaches
based on the generation of stapled and lactam bridged peptides proved to be good, making
the peptides more resistant to protease degradation, the decreased flexibility and the added
hydrophobicity rendered less active or completely inactive peptides (Table 4.3, 4.4 &
Figure 4.40). Even though TRIL35 can disrupt the activity of the enzyme from parasite
lysates, neither TRLL35 nor its fluorescently modified version labeled with a FITC at the N-
terminus (TRL58) were able to kill intracellular amastigotes (Figure 4.31, 4.33 & 4.34).
When the peptide was shortened by the C-terminus, the minimum sequence able to retain
the inhibitory and disruptive features was the 9-mer. This short peptide (Ac-PKIIQSVGI-
NH,), which also shows the relevance of the isoleucine 9, was named TRL38 (Figure 4.27).
The interaction model between TryR and TRIL38, obtained by means of molecular dynamics
simulations, was used to build a pharmacophore that revolves around the positive charge of
lysine 2, the ability of glutamine 5 to act as a hydrogen bond donor and the lipophilic features

of isoleucine 9. This pharmacophore model assisted us in the identification, by means of
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virtual screening, of several novel small molecules endowed with inhibitory properties

(Figure 4.41, 4.42 & 4.43).

Human Glutathione Reductase and Leishmania Trypanothione Reductase

Despite the differences between TryR and its human ortholog glutathione reductase
(hGluR), both enzymes share similar domains with an amino acid identity of 30%. Due to
the fact that both enzymes use different substrates it was not possible to implement the assay
that restores the reduced substrate by using DTNB. However, by using the classical approach
in which the NADPH reduction is monitored, we could prove that TRL35 has no effect on
hGluR activity but, interestingly, the peptide that still carries the glutamic acid in the second
position, TRL23 (Ac-PEIIQSVGISN, KN, .-NH,), has an inhibitory effect on the activity
of the human enzyme (Figure 4.63).

Inhibitory Mechanism of TRL35

Even though we know that TRILL35 interacts with TryR by somehow weakening its dimeric
configuration and impairing its activity, to precisely describe how this interaction occurs we
would need a protein/peptide crystal complex. Until such a crystal structute is obtained
(work in progress), biochemistry can give us a good idea of how, catalytically-wise, these
peptides affect the enzyme. Even though the experimental data did not fit to the classic
biochemical inhibitory models, we were able to prove that activity impairment is an
irreversible event and that the inhibition curves describing the experimental results were far
from lineal. Instead, they resemble those observed with merlasen oxide, a prototypical time-
dependent GluR/TryR inhibitor. When time-dependent models were applied to the
inhibition data obtained from the TryR/TRL35 experiments data fitting was greatly
improved, therefore suggesting that TRL35 exhibits a time-dependent non-competitive
irreversible inhibition on TryR. This demonstrates that the peptide can bind both to the
enzyme and to the enzyme-substrate complex and explains why both the dimer quantitation
assay (dimerization assay), carried out in the absence of substrate, and the activity assay work.

(Section 4.9)

TryR Monomer Stability
After conducting several dimerization assays using TRL35, the appearance of a slight
precipitate in the wells was a common occurrence. Because of this, we hypothesized that the

irreversible inhibition could be associated to precipitation of the enzyme. To test our
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hypothesis we centrifuged the samples after treatment with different peptides and carried
out a western-blot assay. Only the enzyme in the samples treated with TRIL35 disappeared
from the membranes while those treated with other peptides were present. This finding
suggests that dimer disruption by TRIL35 exposes some of the hydrophobic patches present
in the monomer, which might cause the globular subunit conformation to collapse on itself
or to become associated in a disorderly manner with other nearby disorganized monomers

turning into insoluble protein globs that precipitate (Figure 4.64).
The results obtained in this work allow us to conclude that TRI.35 interacts with the

Leishmania infantum TryR dimerization interface destabilizing its dimeric conformation and

triggering the irreversible loss of activity because of enzyme precipitation.
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1.1 Leishmaniosis

Los parasitos protozoos del género Leishmania son los agentes causantes de la enfermedad
denominada como leishmaniosis, zoonosis transmitida por insectos dipteros de la familia
Psychodidae. 1.a leishmaniosis presenta un amplio espectro clinico que va desde
manifestaciones cutaneas que pueden cicatrizar espontaneamente, hasta infecciones
viscerales que pueden causar la muerte. Las diferentes manifestaciones clinicas de la
enfermedad son dependientes tanto del estado inmune del hospedero como de la especie de
parasito implicado. Este parasito pertenece a la familia Trypanosomatidae, la cual ademas de
Leishmania también incluye otros organismos parasitos como Trypanosoma cruzi'y Trypanosoma
brucei, agentes causantes de la enfermedad de Chagas y la enfermedad del suefio

respectivamente (1-3).

Leishmaniosis en el Mundo

<

L/

Y
-8

{

S

I Leishmaniosis Cutanea
M ILcishmaniosis Visceral

[ Cutanea y Visceral

Figura 1.1 | Distribucion de la leishmaniosis en el mundo. Datos de la organizacion mundial de
la salud basados en los casos reportados en el 2014.

Este parasito se encuentra distribuido en todos los continentes exceptuando la Antartida y
Australia, constituyendo un problema de salud publica serio y en aumento. En el afio 2002
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimé que el numero de personas en riesgo de
contraer la infeccion era de alrededor de 350 millones, con un aproximado de 2.3 millones
de casos nuevos cada afo (4). Aunque a fecha de 2015 la OMS estima unas cifras menores,
logrando disminuir el nimero de personas en riesgo a 310 millones con una estimacién anual
de nuevos casos de 1.3 millones, la tasa de mortalidad sigue siendo preocupante reportandose

en los ultimos cinco afios unas 100 000 muertes por la forma visceral (5). A pesar de las
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investigaciones que se llevan a cabo en el area desde comienzos del siglo pasado, estudios
recientes han mostrado una reactivacion en varios focos en Italia, China, Brasil e Israel,
ademas de la aparicion de nuevos focos en Marruecos (4,6).

Estas cifras resaltan la importancia de la enfermedad como problema de salud publica no
solo en paises en via de desarrollo sino también en los paises desarrollados. La leishmaniosis
es endémica en todos los pafses del sur de Europa con mas de 700 casos al afio, siendo una
enfermedad dindmica la cual se ve afectada tanto por cambios medio ambientales, como el
calentamiento global que afecta a la ecologfa y distribucién del vector, como por conflictos
geopoliticos que generan desplazamientos masivos de la poblacién (7). En un estudio en el
que se evaluaron los casos importados de leishmaniosis en Italia durante los dltimos 27 afios,
se encontré que aproximadamente un 3.5% de los casos anuales son importados tanto de
otros pafses europeos como de Aftica, América y Asia. Aunque la cifra parezca mindscula,
cabe resaltar que mas del 80% de los casos importados de Asia corresponden a pafses como
Siria, Yemen, Iraq, Afganistan y el Libano (8). Sin embargo, este estudio no tiene en cuenta
la problematica actual en la cual la emigraciéon masiva a Europa de personas provenientes de
paises en conflicto y que son endémicos para esta enfermedad podria aumentar las cifras de

importacion de Leishmania en los préximos afios.

A B
Leishmaniosis en Espaiia (1997 - 2011) Comunidad de Madrid

Madrid Centro
W Alcali de Henares

Hospitalizaciones B Fuenlabrada

x 100 000 hab.
n >5
m35-5

<35

—
30 km

Figura 1.2 | Leishmaniosis en Espafia. A. Distribucién de los casos de Leishmaniosis que
terminan en hospitalizaciones por cada 100 000 habitantes, siendo las comunidades de Castilla la
Mancha y Madrid las mas afectadas seguidas de la Comunidad Valenciana y Baleares. B. Brote de
Leishmaniosis en el municipio de Fuenlabrada (Comunidad de Madrid). El brote comenzé en 2013
y sigue activo.

En Espafa la leishmaniosis es endémica. Tanto la forma cutanea como la visceral es causada
por Leishmania infantum, siendo los fleb6tomos del subgénero Larroussius los vectores mas

comunes y el perro doméstico (Canis familiaris) su reservorio, aunque también se han
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encontrado infectados linces ibéricos (Lynx pardinus), lobos (Canis lupus), liebres (Lepus
granatensis) y ratas (Rattus rattus) entre otros (9). En 1997, momento en que se hizo obligatorio
el reporte de los pacientes con leishmaniosis, en la comunidad de Madrid se reportaban de
15 a 25 casos anuales. Sin embargo, de 2009 a 2013 se presentd en el sur de Madrid el brote
mas grande de leishmaniosis del que se tenga conocimiento en Espafia, con mas de 400 casos,
247 solo en la localidad de Fuenlabrada (10,11) (Figura 1.2 B). Aunque en los paises
desarrollados se suele asociar la apariciéon de leishmaniosis visceral (LV; forma de la
enfermedad que puede causar la muerte) a una co-infeccién junto a VIH, un estudio reciente
en Espafia muestra un aumento de las hospitalizaciones a causa de leishmaniosis
independiente de la presencia de VIH (Figura 1.2 A), siendo las comunidades auténomas de
Castilla la Mancha, Andalucia y Madrid las mas afectadas con un estimado de mas de 5 casos
por cada 100 000 habitantes de 1997 a 2011(12). Datos un poco mas alarmantes de la OMS
estiman que en 2016, solo en Espafia, el 64% de la poblaciéon o 30 354 672 personas estan
en riesgo de LV (13).

Lo anterior deja de manifiesto la necesidad de una busqueda activa de nuevas medidas de
control asi como la identificaciéon de moléculas que puedan servir como blanco terapéutico
para el disefio de farmacos. Ademas del interés que suscita el estudio del parasito desde el
punto de vista clinico y de la salud publica a nivel nacional e internacional, también es
importante desde el punto de vista de la investigacion basica. Al ser un parasito que divergio
de manera muy temprana del arbol filogenético de los eucariotas, Leishmania presenta
caracteristicas bioquimicas, genéticas y morfologicas que lo diferencian de la mayoria de estos
(14), convirtiéndolo entonces en un excelente modelo en el cual se han descubierto
caracterfsticas inusuales en la regulacion génica, como lo son: la transcripcion policistronica,
trans-RINA splicing y un mecanismo particular de edicion del RNA (15-18). Otra de las
singularidades encontradas en estos organismos es la presencia de una sola y enorme
mitocondria a lo largo del parasito. Cerca del cuerpo basal del flagelo, la mitocondria contiene
una gran cantidad de mini y maxi circulos de DNA concatenados en una estructura llamada
kinetoplasto. Ademas, desde el punto de vista inmunolégico, son un excelente modelo para

explorar la respuesta inmune a organismos patoégenos intracelulares (19).

1.1.1 Generalidades de Leishmania spp. y su ciclo de vida

Leishmania es un género perteneciente a la familia Trypanosomatidae, orden Kinetoplastida. Este

género se divide en 2 subgéneros, Leishmania (Viannia) y Leishmania (Leishmania),
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diferenciados segun el sitio especifico del vector en el que se produce la proliferacién de los
parasitos. Asi, los parasitos pertenecientes al subgénero Leishmania proliferan en la region
suprapilorica del tracto digestivo del fleb6tomo, mientras que los parasitos pertenecientes al
subgénero iannia proliferan en la zona peripilérica del mismo (20). Los sindromes
causados por las leishmaniosis abarcan infecciones subclinicas (inaparentes), infecciones
localizadas (lesiones cutaneas) e infecciones diseminadas (cutaneas, mucosas o viscerales).
Estas infecciones causan manifestaciones que van desde ulceras cutaneas que auto cicatrizan
hasta infecciones viscerales que pueden ocasionar la muerte. Generalmente se reconocen 4
formas clinicas de la enfermedad: leishmaniosis cutanea (L.C), leishmaniosis mucocutanea
(LMC), leishmaniosis difusa (LD) y leishmaniosis visceral (LV) (2). En todas estas formas
clinicas la enfermedad aparece como consecuencia de la proliferacion del parasito en las
células del sistema mononuclear fagocitico, ya sea en el higado y bazo (leishmaniosis
visceral), en la dermis (leishmaniosis cutanea y cutanea difusa) o en la mucosa oro-faringea
(leishmaniosis mucocutanea). Estas infecciones pueden ser causadas por alrededor de 21
especies de Leishmania, las cuales pueden ser transmitidas a los humanos por alrededor de 93
diferentes especies de insectos flebétomos de los 800 conocidos (3,21). Como ya se
menciond, en espafia la especie mas relevante de Leishmania es Leishmania infantum y el vector
mas implicado en su transmision son los flebotomineos del subgénero Larrosius.

Cuando el fleb6tomo hembra (género Lutzomyia en el nuevo mundo, Phlebotomus en el viejo
mundo) se alimenta de sangre de un vertebrado infectado, ingiere macréfagos parasitados
con la forma amastigote de Lezshmania (forma intracelular que carece de flagelo, 2-4 um de
diametro) que se encuentran en el interior de la vacuola fagocitica. Ya dentro del intestino
del vector, los amastigotes salen del macréfago y se inicia una transformacién a promastigote
prociclico. En esta fase el parasito se encuentra ubicado en la parte posterior del intestino
del insecto, es poco infeccioso para el mamifero, posee poca motilidad y es altamente
replicativo. Luego el parasito disminuye su capacidad replicativa y pasa por las formas de
promastigote nectonomado y promastigote leptomonado hasta llegar a su forma final
alargada conocida como promastigote metaciclico (15-20 pm x 1.5-3.5 um con un flagelo
de 15-28 um). Esta forma es altamente infectiva, mévil y se encuentra ubicada en la parte
anterior del intestino del insecto y en el aparato picador del mismo. El proceso de
transformacion de promastigote prociclico a metaciclico es conocido como metaciclogénesis.
Ademas de los cambios morfolégicos que se evidencian durante este proceso, también se
presentan cambios bioquimicos y moleculares en el protozoo, como lo son una remodelacion

de los glicolipidos de membrana, lo que causa un engrosamiento del glicocalix, ademas

17



también se induce la expresion de proteinas de membrana especificas de este estadio como
la gp63. Cuando el fleb6tomo se alimenta de nuevo de sangre, deposita la forma metaciclica
del parasito en el interior de la piel, dandole continuidad asi al ciclo de transmisiéon de la

infeccion (22).
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Figura 1.3 | Esquema simplificado del ciclo de vida de Leishmania spp. En verde se presentan los
eventos que se llevan a cabo dentro del insecto vector y en color carne aquellos que transcurren
dentro del hospedador mamifero.

Dentro del tejido del vertebrado, los promastigotes son reconocidos por macréfagos que los
fagocitan por un mecanismo descrito como fagocitosis facilitada. En el reconocimiento y
adherencia del parasito al macréfago se ha descrito la participacion de varias macromoléculas
localizadas en la membrana del protozoo que actian como ligandos. Entre ellas, las mas
importantes y estudiadas son el LPG y la leishmaniolisina o GP63 (23,24). El macréfago, a
su vez, también expresa moléculas en su superficie que funcionan como receptores para el
parasito, entre ellas se destacan: el receptor 3 del complemento, el receptor manosa-fucosa,
el receptor de fibronectina y el receptor de fosfatidilserina. Este dltimo es notablemente

importante durante el proceso de entrada del parasito al macréfago, ya que el reconocimiento
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de la fosfatidilserina en células de mamifero se ha descrito como un elemento critico para el
reconocimiento y la fagocitosis de células apoptoticas. La expresion de fosfatidilserina en la
membrana del parasito confunde por tanto al macréfago, causando una supresion de sus
funciones fagociticas, lo que facilita la evasién de la respuesta inmune por parte del parasito.
De esta manera, la presencia de parasitos en el in6culo que presenten un fenotipo similar a
apoptosis es vital para el establecimiento de la enfermedad (25). Este reconocimiento de la
fosfatidilserina es previo a la lisis celular, previniendo la liberacién de componentes
intracelulares téxicos o inmunogénicos. Sin embargo, este proceso no es unicamente
silencioso en lo que respecta a la inflamacién y el desencadenamiento de la respuesta inmune,
sino que es activamente anti-inflamatorio (26,27). Una vez reconocido por el macréfago el
parasito es fagocitado y, ya dentro del fagolisosoma, gracias a los cambios de temperatura y
pH, el promastigote se transforma en amastigote y comienza a replicarse. Debido a la
proliferacion de los amastigotes intracelulares, los macréfagos parasitados mueren y permiten
la salida de los parasitos, que infectan nuevas células, amplifican la infeccién, causan dafio en
los tejidos y desencadenan la patologia. Dependiendo del lugar donde el parasito se
establezca y replique, se desarrollaran las distintas formas clinicas de la enfermedad. Si esto
ocurre en la dermis se desarrollara una leishmaniosis cutanea; si es en el higado y el bazo se
desarrollara una leishmaniosis visceral y si migran a la mucosa oro-faringea se desarrollara
una leishmaniosis mucosa. El tropismo del parasito por ciertos 6rganos o tejidos es
dependiente de la especie, pero el estado inmune del hospedero puede influenciar también
este tropismo. Por ejemplo, la co-infeccion por Leishmania y el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) incrementa el riesgo de desarrollar LV por un factor de 100 a 2000 en areas
endémicas para VIH. Ademas, la infeccién con VIH reduce la probabilidad de tener una
buena respuesta al tratamiento e incrementa las probabilidades de una recaida. A la vez, la
LV promueve la progresion clinica del VIH y el desencadenamiento de las condiciones que
definen el sindrome de inmunodeficiencia adquirida. Ambas enfermedades exhiben un
efecto sinérgico en detrimento de la respuesta inmune celular debido a que atacan células

relacionadas con la respuesta inmune (28).

1.1.2 Tratamiento de la Leishmaniosis
La OMS considera a la leishmaniosis como una de las principales enfermedades olvidadas

debido a que afecta principalmente a poblaciones de bajos recursos en paises

subdesarrollados o en via de desarrollo. Por lo anterior, el interés comercial por las industrias
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farmacéuticas en el desarrollo de nuevas moléculas para combatir esta enfermedad es
limitado. Aunque existen diversas alternativas para el tratamiento de la leishmaniosis,
ninguno de los farmacos actualmente en uso puede ser considerado como ideal debido a sus
altos niveles de toxicidad, sus subsecuentes efectos secundarios, y la larga duracién del
tratamiento que desemboca en un abandono del mismo. Ademas, en la mayor parte de los

€asos, estos tratamientos no eliminan al parasito por completo (29,30).

1.1.2.1 Antimonio Pentavalente

El antimoniato de meglumina (Glucantime) y el estibogluconato de sodio (Pentostam) son
los farmacos de elecciéon como primera linea para el tratamiento de la leishmaniosis. A la
fecha, el mecanismo de accién de los antimoniales se desconoce y su acciéon probablemente
dependa de la de reduccién 7z vivo del SbY (antimonio pentavalente) a Sb™ (antimonio
trivalente). En general se cree que el Sb actia sobre varios blancos inhibiendo la glucdlisis,
la B-oxidacién de los acidos grasos e inhibiendo la fosforilacion de ADP. También se ha
reportado que causa un bloqueo no especifico de los tioles en las proteinas de los amastigotes
causando la inhibicién de la topoisomerasa I. Ademas, se ha demostrado que el antimonio
puede alterar el potencial oxido-reductor en ambas formas del parasito, promoviendo el
eflujo de glutatién y tripanotion y, por tanto, haciendo al parasito mas susceptible al estrés
oxidativo. Los efectos adversos de los antimoniales incluyen cardiotoxicidad severa,

pancreatitis, nefrotoxicidad y hepatotoxicidad (31,32).

1.1.2.2 Anfotericina B

La anfotericina B, comercializada como Fungizone o AmBisome en su formulacion lipidica,
es un agente antimicotico que se usa desde la década de los 60 como segunda linea de
tratamiento frente a la leishmaniosis. La actividad leishmanicida de la anfotericina B es
atribuida a su selectividad por los esteroles, principalmente el ergosterol presente en la
membrana de los parasitos, formando poros y desencadenando un influjo de iones que
resulta en la lisis celular. LLos efectos adversos de la anfotericina B incluyen nefrotoxicidad

severa, hipoalcalemia y fiebre (33).
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1.1.2.3 Miltefosina

La actividad leishmanicida de la miltefosina fue reportada en 1987 y su mecanismo puede ser
extrapolado de su efecto sobre las células de mamifero en donde causa una modulacion de
los receptores presentes en la superficie de la célula, una activacion de fosfolipasas, de la
proteina quinasa C y otras vias mitogénicas que derivan en apoptosis. Los efectos adversos
de la miltefosina incluyen vomito, diarrea, nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, y teratogenicidad

(34).

1.1.2.4 Paramomicina

La paramomicina fue aislada de S#repromyces riomosus en 1956. Es un amino glucésido efectivo
contra una amplia variedad de bacterias y parasitos. Su actividad leishmanicida fue
demostrada en los afios 60 y aun asi no se comprende del todo su modo de accién. Se sabe
que se une a la subunidad 30S del ribosoma, interfiriendo con la iniciacién de la sintesis
proteica, fijando el complejo ribosomal 30S-50S en el codén de inicio del mRNA y
ocasionando as{ una acumulacién de complejos de iniciacion anormales. Los efectos

adversos de la paramomicina incluyen nefrotoxicidad severa, hepatotoxicidad y ototoxicidad

(35).

1.1.2.5 Pentamidina

as diaminas aromaticas fueron sintetizadas en principio como farmacos hipoglucémicos
Las diami ticas fi intetizad incipi f: hipogl 1

pero su uso como antiparasitario fue rapidamente descubierto, primero en el tratamiento de
la tripanosomiasis africana y, desde 1939, en el tratamiento de la leishmaniosis. La
pentamidina acttia en el genoma del parasito dificultando su replicacion y la transcripcion a
nivel mitocondrial. Los efectos adversos de la pentamidina incluyen hiperglicemia debido a

dafo pancreatico, hipotension, taquicardia y cambios en el electrocardiograma (36).
11.2.6 Otros tratamientos
Otros compuestos usados en la actualidad en el tratamiento de la leishmaniosis incluyen

derivados de los imidazoles y triazoles (Fluconazol, Ketoconazol. etc.), analogos de bases

nitrogenadas (Alopurinol) y analogos de quinonas (Sitamaquina).
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El Fluconazol, Ketoconazol y el Itrakonazol son agentes antifungicos de administraciéon oral
conocidos y bien tolerados que han sido usados para tratar tanto casos del subgénero
Leishmania como del subgénero [7annia. Su mecanismo de acciéon consiste en la inhibicion
de la 14a-desmetilasa, interfiriendo en la via de la sintesis de esteroles y afectando la
biosintesis de la membrana.

El alopurinol es un analogo de la hipoxantina que, al ser metabolizado por el parasito, se
transforma en el nucleétido trifosfato de aminopirazolpirimidina que, a su vez, se incorpora
al RNA celular causando una inhibicién de la sintesis de proteinas. Sin embargo, en ensayos
clinicos tanto en LLC como el LV ha mostrado ser poco efectivo. Actualmente se usa como
tratamiento de la leishmaniosis canina.

La sitamaquina o WR6026 fue desarrollada durante la segunda guerra mundial como un
posible compuesto antimalarico y su efectividad contra L. donovani ha sido demostrada en
hamsters, mostrando mejores resultados que los antimoniales. Ademas, los resultados
alentadores contra la LV en India y Kenia en ensayos clinicos 2b y su administracién oral la
perfilan como una molécula prometedora. Su mecanismo de accién aun se desconoce, pero

se sabe que produce una muerte similar a apoptosis en el parasito. (37,38)
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1.2 Biologia Celular, Molecular y Bioquimica de Leishmania

Ademas de poseer particularidades bioquimicas y moleculares, los Tripanosomaditidos también
comparten caracteristicas tanto con eucariotas como con procariotas, debido probablemente
a su pronta divergencia del arbol filogenético de los eucariotas (39). Por ello, tanto los
parasitos protozoos del genero Trypanosoma como Leishmania son considerados “organismos
antiguos’.

Leishmania posee dos formas durante su desarrollo y diversos reservorios y huéspedes
mamiferos, por lo cual es considerado un parasito dimorfico y heteroxeno. Cada una de las
formas corresponde a una adaptacion a diferentes condiciones micro ambientales
(disponibilidad de nutrientes, pH y temperatura) a las que el parasito se ve expuesto en sus
diferentes hospederos: el mamifero y el insecto vector. En el insecto vector, Leishmania se
replica de manera extracelular en forma de promastigote dentro del intestino, estando
expuesto a una temperatura de 22-28°C y un pH de aproximadamente 8,5. En el momento
en que los promastigotes son inoculados dentro del hospedero mamifero y son internalizados
por los macréfagos de la piel, los promastigotes son expuestos a una temperatura de 31-35
°Cy aun pH de 4,5-6,0. Este cambio de temperatura y pH promueve la transformacion de
promastigote a amastigote dentro del fagolisosoma (40). Sin embargo, a pesar de las
diferencias entre estos ambientes, las adaptaciones que el parasito ha adquirido garantizan su
supervivencia ante estos cambios. Ademas de las diferencias morfoldgicas evidentes (Figura
1.4), cada una de estas formas del parasito tiene también diferencias nutricionales, diferencias

en la tasa de replicacion y diferencias en las moléculas de superficie expresadas durante estos

estadios (6,41).
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Figura 1.4 | Estadios del Parasito. El amastigote intracelular es mas pequefio que la forma
extracelular del parasito, el promastigote.

Tanto en promastigotes como amastigotes, el nicleo esta rodeado por reticulo endoplasmico
y contiene un marcado nucleolo de un diametro aproximado de 1 pm. El genoma nuclear de
Leishmania tiene un tamafio de 33 Mb y se encuentra contenido generalmente en 34-36
cromosomas (42,43). El genoma posee secuencias policistronicas de hasta cientos de genes
transcritas a partir una region “switch’” que define el sitio de inicio de la actividad de la RNA
polimerasa II. Aunque los genes se encuentran agrupados de tal manera que recuerdan la
organizacion policistronica bacteriana, generalmente la funcién de los genes no esta
relacionada entre si como en el caso de las bacterias (17,18,44). Los transcritos primarios
generados, que en un principio pueden contener decenas o cientos de genes, son
subsecuentemente procesados para generar transcritos maduros monocistronicos. Durante
este proceso, por un mecanismo de #ransplicing, a todos los mRNAs codificantes se les afiade
una secuencia de 20 nucleé6tidos en el extremo 5’ conocida como mini-exén (45). Asi mismo,
estos mRNAs sufren un proceso de poliadenilacion en el extremo 3’ (46). Ambos procesos
son realizados de manera simultanea (47).

El kinetoplasto, que es el nombre que se le da al DNA mitocondrial de los tripanosomatidos,

corresponde al 15% del DNA total de la célula y esta conformado por 2 000-10 000 copias
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de minicirculos concatenados, de aproximadamente 1 kb, que contienen secuencias que
gufan la edicion del RNA del kinetoplasto (RNAKk) y por 20-25 maxi circulos de 20 kb que
codifican RNAr y proteinas relacionadas con la generacion de energfa mitocondrial, como

las subunidades de la citocromo oxidasa y la NADH deshidrogenasa (48).

1.2.1 Metabolismo de Leishmania spp.

En lo referente a la generacion de energia, el parasito depende de la glicolisis y la fosforilacion
oxidativa. El organulo relacionado con la generaciéon de ATP por via glicolitica es el
glicosoma, que es unico de los tripanosomatidos. Del glicosoma sale 3-fosfo-glicerato hacia
citoplasma, donde es transformado hasta piruvato con la subsecuente formacion de ATP a
partir de ADP. El glicosoma también se encarga de procesos como la beta-oxidacion de
acidos grasos, la biosintesis de pirimidinas y el metabolismo de purinas (49). En lo que
respecta a la fosforilacion oxidativa, esta se lleva a cabo a nivel mitocondrial y es similar a la
de eucariotas superiores, con un ciclo de Krebs activo en ambos estadios parasitarios. Sin
embargo, existen algunas diferencias a destacar entre las que se encuentran la presencia de
un complejo mitocondrial I atipico y la presencia de NADH oxidasas alternativas similares a
las de las plantas (50).

Tras ser fagocitado por el macréfago, el parasito debe sobrevivir a la exposicion de oxidantes
toxicos como el peroxido de hidrogeno y el anién superéxido. Para esto, Leishmania cuenta
con un sistema de control del estrés oxidativo basado en la conjugacién de 2 moléculas de
glutatién y una de espermidina. Este conjugado es conocido como tripanotiéon y es analogo
al sistema del glutatién en eucariotas superiores (Figura 1.5A). El tripanotiéon entonces hace
las veces de reductor permitiendo que el sistema redox de la célula pueda eliminar los
intermediarios reactivos del oxigeno (IRO) a través de las multiples triparedoxinas. Aunque
en el parasito se encuentran diferentes tioles de bajo peso molecular tales como el glutation,
el ovotiol A (51) y la glutationil-espermidina, el tripanotién es el mas abundante en la célula
por lo que debe permanecer en un estado reducido. La reducciéon es catalizada por la (52)
enzima tripanotion reductasa (TryR) que, por medio del NADPH formado en la via de las
pentosas-fosfato (VPP), cumple esta funcion. La ausencia de catalasas en estos parasitos se
compensa por la presencia de altas concentraciones de peroxiredoxinas y, en el caso de los
IRO, el parasito cuenta con diferentes superoxido dismutasas localizadas en distintos

compartimientos celulares como los ya mencionados glicosomas(50,53,54).
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Figura 1.5 | Tioles de bajo peso molecular en Leishmania spp. A. Tripanotion reducido, B.
Glutationil-espermidina, C. Glutatién reducido y D. Ovotiol A. En rosa se muestra el motivo
espermidina y en amarillo los grupos sulfihidrilo de las moléculas.

Las intrincadas relaciones que se dan entre el hospedador y el parasito, los procesos
infecciosos y, en algunos casos, la identificaciéon de blancos terapéuticos, son altamente
dependientes del metabolismo del parasito. Por ello, la reconfiguraciéon metabélica y las
variaciones que puedan presentar en sus enzimas como consecuencia de mutaciones en el
genoma contribuyen tanto a la resistencia a tratamientos como a la evasiéon de la respuesta
inmune del hospedador.

Debido a su funcién en el suministro de NADPH, la via de las pentosas es de gran

importancia en la patologia de estos parasitos y puede ser un interesante blanco terapéutico.

1.2.1.1 Via de las pentosas fosfato (VPP)

La via de las pentosas fosfato es un componente fundamental del metabolismo celular. Es
importante para mantener la homeostasis, proveer de precursores de la sintesis de
nucleétidos y aminoacidos, generar moléculas reductoras y combatir el estrés oxidativo (55).
La ruta comparte reacciones con la ruta de Enter-Doudoroff'y el Ciclo de Calvin y se divide en
una rama oxidativa y otra no-oxidativa. LLa rama oxidativa es muy activa en la mayorfa de
eucariotas y convierte la glucosa 6-fosfato en diéxido de carbono, ribulosa 5-fosfato (Ru5P)
y NADPH. La produccién de este ultimo es esencial en el mantenimiento del balance redox

en las situaciones de estrés. L.a via no oxidativa es virtualmente ubicua y en ella se dan una
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compleja secuencia de reacciones que permiten convertir entre sf azucares C3, C4, C5, C6 y
C7 para formar finalmente fructosa 6-fosfato y gliceraldehido 3-fosfato que podran entrar

directamente en la glucodlisis (56). (Figura 1.6)

Glucosa NADPH Rama Oxidativa

G6PDH
Glucosa 6P —@ 6-Fosfogluconolactona

6-PGL

@ 6-Fosfogluconato

6-PGDH

NADPH y CO,

Fructosa 6P Ribulosa

RuPE RPI
Xilulosa 5P Ribosa 5P

Gliceraldehido 3P \_’ @ Octulosa 8P
TKT TAL
\. +/-2C +/-3C
Fosfoenolpiruvato \

Nonulosa 9P

Eritrosa 4P
Piruvato Eritrulosa  Scudoheptulosa 7P p o o ) oxcidativa

Figura 1.6 | Via de las pentosas fosfato. En Leishmania spp. esta via puede llevarse a cabo tanto
dentro de glicosoma como en el citosol. La glucosa 6P puede ser metabolizada ya sea por glicolisis
(amarillo) o por la rama oxidativa de la VPP (azul). Ya que la rama no oxidativa (verde) puede ser
considerada como una ruta relativamente promiscua, se representa como un centro intercambiador
de carbonos(56,57). Enzimas: HK (hexoquinasa), PGI (fosfoglucosa isomerasa), PK (piruvato
quinasa), GOPDH (glucosa 6 fosfato deshidrogenasa), 6-PGL (6-fosfogluconolactonase, 6-PGHD
(6-fosfogluconato deshidrogenasa), RuPE (ribulosa-5-fosfato epimerasa), RPI (ribosa-5-fosfato
isomerasa), TKT (transketolasa), TAL (transaldolasa).

Los kinetoplastidios tienen una VPP completamente funcional. Estudios realizados tanto en
Trypanosoma cruzi como en Leishmania mexicana han mostrado que esta via es la responsable
de metabolizar entre un 5 y un 10 % de la glucosa total (58,59). LL.a mayoria de las enzimas
canoénicas de la via tienen homologos en estos parasitos y han sido clonadas, caracterizadas
y cristalizadas en al menos uno de los tripanosomatidos de interés clinico (55). Aunque la
mayoria de ellas son citosdlicas, también han sido localizadas en los glicosomas (60).

El papel de las enzimas de la VPP en el glicosoma esta relacionado con el intercambio de

intermediarios con la via glicolitica, el suministro de la ribosa 5-fosfato para la sintesis de
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nucleoétidos (que también se lleva a cabo en el glicosoma) y el suministro del NADPH para
el sistema antioxidante del parasito. Este ultimo papel es también de vital importancia en el
citosol ya que, como se menciond, en los tripanosomatidos la responsabilidad antioxidante
recae enteramente sobre el tripanotion (55). Junto con la tripanotion reductasa, el tripanotion
realiza todas las funciones que el sistema glutatién (GSH)/ glutatién reductasa (GR) tiene en
otras células (61). Por lo tanto, gran parte del sistema antioxidante del parasito recae sobre
el tripanotion, cuya reduccion requiere del NADPH aportado por la VPP. Debido al rol
esencial de esta via en el metabolismo antioxidante, existen varios estudios centrados en la
regulacion de las enzimas que en ella participan como, por ejemplo, la Glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (62). Sin embargo, en este trabajo, vamos a centrarnos en el metabolismo

del tripanotién y en la tripanotion reductasa.

1.2.1.2 Sintesis del tripanotion

La sintesis del tripanotiéon depende de la sintesis del glutation (GSH) y la espermidina (Spd)
seguido por la conjugaciéon de ambos metabolitos. Como en otros organismos, el GSH es
generado por la gama-glutamil-cisteina sintetasa y la glutatiéon sintetasa, ambas proteinas
esenciales (63,64). En Leishmania spp. la concentracion de tripanotion en su forma reducida
es mantenida entre 1 y 2 mM tanto por su sintesis de #novo como por la reduccion, mediante
la TryR, de la especie oxidada (63).

Cuando hace mas de 30 afos se dilucidé la ruta de biosintesis del tripanotién (T[SH],), se
pensoé que su sintesis era llevada a cabo por dos enzimas diferentes. La primera de ellas era
la glutationil-espermidina sintetasa (GspS) que, como su nombre indica, era la encargada de
ligar una molécula de GSH a una molécula de espermidina (Spd) generando la glutationil-
espermidina (Gsp). El proceso de biosintesis se completaba por la Tripanotién Sintetasa
(TryS), encargada de unir una segunda molécula de GSH a la glutationil-espermidina
generada (Figura 1.7 A). De hecho, estas dos actividades enzimaticas pueden ser aisladas
(GspS y TryS) y caracterizadas por separado (65).

Sin embargo, en 2002 Ozz y colaboradores demostraron que la TryS era capaz de realizar
ambos pasos en T. cruzi (66). Posteriormente esto fue confirmado en T. bruces, C. fasciculata y

diferentes especies de Lezshmania (67,68). (Figura 1.7 B)
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Figura 1.7 | Sintesis del Tripanotion. A. En Crithidia spp. la sintesis del T(SH)2 estd a cargo de
la glutationil-espermidina sintetasa (GspS) y la tripanotién sintetasa, B. En Ledshmania spp. y
Trypanosoma spp. en la sintesis solo participa la TryS.

En el caso C. fascicnlata, tanto GspS como TryS son funcionales, pero solo la dltima es esencial
(66). En Leishmania spp. se han detectado pseudogenes de GspS (67). Ello, aunado a estudios
filogenéticos en los cuales la TryS se agrupa con la GspS de procariotas, permite postular
que ambas enzimas pudieron haber divergido de la duplicacion de una GspS ancestral (ambas
comparten una identidad de mas del 50%). Posteriormente, una de las copias evolucioné
generando la TryS actual que es capaz utilizar dos sustratos diferentes. Lo anterior explicaria
porque C. fasciculata mantiene ambas proteinas, en Leishmania spp. existen pseudogenes de
GspS (proceso de pérdida del gen) y en Trypanosoma spp. solo se encuentra TryS (67,68).

La adjudicaciéon en un principio a GspS y TryS como encargadas de la produccién del
tripanotiéon es explicada facilmente al tener en cuenta que los experimentos iniciales
realizados por Fairlamb y colaboradores se hicieron utilizando Crithidia fascicnlata (69,70).

Por medio de la genética inversa, se demostrd que en parasitos de Trypanosoma deficientes en
TryS la caida de la concentracion de tripanotion estaba asociada con la disminucién también
de la glutationil-espermidina y un aumento del glutatién, lo que indicaba que la TryS

catalizaba la sintesis de tripanotion a partir de GSH y espermidina sn-situ (71).
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Figura 1.8 | Dominios de la Tripanotiéon Sintetasa. Se muestra la TryS con sus dominios
amidasa (azul), ATP-grasp (rosa), de unién al GSH (amarillo), de unién a Spd (verde) y un giro de
90°. En el dominio sintetasa se muestran los sitios de unién del GSH, Spd y ATP. (PDB: 2VPS)

El manejo de dos sustratos tan distintos como Spd y glutationil-espermidina por una misma
enzima puede ser explicado por un mecanismo en el cual los sitios de unién para el ATP, el
GSH y la Spd estan organizados de una manera tal que el GSH tras ser fosforilado en el
carboxilo de su glicina permite la glutationilaciéon en el N' de la espermidina. Tanto el
dominio de unién del ATP (ATP-grasp) como el dominio de unién del glutatiéon son
dominios bien estructurados. Los dominios ATP-grasp son conocidos por unir de manera
particularmente fuerte la molécula de ATP, lo que hace practicamente imposible su liberacion
antes de que sea hidrolizada. Sin embargo, el dominio de unién de Spd es particularmente
plano y, de acuerdo a los modelados realizados, permite el movimiento de la molécula de
glutationil-espermidina tras su formacién de tal forma que el N* queda ubicado en el sitio
activo y es glutationilado por el glutationil fosfato (72).

Las dos actividades enzimaticas implicadas en la glutationilacién de la Spd (GspS y TryS)
tienen también el potencial de cortar el tripanotién reducido, aunque su actividad amidasa es
mucho mas débil que su actividad ligasa (73). Esta reaccién amidasa, sin embargo, no es la
reacciéon reversa de la de ligacion ya que se lleva a cabo en otro dominio catalitico
independiente. Bajo esta premisa, la enzima podtia, en principio, catalizar un ciclo futil de
sintesis y degradacion de tripanotion. El significado fisiolégico de esta actividad amidasa es

ain desconocido, pero se especula que podria participar en el mantenimiento del balance
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entre GS, Spd, glutationil-espermidina y TS, cada uno de los cuales por separado puede

cumplir un rol fisiolégico especifico (68,73,74).

1.2.1.3 Relevancia biolégica del Tripanotion

El tripanotiéon es mucho mas que dos moléculas de glutation unidas entre si por una
espermidina. Es también mejor reductor que el glutatién aunque el potencial redox de los
tioles sea similar (-240 + 10 mV para GSH y —242 mV para el T[SH],) (75). El tripanotion
es un ditiol en una sola molécula y la formacion del disulfuro intramolecular es cinéticamente
mas favorable que la oxidacion intermolecular necesaria para formar GSSG (76,77). Ademas,
el grupo amino cargado positivamente en el puente espermidina confiere a los tioles del
T(SH), un valor de pK de 7.4, coincidente con el pH fisiolégico, lo que le permite ser
altamente reactivo en los procesos de intercambio de tioles (76,77). Por lo anterior, el
tripanotién esta involucrado en muchos procesos celulares tales como: i) proteccion del
DNA (ayudado por la carga positiva del ditiol) del dafio generado por los radicales inducidos
por la radiacion (78); i) eliminacién de perdxido de hidrogeno, (siendo mucho mas eficiente
que otros tioles presentes en los tripanosomatidos como el GSH, el Gsp y el ovotiol (51));
iif) Reacciéon con el peroxinitrito, con reactividad superior a la de Gsp y GSH (79); 1iv)
reduccién de disulfuros proteicos y no proteicos tales como tioredoxinas y triparedoxinas,
glutatiéon y ovotiol (51) (fue el primer tiol de bajo peso molecular que se demostré reducia
de manera directa la ribonucleotido reductasa (80)); v) participacion en los mecanismos de
resistencia frente a agentes quimioterapéuticos (81) y vi) detoxificaciéon del metilglioxal
(aldehido piravico) que, en casi todos los organismos, es detoxificado por un sistema de
glioxilasas I y II dependientes de GSH (82). En L. majory L. donovani este sistema emplea el
T(SH), como cofactor (83).
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1.3 Tripanotion Reductasa

1.3.1 Generalidades

Segun las recomendaciones del comité para nomenclatura de la Unién Internacional de

Bioquimica y Biologia Molecular (NC-IUBMB), la tripanotién reductasa (EC 1.8.1.12):

e Hs una oxidoreductasa (EC1).

e Actta sobre un grupo sulthidrilo del donador (EC1.8).
e Utiliza NAD+ o NADP+* como aceptor (EC.1.8.1).

e Utiliza T(SH)2 como donador (EC.1.8.1.12).

Resulta claro que esta nomenclatura hace referencia a la reaccion inversa a la habitualmente

catalizada por la enzima en la célula (Ecuacion 1.1).

Ecuacion 1.1 | Reaccién basica de
la TryR.

TS, + NADPH + H* g T(SH), + NADP*
Mas comunmente, a la TryR se la reconoce como perteneciente a la familia de las
oxidoreductasas de FAD, junto a glutatiéon reductasa (GluR), lipoamida deshidrogenasa
(LPADH) y tioredoxina reductasa (TROR). Esta flavoenzima es la encargada de mantener el
biotiol principal de los tripanosomatidos: el N', N*-(bisgluationil)-espermidina disulfuro
conocido también como tripanotién disulfuro o simplemente como tripanotién oxidado
(TS,) en su estado reducido (N', N (bisgluationil)-espermidina), conocido como di-
hidrotripanotiéon o simplemente tripanotién reducido (T[SH],). Esta enzima es homdloga
a la ubicua glutatién reductasa (GluR), encargada de mantener un ambiente intracelular

reductor, pero ausente en los tripanosomatidos como Leishmania spp. y Trypanosoma spp.

(75,83,84).

El gen de la tripanotion reductasa (#yr) de L. infantum es un gen de copia tnica de 1476 pb
(Lin]J.05.0350) que se encuentra localizado en el cromosoma 5 entre los nucleétidos 105 717
y 107 192. El producto de este gen es una enzima dimérica de simetria C2 compuesta por
dos subunidades de 491 aminoacidos cada una y que pueden ser subdividas en cuatro

dominios: i) dominio de unién al FAD; ii) dominio de unién al NADPH; iii) dominio central
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yiv) dominio de la interfaz. Cada dimero cuenta con dos sitios activos idénticos conformados
por el dominio de unién al FAD y el dominio central de una subunidad y el dominio de la

interfaz de la otra (84-87). (Figura 1.9)

Subunidades

O TryR O TryR* '\
e

Sitio Activo
Dominios

O FAD @ Central ® NADPH ® Interfaz © Hélice o de interés dentro de la interfaz
\ %

Figura 1.9 | Subunidades y dominios de la tripanotion reductasa. A. Se muestra el dimero
de la tripanotién reductasa conformado por las subunidades TryR y TryR’ y un giro de 180°. B.
Las mismas vistas de TryR presentadas en la figura A, diferenciando los dominios que la
constituyen y la ubicaciéon de los sitios activos conformados por aminoacidos procedentes de
ambas subunidades. Notense los dominios de unién al NADPH con la molécula en rosa y las
moléculas de T(SH)2 en amatrillo en los sitios activos. (PDB: 4ADW)

La tripanotiéon reductasa comparte con la GluR muchas de sus propiedades en lo que a
estructura y mecanismo de reaccion se refiere. Mientras que el glutation (y-L-glutamil-1-
cisteinil-glicina) esta involucrado en la regulacion de diversos aspectos del metabolismo, su
forma tiol (GSH) funciona como un agente protector manteniendo el ambiente reductor

intracelular. E1 GSH puede ser oxidado a glutation disulfuro (GSSG) y esta reaccion
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potencialmente puede generar radicales dafiinos y oxidantes. La GluR asegura el
mantenimiento de una alta concentracion de tioles catalizando la reduccién del GSSG. Los
tripanosomatidos usan el sistema TryR/T(SH), en lugar del GIluR/GSH, para realizar esta
funcién protectora (81,84—87).

Tripanotion Reductasa Glutation Reductasa
Caracterfstica
Leishmania spp. Homo sapiens
Flavina FAD FAD
Dinucleétido NADPH NADPH
Sustrato TSz GSSG
Carga del sustrato +1 -2
Subunidad (kDa) 53,2 52,5
Aminodcidos por subunidad 491 460
Estructura Oligomérica Dimero Dimero
Kwu Tripanotiéon (uM) 25 -
Ky Glutation (uM) - 65
Kym NADPH (uM) 10 9

Tabla 1.1 | Propiedades fisico-bioquimicas de la tripanotién reductasa de Leishmania spp. y la
glutatiéon reductasa humana (75).

1.3.2 Sitio Activo

El sitio activo de la TryR no es un dominio como tal en una de las subunidades sino que
esta compuesto de residuos de los dominios FAD, NADPH vy central de un monémero
y el dominio interfacial del otro. Los sitios de unién del TS, y el NADPH se encuentran
herméticamente separados por el anillo isoaloxazina del FAD (84) (Figura 1.10).

El sitio de unién del tripanotién de TryR se asemeja al del glutation de la GluR y la mutua
especificidad exclusiva de las dos enzimas esta dada por la amplitud de la cavidad y la
distribucion de las cargas en el sitio de union al sustrato. La regién externa del sitio activo
de TryR es significativamente mas amplia que la de GluR. De los 19 residuos que rodean
al GSSG unido a GluR y solo 5 no se encuentran conservados en TryR; entre estos, 3
argininas que se encuentran sustituidas por residuos neutros o 4cidos en la enzima del
parasito. Estas alteraciones se correlacionan con las diferencias de carga que existen entre

los sustratos GSSG (-2) y TSz (+1) (84). El tripanotién interacciona con el Glul08, la
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Tyr 110 y el Glul8 del dominio FAD de uno de los monémeros y con la His461” del
dominio interfacial de la otra subunidad. Ademas, la His461’ cumple un rol en el
mecanismo de reduccién del tripanotién actuando como un intercambiador de protones
estabilizado por el Glu466’ (81,88). El dominio FAD también alberga las dos cisteinas
cataliticas del sitio activo que son responsables de la transferencia del poder reductor

desde el NADPH al TS;: la Cys57 y la Cys52. (Figura 1.10 B)

@ TryR O TryR* O FAD @ NADPH O T(SH),

Figura 1.10 | Centro Activo de la Tripanotion Reductasa. A. Vista general del sitio activo con los
aminodcidos relevantes de ambas subunidades mostrados como varillas, B. Vista desde otro
angulo del sitio activo mostrando el tripanotién reducido. Se representan como varillas (“sticks”)
el FAD (Amarillo) y el NADPH (Rojo) y como esferas (“CPK”) el tripanotion reducido (atomos
de C en marrén claro). (PDB: 4ADW)

En resumen, el sitio activo de TryR posee carga negativa y es mas grande e hidréfobo
que el de GluR, siendo esta diferencia de cargas la causa fundamental de la discriminacién
de estas enzimas hacia sus respectivos sustratos. Ambas comparten entre si mas de un
30% de su secuencia y los residuos clave para la ejecucion de su accion catalitica estan
conservados (69,70) (Tabla 1.2). Se sugiere que su accién catalitica se realiza por un

mecanismo ping-pong dividido en dos fases que se encuentra desarrollado en el Apartado

1.3.6.
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Tripanotion Reductasa Glutatiéon Reductasa

Funcién
Leishmania infantum Homo sapiens
Disulfuro sitio activo Cys52 Cys58
Disulfuro sitio activo Cys57 Cys63
Se apila entre los extremos
Tyr110 Tyrl114
del TS;
Base sitio activo His461’ His467
Puentes de hidrégeno a
Glu466’ Glu472’

histidina del sitio activo.

Tabla 1.2 | Residuos cataliticos de la tripanotiéon reductasa y comparaciéon con la glutation
reductasa humana. El apéstrofo en los residuos indica que forman parte de la otra subunidad

(75,81).

1.3.3 Dominio de Unién al FAD y Dominio Central

El dominio de unién al FAD esta constituido por los residuos 1 al 161 y el dominio central
por los residuos 289 al 260. Algunos autores describen que el dominio central, a pesar de no
estar contiguo en la secuencia primaria, forma parte del dominio de unién al FAD (81).

Ademas de la diferencia de cargas que existe entre los sitios activos de la GluR y la TryR,
también hay una diferencia de tamafo entre estos. La diferencia en el espacio disponible en

el sitio activo de la TryR con respecto a la GIuR se debe a las rotaciones de las hélices al y

o3 (residuos 13-27 y 91-117) del dominio de unién al FAD. Las cadenas laterales de la Lys
28 y el Glu 118, que se encuentran conservadas en todas las TryR, estan ausentes en la GluR.
Estos dos residuos forman un puente salino que estabiliza la orientacion relativa de ambas
hélices. Por otra parte, las diferentes distribuciones de carga en los sitios activos vienen dadas
por la existencia de 3 argininas en la GluR cuyas posiciones equivalentes estan ocupadas
TryR por aminoacidos neutros o acidos (81).

Otra peculiaridad estructural de la TryR que influye sobre la posicion de la hélice a3 es la
existencia de un asa de 9 residuos justo enfrente de la secuencia catalitica que esta conservada
en todas las FAD disulfuro oxidoreductasas. Varios atomos de este asa se encuentran a una
distancia susceptible de formar enlaces de hidrégeno con el Asp 100 y la Asn 107 de la a3
(84).

Como en otras proteinas dependientes de FAD, el cofactor se une a la TryR en una

configuracién extendida en la cual el anillo ¢-xileno de la isoaloxazina se encuentra alojado
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en un bolsillo hidréfobo, mientras que el motivo pterina esta fuertemente unido a la enzima
mediante un enlace de hidrégeno entre N3 y el oxigeno del carbonilo de la Lys60. Los sitios
de unioén del disulfuro del tripanotién oxidado y del NADPH se encuentran aislados entre si

por la presencia del anillo de isoaloxazina del FAD (89).

1.3.4 Dominio de Unién al NADPH

Con respecto al dominio de unién al NADPH, la adenina del cofactor no interacciona
directamente con la proteina, mientras que el grupo 2’-fosfato esta fuertemente unido, a
través de sus atomos de oxigeno, con las cadenas laterales de la Arg 222, la Arg 228 y la Tyr
221. Esta tltima tirosina es importante para la discriminacioén entre el NADPH y el NADH
ya que en la GluR humana, que si es capaz de unir NADH, este residuo corresponde a una
isoleucina. El grupo pirofosfato se encuentra unido por medio de enlaces de hidrégeno a la
Tyr 198 y ala Ile 199. La nicotinamida interacciona con el Glu 202 y la Ala 365 mientras que

la ribosa interacciona con la Met 333 (81,84).

1.3.5 Dominio de la Interfaz de Dimerizacion

La interfaz de dimerizacién muestra una superficie relativamente grande de ~3190 A2
accesible al disolvente y con unas caracteristicas mayoritariamente apolares. En particular,
la interfaz estd compuesta de un 30% de residuos polares, 53% de residuos no polares y
un 17% de residuos cargados. Los residuos que establecen enlaces de hidréogeno
estabilizando la interfaz son: Lys 61, Gly 66, Phe 79, Gly 80, Trp 81, Asn 91, Tyr 210,
Glu 4306, Gln 439, Ser 440, Val 460, Pro 462, Ser 464 y Ala 465. Mientras que algunas de

las interacciones descritas se encuentran conservadas en la GluR, otras son exclusivas de
TryR: i) residuos en el asa que conecta las hélices a2 y a3 del dominio de unién al FAD;
ii) Tyr 210 del dominio de unién al NADPH vy iii) Ser 440 de la interfaz. Al igual que en
GluR, la interfaz contiene dos hendiduras cataliticas simétricas en las cuales se lleva a

cabo la reduccion del TS: (81,84).
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Figura 1.11 | Subunidades de TryR separadas. Separacion de la tripanotion reductasa dimérica
en sus monomeros TryR y TryR’. La TryR’ se muestra translicida para que se puedan ver las
moléculas de NADPH y FAD unidas.

Cada hendidura esta formada por la hélice al y el extremo N terminal de la hélice a2 del

dominio de unién al FAD, por la tnica hélice a del dominio central de la misma subunidad
y las asas 395-398, 433 y 458 ubicadas en el dominio de la interfaz de la otra subunidad
(81,84).

El dominio de la interfaz contiene 3 hélices o, de las cuales la a2 (435-447) es sobre la que
se centra el interés de esta investigacion. En la Figura 1.11 se esquematiza la separacion de
la enzima en sus monémeros TryR y TryR’. En TryR se presenta en gris la hélice a.2 dentro
del dominio de la interfaz de dimerizaciéon (negro) y la interaccion entre el T(SH), y el
dominio FAD (amarillo) y una segunda molécula de T(SH), interaccionando con el dominio
de la interfaz (negro). TryR’ esta representada con una envolvente transparente que permite
visualizar la molécula de NADPH unida en su dominio (rojo) y la interacciéon entre la
nicotinamida del NADPH vy el anillo isoaloxazina del FAD, el cual se encuentra enterrado

entre el dominio de unién al FAD (amarillo) y el dominio central (azul).
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1.3.6 Estado de oxidacion de la TryR y Ciclo Catalitico

Las flavoproteinas forman parte de un grupo importante y extendido de enzimas encargadas
de la catalisis de reacciones de 6xido-reduccion. Estas incluyen en su estructura un sitio de
unién a una flavina, que se puede encontrar unida de manera covalente o no-covalente a la
estructura proteica. Las dos flavinas mas comunmente encontradas son la flavina
mononucleétido (FMN) y la flavina adenina dinucleétido (FAD) (90). Tanto la tripanotion
reductasa como la glutatién reductasa tienen como grupo prostético el FAD.

Estas flavoproteinas poseen un caracteristico color amarillo (flavus: amarillo) que puede variar
en sus tonalidades. Aunque desde el punto de vista cualitativo esta propiedad es util en el
proceso de purificacion, facilitando el seguimiento a simple vista del paso de la proteina por
las diferentes columnas de cromatografia (91), este color y su cambio hacen referencia directa
a la variaciéon del estado de oxidacion (92) de la flavina, el cual puede analizarse y
monitorizarse de forma cuantitativa por espectrofotometria (93).

Con el fin de entender las diferencias en el espectro de absorcion es importante entender el

ciclo catalitico de la enzima, que esta compuesto de dos partes (Figura 1.12).

Media reaccion reductiva
NADF®

TryR
EH,
. ~apen|
S§7 -
S, CICLO CATALITICO DE LA
TRIPANOTION REDUCTASA

Media reaccion oxidativa

Figura 1.12 | Ciclo Catalitico de TryR. El estado nativo sin sustrato unido no forma parte del
ciclo, estrictamente hablando, pero representa un punto de partida. Las lineas punteadas denotan
los complejos de transferencia de carga entre el NADPH, FAD vy el grupo sulfhidrilo de la cisteina
57. (94)
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La primera parte, denominada reductiva, hace referencia a la unioén a la enzima del NADPH,
que reduce a la flavina del FAD y permite la formacién del complejo de transferencia de
carga entre esta y la cisteina 57 del sitio activo, que previamente se encontraba en forma de
cistina junto a la cisteina 52. Después de la formacion de este complejo, el NADP” se disocia
y es seguramente reemplazado por otra molécula de NADPH. En este estado la enzima se
encuentra en la forma denominada EH,. En la segunda parte, denominada oxidativa, el tiol
de la cisteina 52 es activado por la histidina 461’ y el glutamico 466’ de la otra subunidad de
TryR, permitiendo la formacioén de un disulfuro mixto entre un azufre del tripanotiéon y el
azufre de la cisteina 52. La cisteina 57 ataca a este disulfuro mixto dando lugar a la
restauracion del puente disulfuro entre ambas cisteinas de sitio activo y la liberaciéon del
tripanotién reducido T(SH),. Esta forma oxidada de la enzima es la denominada E; o E_

(75,94,95).

1.3.7 Contexto biologico del sistema Tripanotion/TryR en Leishmania spp.

En el apartado de metabolismo de Leishmania spp. se ha hablado de la via de las pentosas
fosfato (VPP) que aprovisiona, entre otras, a la TryR de su cofactor el NADPH aportandole
su poder reductor. Asi mismo, se ha desglosado la sintesis de novo del tripanotiéon y su
relevancia biolégica. Hasta el momento se ha mencionado con asiduidad la importancia de
la TryR en el mantenimiento del ambiente reductor de la célula y de su exclusividad en el
parasito y vital importancia para su supervivencia. Sin embargo, esta narrativa quedaria
incompleta si no se mencionan algunos otros actores intimamente ligados a nuestra enzima
como son, entre otros, la via de las poliaminas que provee a la TryS de sus sustratos para
generar tripanotion y las peroxiredoxinas que, utilizando el potencial reductor de este ultimo,
facilitan la destoxificacion de los hidroperdxidos. Todo esto, en conjunto, constituye lo que
se podria considerar una dnica ruta metabdlica en la cual las enzimas que participan se
encuentran estrechamente ligadas a los mecanismos de supervivencia e infectividad del
parasito y la TryR ocupa un rol central. Estas rutas son esenciales y ademas se encuentran
ausentes o son fundamentalmente diferentes en el organismo hospedador, por lo que se
consideran como excelentes puntos de inicio para la identificacién de nuevas dianas

terapéuticas especificas del parasito en la bisqueda de farmacos leishmanicidas (63,96—98).
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Figura 1.13 | Metabolismo del Tripanotion. El esquema resume las diferentes vias implicadas
en la sintesis, reduccion y utilizacién del tripanotion. Metabolitos y enzimas implicadas en la
captacion y biosintesis del GSH se encuentran en amarillo: GSHa (y-glutamil-cisteina-sintetasa),
GSHb (glutatién sintetasa). La captacién y biosintesis de las poliaminas se encuentran en azul:
ARG (arginasa), ODC (ornitina descarboxilasa), AdoMetDC, (S-adenosinil-metionina
descarboxilasa), SpdS (espermidina sintetasa). La sintesis del tripanotién se muestra en verde: GspS
(glutationil espermidina sintetasa), TryS (tripanotion sintetasa). La reduccién del tripanotiéon se
muestra en gris: TryR (tripanotién reductasa). La oxidaciéon del NADPH por la TryR se muestra
en rosa y la G6PDH (glucosa 6 fosfato deshidrogenasa) en marréon. La via de las pentosas fosfato
previamente esquematizada se muestra en el recuadro gris. La utilizacion del T(SH)2 incluye el uso
de la molécula como cofactor en la eliminacién del metilglioxal en el sistema glioxalasa y como
ligando de c/usters hierro-azufre por 1-C-Grxs (monotiolglutaredoxinas). También como nucleéfilo
en la adicién a farmacos electréfilos en reacciones catalizadas por la TST (tripanotién S-
transferasa). También se muestran las reacciones mediadas por TXN (triparedoxinas), como: i)
reduccién de Pxs (peroxidasas) que descomponen diferentes hidroperéxidos a sus alcoholes
respectivos y agua; ii) reduccién de la MSR (metionina sulféxido reductasa) que regenera la
metionina de su forma sulféxido y iii) reduccién de la RnR (ribonucleétido reductasa) que produce
desoxinucle6tidos a partir de nucle6tidos. También se muestran las 2-C-Grxs (ditiol
glutaredoxinas) que reducen el GSSG y proteinas glutationiladas (99).

Particularmente, las enzimas pertenecientes al metabolismo del tripanotién y la ruta de las

poliaminas, como la S-adenosil-metionina descarboxilasa (AdoMetDC) (100), 1a TryS (101)
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y la TryR (102), han pasado tanto la validaciéon como dianas (esenciales para la supervivencia
del parasito) como la validacién quimica (inhibicién selectiva) (98).
En la Figura 1.13 se resume el rol de la TryR, su contexto biolégico en Lezshmania spp. y la

integracion de las diferentes rutas anteriormente descritas o mencionadas.
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1.4 La Tripanotion Reductasa como Diana Terapéutica

La TryR y la GluR poseen una identidad del 30% pero existen diferencias sustanciales en sus
sitios activos. Como ya se menciond, la TryR posee una amplia regiéon hidréfoba cargada
negativamente que le ayuda a acomodar la espermidina del tripanotién mientras que en GluR
este sitio es menos voluminoso, de caracteristicas hidrofilas y cuenta con una carga positiva
que le ayuda a interaccionar con el carboxilato de la glicina presente en el glutation (92).

La TryR es una diana terapéutica validada, ya que -debido a la carencia de GluR y TrxR- es
el unico eslabon que conecta el metabolismo del NADPH con el de los tioles (63,75). Hasta
el momento, para todos los tripanosomatidos estudiados, esta enzima es esencial. La
obtencion de parasitos de L. donovani viables carentes de las dos copias endogenas del gen de
TryR fue solamente posible tras la expresion episomal de la secuencia codificante de TryR
(103). Parasitos con una actividad remanente de 15% de TryR no parecen tener problemas
al crecer en cultivo axénico pero su supervivencia en el interior de los macréfagos se ve
seriamente comprometida (104). En el caso de T. bruces, en experimentos de Anock-out
condicional, la actividad de TryR no se pudo disminuir mas alla de un 10%, siendo los
parasitos resultantes altamente sensibles a hidroperdxidos exdgenos y avirulentos en un
modelo de infeccion animal (102).

La esencialidad es, por supuesto, uno de los prerrequisitos necesarios para que una proteina
pueda ser tenida en cuenta como una buena diana terapéutica pero, ademas de este, también
se deben de cumplir otros requisitos (98,105). La TryR cumple la mayorfa de ellos: i) la
proteina es susceptible de ser producida de manera estable y en grandes cantidades de manera
recombinante; ii) se puede decir lo mismo de su unico sustrato, el tripanotién oxidado (TS,)
(106) y iii) el sitio activo es suficientemente diferente al de su homoéloga humana. Una de las
desventajas de la TryR es que la supervivencia del parasito solo se ve afectada cuando su
actividad se ve disminuida en mas de un 90% (102). Esto implica que los inhibidores
competitivos que se desarrollen deben de tener una afinidad muy alta (98). Por esta razén se
considera a los inhibidores no competitivos o irreversibles como alternativas mas atractivas
para esta enzima.

En los dltimos 30 afos se han realizado mas de 1500 estudios de inhibidores de la TryR que
podrian ser diferenciados en 6 categorfas: i) compuestos triciclicos y de difenilsulfuro, ii)
derivados biciclicos y heterociclicos, iif) inhibidores de poliamina, iv) sustratos “subversivos”,

v) inhibidores irreversibles y vi) compuestos organometalicos.
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1.4.1 Derivados Triciclicos y de Disulfuro de Difenilo

El antimalarico mepacrina fue el primero de los compuestos triciclicos identificados como
inhibidor de la TryR que, ademas, carecia de efecto alguno sobre la GluR humana. La
mepacrina y otras 9-amino acridinas son inhibidores competitivos de la TryR con una K; que
varfa entre 5 y 45 uM y con la particular caracteristica de unir mas de una molécula inhibitoria
de manera simultanea en el sitio activo. Los derivados de la mepacrina con urea y sulfamida
con un grupo aromatico en el N’ de la molécula han mostrado ser, sin embargo,
extremadamente téxicos en células humanas (92).

Varios farmacos neurolépticos con un esqueleto triciclico de fenotiazina (clorpromazina,
tioridazina, trifluoperazina, etc.) son inhibidores competitivos de la TryR que presentan
valores de K, del orden de micromolar y con actividad moderada contra T. bruce, T. cruzz y L.
donovani (ECy, 5-50 uM — 48 h) (107) . Una cuaternizaciéon de la alquilamina terciaria del
atomo de nitrégeno de la clorpromazina con un grupo benzilo u otros dio como resultado
inhibidores competitivos mas potentes, llegando incluso a valores de 120 nM (107). Aunque
las fenotiazinas tienen actividad tripanocida 7z vitro, 1a tioridazina y la trifluoperazina son
inactivas en el modelo murino crénico de tripanosomiasis africana y la dibenzazepina
triciclica clomipramina no incrementa el tiempo de supervivencia en el modelo agudo (108).
La clomipramina y la tioridazina parecen tener efectos 7 vitro frente a T. cruzi (109). La
apertura del anillo central de las fenotiazinas con el fin de disminuir el efecto neuroléptico
genera 2-aminodifenilsulfatos que son inhibidores casi tan potentes como los compuestos
de los que derivan. La uniéon de dos 2-aminodifenilsulfatos a través de un espaciador de
espermidina da como resultado un potente inhibidor competitivo con una K; de 400 nM

(92).

1.4.2 Compuestos biciclicos y heterociclicos

Este grupo posee una gran variedad estructural y la mayorfa de los compuestos fueron
descubiertos mediante aproximaciones de cribado de alto rendimiento contra 1. cuzi usando
la metodologia basada en la reducciéon del acido ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB). Este
ensayo acoplado es muy util debido a su bajo coste, si bien los valores de K; obtenidos pueden
ser algo menores que los reales como consecuencia de una sobreestimacion de las
concentraciones de sustrato. En estos ensayos asumimos que la concentracion efectiva de

sustrato es equivalente a la que se dispensa al inicio de la reaccién, ya que el producto
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generado por la enzima es inmediatamente transformado de nuevo a sustrato por su
oxidacién con DTNB. Sin embargo, es posible que esta reacciéon no sea lo suficientemente
rapida como para que la concentracion real de TS, sea exactamente igual que la dispensada
al inicio de la reaccion. Recientemente, y con el fin de solventar este problema, se viene
usando la producciéon de grandes cantidades de tripanotiéon utilizando una TryS
recombinante mutada de C. fasciculata (110).

Un cribado de mas de 100 000 compuestos identific6 nuevas clases quimicas con el potencial
de ser empleadas como inhibidores de TryR. Entre las clases de moléculas identificadas se
pueden contar: indoles conjugados, iminobenzimidazoles, aril/alquil piperidinas,
benzhidrilos basicos, las quinazolinas y 1,2,4-triazinas (111). Los compuestos identificados
presentaban unos valores de Cl;, comprendidos entre 2 y 50 uM frente a la TryR de T. eruzgy
y con una potencia aumentada en T. brucei. Sin embargo, cabe anotar que la actividad
tripanocida no siempre se relaciona con la inhibicién enzimatica y esto, sumado a la alta tasa
de toxicidad en células humanas (MRC-5), sugiere que se necesita un mayor grado de
optimizacién de los compuestos obtenidos.

El cribado de la quimioteca LOPAC®"* frente a la TryR de T. eruzi revel 3 nuevas clases
de inhibidores aptos para un desarrollo futuro: la indatralina, el GBR-12935
(benzhidriloxifenilpropil-piperazina) y el BTCP (benzotiofeno-piperidina) (110). Varios
analogos de indatralina disefiados para estudiar la relacion entre la estructura y la actividad
mostraron una pérdida de actividad frente a TryR con pequefos cambios en la CE,; contra
el parasito, indicando que la molécula puede tener dianas diferentes a la TryR (112). Por otra
parte, estudios estructurales en GBR-12935 condujeron a un derivado de piperazina-
fenotiazina que es un potente inhibidor competitivo de la TryR, mas no de la GluR humana,
capaz de matar parasitos de T. brucei a concentraciones sub-micromolares (110). En el caso
de BTCP, los estudios iniciales revelaron que se trataba de un inhibidor competitivo con una
K, <1 uM y los analogos sintetizados a partir de este no aumentaron su potencia (113). Sin
embargo, estudios posteriores en los que se diseflaron analogos, utilizando motivos diaril-
sulfuro para ocupar el sitio hidréfobo de unién al tripanotion y el surco apolar alrededor de
las cisteinas cataliticas, permitieron la identificacién de nuevas moléculas que inhiben de
manera competitiva la TryR de T. ¢ruzi y muestran un alto indice de selectividad por la enzima
del parasito en coparacion con la GluR humana. El conjugado mas potente es capaz de matar
parasitos de T. brucez, T. cruzi'y L. donovani, pero muestra una alta toxicidad frente a mioblastos
murinos. Uno de los resultados mas interesantes del estudio de los derivados biarilicos de

BTCP frente alas TryR de T. cruzi'y de T. brucei sefiala que, si bien en ambos casos se produce
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la unién al centro activo, la orientacién de las moléculas en el mismo es contraria. Esto indica
que, aunque haya un alto grado de identidad entre estas proteinas, es erréneo extrapolar los
datos inhibitorios obtenidos solo con la TryR de una especie a las demas.

Otro estudio de alto rendimiento con 62 000 moléculas identificé quinolinas y
pirimidopiridazinas que exhibian perfiles inhibitorios complejos de caracteristicas mixtas y
acompetitivas frente a la TryR de T. euzz, mostrando poca inhibicion de la GluR humana.
Aunque se hall6 relacion entre su estructura y su actividad, los autores de este estudio no
pudieron mejorar la potencia de estos compuestos. La serie a partir de las quinolinas mostré
solo un efecto medio contra células humanas (MRC5) pero sus valores de CE;; frente a los
parasitos fueron mucho mas bajos que las CI;, obtenidas frente a TryR, lo que denota efectos
inespecificos (114).

Un cribado utilizando parasitos vivos con una quimioteca de compuestos basados en azoles
detect6 un derivado de tiomorfolina como una molécula prometedora (115). El compuesto
inhibe de manera competitiva la TryR y mata los amastigotes de L. nfantum pero es toxica
para células humanas (KB). La estructura cristalografica de TryR en estado reducido y unida
al NADPH junto a esta molécula muestra que dos moléculas de la mostaza de quinacrina se
unen al sitio activo (92,116).

Por ultimo, una aproximacién combinada iz silico/ in vitro dio como resultado 82 inhibidores
nuevos para la TryR de T. ¢rugi con actividades en el rango de nM (117). Los compuestos
mas activos mostraron unas Cly, para TryR menores de 1 pM con perfiles acompetitivos o
no competitivos. Tres de los compuestos afectaron minimamente la proliferacion de la forma
circulante de T. brucei.

La utilizacion de esta aproximacién combinada en la busqueda de nuevas moléculas supone
una mejora sustancial al aumentar el nimero de /izs desde un 1.8% del ensayo de alto

rendimiento 7z vitro, hasta un 17% en el combinado.

1.4.3 Derivados de poliaminas

Los derivados de poliaminas se disefiaron con el fin de explotar la diferencia entre los
sustratos de la TryR y la GluR. Esta aproximacion ha llevado a la obtencién de potentes
inhibidores competitivos como la penta-(3-fenilpropil)-espermina y las difenil-propil-
poliamino-biguanidas, con unos valores de K; de 150 y 950 nM, respectivamente. Estos
compuestos son fuertes tripanocidas pero no se ha observado una correlacion clara entre la

inhibicién de la TryR y la muerte del parasito (107). Estos compuestos fueron conjugados
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con quinonas con el objetivo de mejorar el indice de selectividad de las nafto- y
antraquinonas. LLos conjugados resultaron ser inhibidores no competitivos de la TryR de T.
cruzi con valores de K, de 3-15 uM y, algunos de ellos, con un comportamiento “subversivo”.
LLa conjugacién con quininas causé una disminucion en la potencia de las moléculas originales
contra T. eruzz, L. donovani'y . brucei y, en algunos casos, un indice de selectividad mejorado
frente a mioblastos de ratén. Sin embargo, ain no se ha demostrado una clara correlacion

entre estructura y actividad (118).

1.4.4 Sustratos subversivos

Los sustratos subversivos son compuestos que pueden ser reducidos por la TryR, u otras
flavoenzimas, a su radical respectivo. Este radical reacciona de manera espontanea con el
oxigeno molecular dando como resultado aniones superéxido. De esta manera, un sustrato
subversivo convierte una reductasa antioxidante en una enzima prooxidativa (92,119).
Varias 1,4 naftoquinonas, tales como la menadiona, la plumbangina y el lapacol, han sido
estudiadas como sustratos subversivos de la TryR. El derivado mas potente contiene dos 1,4
naftoquinonas unidas a un espaciador de poliamina y tiene una alta selectividad por la TryR
de T. cruzi cuando se compara con la GluR humana (119). Recientemente, se han disefiado
hibridos de quinona y cumarina como inhibidores duales contra la TryR y la gliceraldehido
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (120). Sin embargo, la mayoria de las moléculas creadas
perdieron la habilidad de inhibir la GAPDH aunque mantuvieron su actividad contra TryR.
El mejor derivado mostréd un valor de Cly, frente a GAPDH de 5.4 uM frente a los 2.7 pM
de TryR y, a pesar de su alta eficiencia antiparasitaria frente a T. b. rhodesiense, el compuesto
demostré ser toxico para mioblastos de rata. Otros conjugados que resultaron ser potentes
tripanocidas y menos toxicos resultaron ser pobres inhibidores de TryR.

En el caso de los derivados de nitrofurano como el nifurtimox y el chinifur, que en un
principio fueron considerados como sustratos subversivos, se ha demostrado que el
mecanismo de accion iz vivo puede ser diferente. Al parecer, la generaciéon de metabolitos
toxicos por una nitroreductasa es probablemente el mecanismo que produce las
hidroxilaminas que generan los cationes de nitrerio que promueven la ruptura de las cadenas

de DNA o que directamente reaccionan con los tioles libres (121).
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1.4.5 Inhibidores irreversibles

Todos los inhibidores que se unen de forma covalente a la TryR descritos hasta ahora
modifican la Cys 52 del sitio activo. Como ya se ha mencionado, en la proteina oxidada, el
residuo forma un puente disulfuro con la Cys 57, el cual es reducido por el NADPH durante
el ciclo catalitico. De esta manera, la Cys 52 libre ataca al tripanotién oxidado generando un
disulfuro mixto entre la enzima y el sustrato. Este disulfuro es posteriormente reducido por
la Cys 57, generando asi tripanotion reducido y recuperandose el enlace disulfuro entre las
dos cistefnas del sitio activo. La Cys 52 puede ser modificada por varios inhibidores
covalentes.

El primer inhibidor irreversible de la TryR descrito fue la nitrosourea carmustina y el ajoeno,
este ultimo un conocido organosulfuro presente en el ajo (Alium sativum). Sin embargo,
ambos compuestos también inactivan la GluR humana (92).

Varias bases de Mannich, al igual que otros alcaloides macrociclicos naturales como la
lunarina que tienen cetonas a,PB-insaturadas, también inhiben la TryR de forma irreversible
mediante un mecanismo tiempo-dependiente (107). Por otra parte, glicésidos de
isotiocianato y tiocarbamato aislados de Moringa peregrina, ademas de inhibir la TryR de T.
cruzi de forma irreversible, también matan eficazmente a T. b. rbodesiense y, en un modelo
murino, mostraron una disminucién inicial de la parasitemia. Sin embargo, este tipo de
compuestos son altamente toxicos para los animales (122).

El ebsulfuro, un analogo de azufre del ebselen (un conocido mimético de la glutation
peroxidasa) identificado a través de otro estudio de alto rendimiento, mostré ser un inhibidor
irreversible de la TryR tanto en T. ¢rugi como en T. brucei y, en conjuncion con nifurtimox,
demostré una fuerte actividad antiparasitaria frente a 1. b. brucei y 'I. b. gambiense y una baja
toxicidad frente células humanas (1.929) (123). Los intentos de generar analogos de este
compuesto con mejores indices de selectividad solo condujeron a moléculas con una CEx,
10 veces superior que también fue acompafiada por una toxicidad mas baja en células
HEK293T. Aunque los compuestos derivados mostraron solo una actividad moderada
contra T. brucei en un modelo de infeccién murina, los derivados de ebsulfuro parecen ser

moléculas interesantes para un desarrollo futuro.
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1.4.6 Compuestos organometalicos

Los primeros complejos organometalicos descubiertos que afectan a la TryR fueron los
derivados de Pt(I)-terpiridinas. Estos compuestos inactivan de manera irreversible la TryR
de T. crugi sin afectar a la GluR humana, siendo capaces de inhibir el crecimiento de 1. bruce:
circulante a concentraciones nanomolares (92). Los complejos de nitrofuril-
tiosemicarbazona de Pd(II) parecen actuar mediante diversos mecanismos entre los que se
encuentran la unién al DNA, la produccién de estrés oxidativo y la inhibicion irreversible de
la TryR. Estos compuestos inhiben el crecimiento de los epimastigotes de T. cuzi con unos
valores de CE;, de 3uM (107).

La auranofina, un farmaco que contiene oro y es utilizado para el tratamiento de artritis,
inhibe la TryR de L. infantum con valores de CI;, del orden de sub-micromolar. Un cristal de
baja resolucion del complejo TryR/auranofina mostrd un ién de Au(l) unido entre las dos
cisteinas del sitio con un cloruro como tercer ligando (124). Una serie de compuestos de Au
(I) mostraron una fuerte actividad contra amastigotes de L. majory L. amazonensis. Ademas,
tanto la auranofina como algunos de sus derivados muestran indices de selectividad que
oscilan entre 80 y 240 cuando son comparados con macrofagos murinos, revelando el
potencial de estos farmacoforos de oro. Hasta el momento 3 modelos murinos de infeccion
con L. major han demostrado que la auranofina tiene un efecto leishmanicida 7 vivo que, en

algunos casos, es incluso mejor que el de la anfotericina (125).

1.4.7 La interfaz de dimerizacion: la diana inexplorada

Los diferentes tipos de moléculas que se desarrollan o se descubren con capacidad de inhibir
la TryR tienen en comun que su mecanismo de accion esta asociado al sitio activo de la
enzima, ya sea como un inhibidor competitivo clasico (mepacrina), como un inhibidor
subversivo que aprovecha la actividad de la enzima (menadiona) o como un inhibidor
irreversible que la modifica (carmustina). Cabe destacar que mediante los estudios de alto
rendimiento se han descubierto algunas moléculas cuyo comportamiento no es competitivo,

pero aun faltan por dilucidar sus interacciones con la enzima.
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Figura 1.14| Sitio activo TryR. El sitio activo estd compuesto por ambas subunidades y es
considerablemente amplio (15 x 15 x 20 A) (117).

Desde el punto de vista racional, una aproximacion que se centre en el sitio activo de la
enzima es muy atractiva debido a que el tamano del sitio y la carga de este pueden ser usados
a favor del disefio. (Figura 1.14) Por otra parte, estos mismos factores hacen que el sitio
parezca un poco promiscuo ya que cualquier molécula con una carga y tamafos adecuados
inhibiria la reaccién, sobre todo si la actividad de la reaccién inhibida se determina en
presencia de bajas concentraciones de sustrato (111).

Debido a que la TryR necesita su conformaciéon dimérica para ser activa, la interfaz de
dimerizacion se presenta como un blanco interesante. A pesar de que las interacciones
proteina-proteina (IPP) suelen ser complejas y dificiles de estudiar, impedir la interaccion
entre los mondémeros de una proteina dimérica no es un concepto nuevo. De hecho, ya en
1997, se desarroll6 una metodologia para estudiar inhibidores peptidicos de la dimerizacion
en la GluR humana (126). En 2004 también se demostré que un inhibidor dirigido a la
interfaz de dimerizacion de la proteasa del virus herpes asociado al sarcoma de Kaposi era
capaz de inhibir la actividad de esta proteina dimérica (127). Actualmente existen diversos
estudios en fase de desarrollo que pretenden usar una determinada interfaz proteina-proteina
como diana terapéutica, existiendo algunas moléculas que incluso han alcanzado un
desarrollo clinico en areas tan diversas como cincer, asma, enfermedades cardiovasculares,

esclerosis multiple, degeneraciéon macular, colitis ulcerativa y psoriasis (128).
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1.5 Proteinas diméricas y la interfaz de dimerizacion como diana

terapéutica.

Con el fin de cumplir su funcién en el intrincado ambiente intracelular, las macromoléculas
deben interaccionar unas con otras para cumplir su funcién cualquiera que ella sea. Las
proteinas, por ejemplo, llevan a cabo diversas funciones para las que deben interaccionar con
acidos nucleicos, lipidos, moléculas pequenas u otras proteinas. Las IPP son las encargadas
de la regulacion de diferentes funciones a nivel celular: transduccién de sefiales, formacion
de complejos inmunes, regulaciéon de la expresion génica y agregacion de componentes
estructurales. Estas asociaciones entre proteinas, en un principio eventos aleatorios, han sido

esenciales en la evolucién de estas macromoléculas bioldgicas (129).

Fuerte IPP transitorias
inducibles
no obligadas IPP permanentes
Oligémeros e.g GTP, PO, no obligadas
Obligados e.g. antigeno-anticuerpo
AG

IPP co-localizadas
no obligadas

e.g. de membrana

IPP transitorias
débiles no
obligadas

Débil e.g pH. concentracion

Co-expresadas Localizacion Diferentes lugares

Figura 1.15 | Relacion entre los diferentes tipos de interacciones proteina-proteina, su afinidad
de unién y localizacién de sus protémeros. Los desencadenantes que controlan las interacciones
transitorias estan indicados en rojo.

Las IPP se pueden dar entre dos o mas proteinas iguales (homo-oligbmeros) o entre
proteinas distintas (hetero-oligdémeros). Por otra parte, en relaciéon con la obligatoriedad de
la interaccion, puede distinguirse entre oligdbmeros obligados y no obligados. En aquellos de

caracter obligado, los monémeros no pueden existir como una entidad ya que son inactivos
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y generalmente solo son funcionales cuando se encuentran acomplejados, muy comun en el
caso de los homo-oligémeros. Los hetero-oligbmeros, por otra parte, suelen ser oligbmeros
de caracter no obligatorio y sus monémeros no suelen estar co-localizados. Por ello, estos
deben ser estables en su forma monomérica hasta lograr la interacciéon con su contraparte
(130).

También se pueden diferenciar las IPPs en base a la estabilidad del complejo, distinguiéndose
entonces entre complejos permanentes, a los cuales por razones obvias pertenecen los
oligbmeros estructuralmente obligados, y complejos transitorios. LLos complejos transitorios
suelen ser oligbmeros con asociaciones débiles que se asocian y disocian rapidamente u
oligbmeros con asociaciones mas estables en las cuales un desencadenante molecular, como
un ligando, puede inducir una asociacion o disociaciéon de un mondémero cambiando el
equilibrio oligomerico (130).

Las IPP que participan en la transduccion de sefiales o en la regulacion celular suelen ser de
naturaleza temporal y débil. Cabe destacar que las diferencias entre las diferentes categorias
de IPPs suelen estar poco definidas ya que los complejos proteicos se encuentran altamente
influenciados por las condiciones ambientales que existen dentro de la célula que, al cambiar,
modifican la naturaleza y la caracteristicas las interacciones (130) (Figura 1.15).

Las IPPs también participan en diversos procesos patolégicos, por lo que el desarrollo de
moléculas que puedan interferir en la formacion de complejos proteicos representa uno de
los desatios mas interesantes en el disefio de farmacos (130).

El estudio de las enzimas diméricas, como la TryR, presenta por tanto gran interés en el
disefio de farmacos ya que representa un nicho particular de dianas terapéuticas cuya

inhibicién, aunque dificultosa, es de alto interés terapéutico.

1.5.1 Propiedades de las interfaces de dimerizacion

Las caracteristicas estructurales de las superficies proteicas que interaccionan con otras
proteinas son de gran importancia en el reconocimiento molecular. Por ello, se ha prestado
especial atencion a la exploracion de estos dominios tnicos en las proteinas diméricas. Las
principales caracteristicas de las interfaces monémero-monémero en dimeros fueron
analizadas por Jones y colaboradores (131), los cuales encontraron una relacion lineal entre
el area superficial accesible (ASA) y el peso molecular de los protémeros, encontrando que
las superficies generalmente presentaban un area de entre 369.1 A* y 4746A* con una

proporcion de 68.1% de aminoacidos no polares. La distribucion de los grupos funcionales
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en las interfaces de dimerizacion mostré una predominancia de residuos apolares en el nicleo
de la interfaz y residuos polares en la periferia. El caracter predominantemente no polar de
las interfaces analizadas puede ser explicado por el hecho de que, durante el plegamiento de
las proteinas, los residuos hidrofébicos son llevados al interior de la estructura disminuyendo
de esta manera las interacciones poco favorables con el solvente. En general, las proteinas
solubles adoptan una conformacién globular con el propésito de reducir el total de superficie
proteica en contacto con el solvente (131).

Aun cuando la mayor parte de los residuos de la interfaz son apolares, entre los aminoacidos
polares suelen estar presentes la arginina y asparagina. Por el contrario, la cisteina y el
triptéfano muestran una animadversion particular por ubicarse en la interfaz. Excluyendo el
triptéfano entonces, cuyo grupo funcional es muy voluminoso pudiendo generar problemas
en la asociacién de las subunidades, los residuos aromaticos (en particular la tirosina) se
encuentran con bastante recurrencia presentes en la interfaz y son considerados como un
buen “pegamento” para mantener dos subunidades juntas. Tenemos entonces que las
interfaces tienen mas caracter hidrofébico que el resto de la proteina y que son comunmente
definidas como parches hidréfobos en la superficie de las proteinas (131).

De acuerdo a la frecuencia de las estructuras secundarias presentes en la interfaz estas se
pueden agrupar en 4 tipos: a, B, o/B y coils. La mayoria de los dimeros que han sido
analizados pertenecen a la categoria o (53%) mientras que B, o/ P y coils, representan el 21.8,

el 12.5 y 12.5% respectivamente. Cabe anotar que las interfaces tipo B son a su vez
clasificadas en 3 grupos: extendidas, apiladas y complejas (131).

El enlace de hidrégeno es un componente intrinseco de las interacciones proteina-proteina
y se ha sugerido que mientras las interacciones hidréfobas sirven de guia para la union entre
las subunidades, son los enlaces de hidrogeno y los puentes salinos los que caracterizan la
especificidad de esta asociacion. El niumero de enlaces de hidrégeno en las estructuras
analizadas varfa entre 0 y 46, con un promedio de 0.88 por cada 100 A” en aquellas ASAs
enterradas con un tamafo superior de 1500 A% Asi mismo, el nimero de puentes salinos
suele oscilar entre 0 y 5. Es normal que los residuos se proyecten a través de la interaccion,
encontrandose dispersos a lo largo de la interfaz y actuando como ganchos que sujetan ambas
subunidades entre si (131).

Entre el diverso numero de IPPs que se pueden encontrar en una célula, las interacciones
entre monémeros para formar dimeros son de las mas fuertes y sus ASAs de las mas extensas,
por lo que el tiempo de vida medio de este tipo de interacciones es mucho mayor que el de

cualquier otra IPP. Zhanhua y colaboradores (132) realizaron un analisis de las propiedades
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de las interfaces de dimerizacion de estructuras depositadas en el Protein Data Bank (PDB)
(156 homodimeros y 170 heterodimeros). Estas estructuras fueron diferenciadas basandose
en parametros tales como: i) el numero de residuos, ii) el numero de enlaces de hidrégeno,
iif) la hidrofobicidad y iv) la composicion, en lo que respecta a residuos, de la interfaz de
dimerizacion (132).

El nimero medio de residuos encontrados en la interfaz de dimerizacién obtenido fue 81
para homodimeros y 51 para heterodimeros. En el caso de los enlaces de hidrégeno los
resultados fueron mas variables, oscilando entre 0-51, con una media de 18, para los
homodimeros y 0-98, con una media de 12, para los heterodimeros (132).

Si bien las interfaces de los homodimeros tienen un mayor nimero de residuos y de enlaces
de hidrégeno, la densidad de estos dltimos por residuo es mas alta en los heterodimeros que
en los homodimeros. En cuanto a la hidrofobicidad, se encontré que en los homodimeros la
interfaz suele ser mas hidréfoba que en los heterodimeros, que tienen una prevalencia mayor
de residuos hidrofilos y cargados. Es importante tener en cuenta entonces que la asociacion
de monémeros idénticos es impulsada en mayor medida por las interacciones hidréfobas y

que en el caso de los heterodimeros predominan las hidrofilicas (132).

1.5.2 Modelos de plegado de las proteinas diméricas

La gran diversidad existente de complejos proteicos hace especialmente dificultosa la
identificacién del proceso de asociacion que guia el plegado correcto de las proteinas. Para
los complejos transitorios y no obligados, en los que las subunidades interaccionan solo en
una fase especifica de su tiempo de vida medio, la asociacion es un proceso completamente
diferente al del plegamiento de las subunidades individuales. Las subunidades suelen tener
una estructura terciaria estable que garantiza el encuentro con su contraparte. Por el
contrario, los oligdbmeros estructuralmente obligados, particularmente los homo-oligémeros,
se forman durante la traduccién compartiendo ribosoma y factores de plegamiento, por lo
que la asociacion de las subunidades y el proceso de plegamiento no pueden ser considerados
eventos independientes (133). Tras la traduccion, la cadena polipeptidica lineal adopta una
conformacion favorable en la cual el plegamiento promueve el enterramiento de los residuos
hidréfobos. Los enlaces de hidrogeno, las fuerzas de van der Waals, los enlaces i6nicos y, en
algunas ocasiones, los enlaces covalentes estabilizan las estructuras terciarias de las proteinas.
La asociaciéon o el ensamblaje de varias cadenas polipeptidicas con el fin de generar una

proteina con una estructura cuaternaria se puede llevar a cabo en un proceso que integra el
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plegamiento en uno de sus pasos. Después de la traduccion, la cadena polipeptidica se pliega
de manera adecuada gracias a la interaccién con los factores de plegamiento (chaperonas)
que previenen la formaciéon de asociaciones inapropiadas con otras proteinas que podrian
llevar a un plegamiento inadecuado. Durante el proceso de plegamiento, las proteinas pueden
interaccionar con mas de una chaperona con el fin de lograr su conformacion final 6ptima.
Un plegamiento no adecuado suele conducir a la degradacion de la proteina generada (133).
Para aquellas proteinas que requieren de un proceso de oligomerizacién, la subunidad
plegada debe de encontrar a su subunidad complementaria en el complejo ambiente
intracelular. I.a conformacién de este tipo de complejos tras el plegamiento puede ser
dividido entre complejos homo y heterépicos. La formacién de los complejos homo-
oligoméricos mediante la asociaciéon de subunidades idénticas es facilitada por el hecho de
que las subunidades son sintetizadas por el mismo ribosoma. Sin embargo, la formaciéon de
un complejo hetero-oligomérico es mas dificultosa debido a que depende de la interaccion
de dos subunidades proteicas distintas. La formacion de estos complejos hetero-oligoméricos
puede estar guiada por dos mecanismos: i) el intercambio de subunidades entre complejos
homo-oligoméricos y ii) la asociaciéon de subunidades individuales. Estas subunidades
individuales suelen encontrarse asociadas a chaperonas hasta que otra subunidad adecuada
para la formacion del complejo es hallada, llevandose a cabo asi la finalizacién del proceso
de plegamiento (134). El descubrimiento de chaperonas especificas sugiere que estas
proporcionan asistencia en las diferentes vias que comandan el plegamiento, la asociacion y
la degradacion de los complejos (134).

Segun el equilibrio cinético y los datos de desnaturalizaciéon de 40 proteinas diferentes y
dependiendo de su estabilidad y el nimero de estados intermedios, los dimeros han sido
categorizados en tres clases. Las proteinas Clase A cuentan con dos estados, el dimero
plegado y el monémero sin plegar. En el caso de las proteinas Clase B y C, ademas de estos
dos estados existe un tercero parcialmente plegado que en el caso de la Clase B es
monomérico mientras que en la Clase C es dimérico (135,136). (Figura 1.16)

Los dimeros que presentan un mecanismo de equilibrio Clase A son tipicamente de menos
de 100 residuos por mondémero y su plegamiento presenta, por lo general, una cinética de
dos estados. Los dimeros que presentan un equilibrio de 3 estados, Clase B y C, suelen ser
de mas de 100 residuos por mondémero y su mecanismo de plegamiento es de cinética
compleja. Durante los experimentos de equilibrio de plegamiento, los modelos predictivos
mostraron que los dimeros Clase A forman una curva sigmoidea cuya forma se mantiene al

aumentar la concentraciéon de agente desnaturalizante, si bien las curvas se desplazan
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progresivamente hacia la derecha. En el modelo de dos estados, la asociaciéon de las
subunidades es un proceso bimolecular. Asi, en contra de lo que sucede a las proteinas
monoméricas con unas cinéticas de plegamiento que muestran exponenciales simples
independientes de la concentracién de proteina, los dimeros de Clase B y C muestran
cinéticas no exponenciales, tanto durante el plegamiento como durante la desnaturalizacion,
observandose dependencia de la concentracion de proteina en el estado de transicion (137).
Tipicamente, el equilibrio cinético de desnaturalizacién de una proteina en tres etapas
muestra un comportamiento bimodal independiente de si el intermediario es monomérico o
dimérico. Las proteinas con un estadio intermediario monomérico muestran un
comportamiento bimodal a concentraciones bajas de proteina y las proteinas con un
intermediario dimérico muestran un comportamiento bimodal a concentraciones altas de

proteina.

<) g
oY N
&,
N, &= 2U
& :
A AG Desnaturalizante

e
Sefial

R, S
= 2U
&z Desnaturalizante
B AG,

=
(=]
B

KI KZ

' &,

N,<T=2 I, &==22U
C k&, k; Desnaturalizante
AG, AG,

Figura 1.16 | Mecanismos de plegamiento y desnaturalizaciéon de proteinas diméricas. A.
Clase A: Transicion de dos estadios, B. Clase B: Transiciéon de tres estadios con un intermediario
monomérico y C. Clase C: Transicion de dos estadios con intermediario dimérico. En los

equilibrios N hace referencia a la conformacién nativa, I a los intermediarios y U a las formas
desnaturalizadas o sin plegar (wnfolded) (137).
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La diferencia en energfa libre de Gibbs asociada al proceso de desnaturalizacion (AG,) es
distinta para las protefnas diméricas y monoméricas. E1 AG, se encuentra entre 3 y 15
kcal/mol para proteinas monoméricas y entre 8 y 40 kcal/mol para proteinas diméricas. El
proceso de desnaturalizacion para dimeros de tamafio superior requiere generalmente un
mayor AG,(137).

La AG, del proceso de desnaturalizacién/plegado y el ASA enterrado total en la interfaz no
parecen tener ningun efecto en la elecciéon del modelo de plegado. Sin embargo, el tamafio
de las subunidades si que parece influenciar el modelo de eleccion. Generalmente, los
dimeros compuestos de subunidades de menos de 100 aminoacidos siguen un modelo de
plegamiento en dos etapas y aquellos con mas de 250 aminoacidos siguen un modelo de 3
etapas con una predileccion por intermediarios diméricos. Entre los dimeros de tres estadios,
los intermediarios monoméricos son mas comunes pero, por regla general, se prefiere un
intermediario monomérico cuando el porcentaje de ASA enterrado es menor y se prefiere

un intermediario dimérico cuando el tamano de la proteina es mayor (138).

1.5.3 Evolucion de las proteinas diméricas

Desde el punto de vista de la evolucion proteica, la oligomerizacion es un avance al suponer
eficacia genética. Existen varias ventajas que estan asociadas con el proceso de
oligomerizacion: i) la complejidad se incrementa debido a la creacién de un nuevo sitio en la
interfaz de dimerizacion, ii) la regulacion alostérica es posible por la asociacioén o disociacion
de proteinas multiméricas, iii) la proteina es estabilizada debido a que al ser de mayor tamafo
es mas resistente a la degradacion y iv) las interacciones con ligandos son facilitadas gracias
a que los cambios conformacionales son mas faciles debido a la flexibilidad conferida por los
complejos multidominio (136). Por ejemplo, la mayoria de las proteinas de unién al DNA y
RNA son unicamente funcionales en su estado dimérico debido a que poseen una funcién
de pinza que requiere de dos brazos que aprisionen el blanco. Esta funcién puede ser
regulada cambiando el equilibrio entre los estados monoméricos y diméricos. Otro ejemplo
es el de la proteasa de HIV, la cual aloja a sus sustratos en una cavidad espaciosa creada por
dos mondémeros paralelos conectados en un extremo. La dimerizacién también juega un
papel mas complejo en el mantenimiento de la estabilidad de una proteina durante el proceso
de plegamiento. Para los dimeros que no requieren de un estadio intermedio como son los

de Clase A, aquellas cadenas desnaturalizadas o parcialmente plegadas pueden facilitar el
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plegamiento de la proteina o pueden retener cadenas polipeptidicas en una conformacién no
favorable y causar agregacion. De esta manera entonces, una agregacion temprana entre los
monoémeros puede inducir que una proteina se pliegue de manera adecuada. Para los dimeros
de Clase B, los intermediarios monoméricos plegados estan en un estado similar al de glébulo
fundido y el proceso de asociacion puede inducir en ellos una conformaciéon funcional (136).
Ali'y colaboradores (129) revisaron los mecanismos evolutivos que gufan la asociacion entre
proteinas. Teniendo encuentra que las interfaces son parches hidréfobos en la superficie de
una proteina, mutaciones que generen o expongan zonas hidréfobas tienden a aumentan la
probabilidad de que se den interacciones que lleven a la formacién de dimeros,
particularmente de aquellos que requieran de un intermediario durante el plegamiento. El
cambio de dominios es otra teorfa plausible para la evolucion de proteinas multiméricas. En
este caso las proteinas existen ya sea como mondémeros o dimeros y, en la forma dimérica,
un dominio funcional de uno de los mondémeros interacciona con un dominio en el
monoémero opuesto y viceversa, dando como resultado una asociaciéon entre monoémeros.
Otro mecanismo alternativo para la formacion de dimeros es la fusién de un gen que codifica
para un dominio de oligomerizaciéon con el gen de una proteina monomérica, produciendo
una proteina nueva que se asocia mediante el dominio recién adquirido (129).

A nivel génico, las mutaciones, las translocaciones génicas y las fusiones podrian inducir la
formacion de una proteina con un multidominio asimétrico tomado por proteinas distintas
con funciones diferentes. El descubrimiento de los segmentos de dominio ancestrales,
pequenas secuencias peptidicas codificadas por genes primordiales que son capaces de
formar oligbmeros en solucion, llevé a la hipotesis de que estos pequefios segmentos fueron
proteinas ancestrales que bajo presion evolutiva se convirtieron en dominios dentro de

proteinas monoméricas (129,139,140).

1.5.4 Inhibiciéon de la dimerizacion

Las enzimas diméricas son susceptibles de ser inhibidas mediante la unién de un ligando en
la interfaz de dimerizacion. Sin embargo, la identificacion de moléculas con capacidad
inhibitoria se dificulta debido a la poca accesibilidad de las interfaces y los cambios que estas
pueden sufrir tras la unién con el ligando. Actualmente existen 4 modelos posibles de
inhibicién: i) el inhibidor se une a la interfaz del monémero, ii) el inhibidor se une al dimero
en un area alrededor de la interfaz, iii) el inhibidor se une a una secuencia proteica expuesta

unicamente durante el proceso de plegamiento previniendo la asociacién de las subunidades
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durante el proceso y iv) el inhibidor se une a una cierta distancia de la interfaz pero genera
unos cambios conformacionales tales que afectan el equilibrio dimero/monémero causando

lo que se denomina inhibicién alostérica (141).

1.5.5 Estudios computacionales en proteinas diméricas

El mismo tipo de interacciones no covalentes que gufan el plegamiento de las proteinas
tienen efecto en la energia de unién de un complejo proteico. La afinidad de unién entre
subunidades proteicas esta determinada por el efecto neto de todos los factores que
contribuyen a la unioén, incluyendo aquellos que la favorecen y los que no (142-147). La
afinidad de la union esta relacionada con la energfa libre de unién AG, dada en la Ecuacion

1.2

Ecuaciéon 1.2 | Energfa libre de uniéon: R
es la constante de los gases ideales, T es la
temperatura en grados Kelvin y K es la
constante de afinidad de la union.

AG, = —RTInK

El AG, total para dos proteinas que estan plegadas en el estado no unido puede ser calculado
como la suma de la interaccién del termino de energfa libre, el cual tiene componentes
entalpicos y entropicos, ademas de un término que tenga en cuenta la pérdida de entropia
translacional, rotacional, vibracional y conformacional. Ademas, cuando se forman estadios
conformacionales de los dimeros/mondémeros antes de que se forme el complejo final
estable, se debe afadir un término que tenga en cuenta la energia de esta fase de
isomerizacion (148). Los calculos mas simples de energfa libre tienen en cuenta los
monoémeros como cuerpos rigidos, de modo que no se consideran los cambios
conformacionales que estos puedan sufrir durante la unién. Sin embargo, la flexibilidad de
las proteinas puede influenciar de manera significativa sobre la termodinamica de la
asociaciones proteina-proteina (149,150).

Algunos de los métodos iniciales que se emplearon para calcular la contribucién de la
desolvatacion a las energfas libres de unién usaban parametros de solvatacion atémica y las
areas superficiales accesibles al solvente o SASA (145-148). Las interacciones entre el soluto
y el solvente pueden describirse usando bien campos de fuerza de mecanica molecular
explicitos (en detalle atémico) o bien de forma implicita (tratando el solvente como un

continuo dieléctrico) descomponiendo la energia libre de solvataciéon en contribuciones
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polares y no polares (151-153). Durante muchos afios se han preferido las aproximaciones
menos detalladas y por tanto menos costosas desde el punto de vista computacional frente a
los modelos explicitos, que hoy dia sf resultan aplicables a la mayor parte de los problemas.
Entre los mas populares estan los llamados métodos de Poisson-Boltzmann (PB), las
aproximaciones generalizadas de Born (GB) y los métodos combinados (154—157). Bertorani
y colaboradores (158) estudiaron la dependencia de la energfa libre de unién de 7 complejos
proteicos homo y heterodimericos con la concentracion salina empleando calculos de PB.
Los resultados obtenidos se correspondieron con los datos experimentales a los que se tenfa
acceso, sugiriendo que este tipo de calculos pueden describir las bases fisicas de los efectos
no especificos de las sales en las interacciones proteina- proteina.

Cuando se cuenta entonces con datos experimentales de la energfa libre de unién de un
complejo proteico en particular, los modelos correlativos pueden ser de utilidad para la
prediccion las afinidades de unién de complejos similares. Estas aproximaciones correlativas
empleadas para la estimacion de la energfa libre de dimerizacion han sido combinadas con
protocolos de docking de cuerpo rigido para predecir, por ejemplo, las interfaces putativas en

los homodimeros del receptor de neurotensina 1 (159).

1.5.5.1 Identificacion de puntos calientes (hot spots)

Los primeros en aplicar el llamado “barrido”(scanning) de alanina a una IPP fueron Clackson
y Wells (160) en el estudio del receptor de la hormona del crecimiento humana. Sus
resultados sugirieron que el cambio de energfa libre de unién que conduce a la formacion
de un complejo proteina-proteina no se encuentra distribuido de manera uniforme en la
interfaz sino que, por el contrario, se localiza mayoritariamente en unos cuantos residuos
conservados (161,162). Estos hot spots, o puntos calientes, parecen estar organizados en
grupos (clusters) en regiones de alta densidad de empaquetamiento local. Los residuos
energéticamente menos importantes se encuentran rodeando estos ho? spots, presuntamente
para protegerlos del solvente (161,163). El triptéfano, la tirosina, la arginina, la fenilalanina,
la glutamina y la metionina suelen ser, con bastante asiduidad, residuos ho? spoz (161,164—166).
Algunos autores han definido no solo ho? spots, sino también warm spots (puntos tibios) y null
spots (residuos nulos), siendo los primeros aquellos que tienen una contribucion a la energia
libre de unioén supetior a las 4 kcal/mol, los segundos de 1-4 kcal/mol y los y tltimos los que
aportan <1 kcal/mol. Estas designaciones fueron definidas al medir la diferencia de energia

libre de unién (AAG,) después de sustituir el residuo de interés por alanina (163,167-169).
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La identificacion de los hot spots es de particular interés en el descubrimiento de moléculas
pequenas dirigidas a las IPPs (170-173). Existen diversos métodos computacionales que
predicen qué residuos pueden ser hot spots (174). Los métodos mas rigurosos utilizan la
perturbacion de la energfa libre de unién y los métodos de integracion termodinamica junto
a simulaciones de dinamica molecular para calcular la AAG, tras un cambio por alanina (175).
También existen métodos computacionales de mutagénesis que pueden ser empleados para
estudiar los efectos cinéticos de diferentes sustituciones de aminoacidos en la
homodimerizaciéon ~ (141,176,177). Otros autores han realizado aproximaciones
completamente distintas para la prediccion de ho# spots en las que describen las estructuras
proteicas como redes de conexion (178,179). En los analisis de interfaz usando esta
metodologia de redes los residuos mas altamente conectados se correlacionaban con los

datos experimentales de ho# spots previamente identificados.

1.5.5.2 Determinacion de los bolsillos de union para los inhibidores

Tras la identificacion de los residuos clave para la dimerizacion es necesario detectar los sitios
potenciales de union del ligando a la interfaz de la interaccién monémero-monémero. Las
moléculas pequenas que se unen en las hendiduras, preferiblemente cerca de los residuos /o?
spots, pueden prevenir la dimerizacion o perturbar la estructura dimérica (180). Al igual que
en la identificaciéon de los hot spots mencionada en el apartado anterior, existen diversos
programas que asisten en la identificacién de estos sitios de unién para los ligandos (181,182).
LLa mayorifa de estos emplean una aproximacién geométrica o energética. Aunque se puede
emplear una mezcla de diferentes metodologias para la prediccion de estos sitios, ninguna
ofrece unos resultados 100% fiables.

Existen surcos o hendiduras en la interfaz que solo se forman tras la asociaciéon de un
monoémero con su compafiero, constituyendo las llamadas interfaces de caracter adaptativo
(183,184). Mientras que esta flexibilidad y plasticidad de la interfaz proporciona sitios nuevos
de unién para los ligandos, también supone un reto para la deteccién de estos sitios, sobre
todo cuando se emplean aproximaciones basadas unicamente en la estructura. Para solventar
esto se han desarrollado diferentes protocolos que combinan la dinamica molecular con
algoritmos que calculan diferentes propiedades de los bolsillos tales como el volumen, la
polaridad y la profundidad, logrando identificar de esta manera bolsillos transitorios

presentes en las interfaces (185-196).
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En un estudio realizado sobre la sintasa de 6xido nitrico inducible (iINOS), una enzima
homodimérica, se logré interferir en la dimerizaciéon de manera inusual empleando una
molécula pequefia que se une al sitio activo de la enzima. El sitio activo de esta enzima se
encuentra alejado de la interfaz pero la molécula pequefia logra inducir un cambio
conformacional en la protefna que termina por perturbar su conformaciéon dimérica,
funcionando entonces como un inhibidor alostérico (197). Cabe aclarar que aunque esta
aproximacion empleando inhibidores alostéricos es prometedora, no siempre es posible de

implementar (171).

1.5.5.3 Disefio de inhibidores

El cribado virtual es una técnica computacional empleada para la bisqueda de ligandos
novedosos o cabezas de serie a partir de una base de datos virtual (198). El cribado virtual
basado en estructura emplea el acoplamiento (docking) molecular de ligandos virtuales en los
sitios de unién de proteinas cuya estructura tridimensional es conocida (199). Otra
aproximacion iz silico es definir un farmacéforo comuin para una serie de ligandos que se
unen a una diana comun para asi inferir la estructura complementaria del sitio receptor. Por
ejemplo, el algoritmo denominado Fingerprints for Ligands and Proteins (FLAP) (200), construye
todos los farmacéforos de 4 puntos posibles para un sitio dado. Posteriormente, se criba
frente a estos farmacéforos una quimioteca virtual con el fin de hallar aquellos ligandos que
coincidan con los requerimientos estipulados del sitio de interés. Posteriormente, se ordenan
los ligandos encontrados de acuerdo a la puntuacion (scoring) recibida en el proceso de docking.
También se pueden emplear técnicas de nmovo para disefiar nuevos inhibidores de IPPs
(201,202). Para ello se construyen los posibles ligandos basandose en los atomos o
fragmentos moleculares dentro del sitio de unién de acuerdo a los requerimientos espaciales
y de interacciones no covalentes. Esta aproximacion de disefio de farmacos se beneficia de
la disponibilidad de datos de difraccion de rayos X sobre cristales de protefnas y del
entendimiento obtenido a partir de experimentos biofisicos (202).

Con el fin de solventar especificamente el reto de descubrir moléculas pequenas con la
capacidad de inhibir IPPs, Che y colaboradores (203,204) han descrito una aproximacion
teodrica para descubrir peptidomiméticos basada en la denominada hipétesis del andamiaje
privilegiado. De acuerdo a esta hipdtesis, cualquier estructura organica capaz de imitar un
motivo de reconocimiento en una proteina, es un andamio privilegiado que podria inhibir la

dimerizacion de la misma.
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1.5.6 Inhibidores Peptidicos y Peptidomiméticos

Por regla general un buen punto de inicio cuando se desea disefiar un péptido que perturbe
una IPP o, en nuestro caso, la interfaz de dimerizacion, es la sintesis de un péptido que se
corresponda con la region de la interfaz y tenga en cuenta puntos criticos de la interaccion,
como los ya descritos hot spots. El siguiente paso es limitar la conformacion del péptido
mediante la ciclacién, formacion de enlaces cruzados (crusslinking) o la inserciéon de una
estructura ya existente (205).

Otra de las metodologfas utilizadas es el denominado trasplante de residuos. En este caso,
los residuos responsables de perturbar una IPPs se trasplantan a una estructura mas estable,
como el polipéptido pancreatico aviar (206).

A continuacion, haremos un breve repaso de algunas de las proteinas diméricas de origen
viral, bacteriano y eucariético en las cuales la estrategia de la perturbacion de la interfaz de

dimerizaciéon como método de inhibicién de la actividad ha sido implementada con éxito.

1.5.6.1 Integrasa de VIH

La integrasa de VIH cataliza la insercion del DNA viral en el genoma de la célula
hospedadora. La proteina esta compuesta por tres dominios: el dominio N-terminal con un
motivo de unién a Zn, el dominio catalitico y el dominio C-terminal, el cual se encarga de la
union al DNA de manera inespecifica. La interfaz de esta proteina esta formada por cuatro
hélices o y una limina 8 de ambos monémeros, encontrandose el dominio catalitico en esta
interfaz (207). Un péptido con la secuencia de aminoacidos del 147 al 175 que contenia parte
de la interfaz demostré ser un inhibidor de la actividad integrasa 7z vitro a concentraciones de
1,2 mM (208). Péptidos derivados de las hélices @ 1 y 5 del nucleo catalitico demostraron
ser capaces de inhibir la actividad integrasa en un 50% a concentraciones del orden de
nanomolar, perturbando el equilibrio de asociaciéon y disociacion del dimero (209). Otros
péptidos derivados de cinco regiones del nucleo catalitico lograron inhibir la actividad 3’-
endonucleasa a concentraciones de micromolar perturbando el entrecruzamiento entre los

dimeros (210).
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1.5.6.2 Proteasa de Herpesvirus

La proteasa de Herpesvirus es una proteasa de serina encargada del procesamiento temprano
de la estructura que compone la capside viral. Esta proteina existe en un equilibrio entre sus
estados monomérico y dimérico, siendo este ultimo el responsable de la actividad catalitica
(211). Cada subunidad posee un sitio activo con la triada catalitica Ser-His-His, pero los sitios
cataliticos no estan en contacto entre si. En la interfaz de dimerizacion, compuesta de varios

bolsillos hidréfobos, interaccionan una hélice o (a5) de una subunidad con 3 hélices a. de la

otra (a5, a2 y al) (212). Se trasplantaron los residuos identificados en a5 como necesarios
para interferir en el proceso de dimerizacién al polipéptido pancreatico aviar con el fin de
obtener una estructura helicoidal estable en solucion. Por medio de experimentos de
filtracion en gel se demostré que la incubacion de la proteina con este péptido conducia a un
aumento en el pico correspondiente al monémero y una reducciéon en el pico del dimero.
Experimentos de actividad enzimatica mostraron, ademas, que un exceso molar del péptido

causaba una disminucién de la actividad de hasta el 50% (212).

1.5.6.3 Timidilato Sintasa de L. casei

La timidilato sintasa es un homodimero que cataliza la metilacién reductiva de la
desoxiuridina monofosfato (dAUMP) a desoxitimidina monofosfato (dTMP), un precursor
esencial en la sintesis del DNA. Ya que la biosintesis de dTMP depende tdnica y
exclusivamente de esta ruta en todos los organismos, esta enzima es una diana terapéutica
atractiva en la busqueda de nuevos fairmacos contra el cancer (213). Su sitio activo esta
formado por residuos de ambas subunidades, por lo que cualquier alteracion en la estructura
cuaternaria de la proteina seria deletérea para la actividad. La interfaz de esta sintasa esta

formada por la interaccién entre dos estructuras de 6 liminas 3. Un péptido disefiado que

forma una de las horquillas B de la estructura en la interfaz demostr6 inhibir de manera

efectiva la actividad de la enzima promoviendo su agregacion (214,215).

1.5.6.4 Triosa Fosfato Isomerasa de P. falciparum y T. cruzi

La triosa fosfato isomerasa (TFI) cataliza la intercorvesion entre el gliceraldehido 3-fosfato
y la dihidroxiacetona fosfato y, en la mayoria de organismos estudiados, esta presente en

forma de homodimero (216). En la interfaz de esta proteina se hallan dos asas (1 y 3) que
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han demostrado ser esenciales para la asociacion entre las subunidades ya que mutaciones
que alteran la secuencia de residuos de esas estructuras conducen a variantes de la proteina
que muestran una actividad enzimatica reducida y defectos en el proceso de asociacion (217).
Basados en estas asas se disefiaron péptidos que son capaces de reducir la actividad de la TFI
de P. falciparum y alterar la estabilidad de su estructura cuaternaria (218).

En el caso de la TFI de Trypanosoma cruzi se reportd que la ditiodianilina (DTDA) es capaz
de inhibir la dimerizacién de la enzima con una Cly, de 258 nM (219). Sin embargo, el
mecanismo mediante el cual se logra perturbar la estructura de la proteina es diferente. Al
parecer, DTDA induce la alquilaciéon de una cisteina que promueve un cambio
conformacional en la interfaz, mas especificamente en el asa 3. Esta perturbaciéon de la

interfaz conlleva una agregaciéon de la proteina causando asi la inhibicién de la misma

(219,220).

1.5.6.5 Glutation Reductasa Humana

Al igual que la tripanotiéon reductasa, la glutation reductasa humana (hGluR) es un
homodimero cuyos mondémeros estain acomplejados cada uno de ellos con una molécula de
FAD como grupo prostético. Aunque cada mondémero tiene un sitio catalitico, ambos estan
constituidos por residuos procedentes de ambas subunidades. Por esta razén el monémero
aislado es inactivo (126). A diferencia de las enzimas virales descritas, la disociacion de la
hGluR 77 vitro no es sencilla debido a la alta estabilidad del dimero gracias a la amplia zona
de interaccién entre ambas subunidades. Experimentos de dilucién de la proteina nativa
demostraron que su conformacién como dimero es altamente estable, manteniendo su
actividad hasta llegar a concentraciones picomolares. Esto sugirié que el disefio de los
inhibidores para la hGluR deberia estar enfocado en su unién a las subunidades durante el
proceso de plegamiento. Un péptido que se corresponde con una hélice o de la interfaz fue
capaz de inhibir el 50% de la actividad de la GIuR a 20 uM (126) en un ensayo de plegamiento
y reactivacion en el que se emple6 un agente caotrépico para separar las subunidades. No
fue posible detectar ningun efecto sobre la enzima en ausencia de agentes inductores de la

desdimerizacion.
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1.5.7 Meétodos para la deteccion de la disociacion de proteinas diméricas

Existen diversas metodologias que permiten la deteccion de dimeros y monémeros en
equilibrio tales como la cromatografia de exclusiéon molecular (CEM), la centrifugacion
analitica de equilibrio de sedimentacion (CAES), la fluorescencia y la resonancia de

plasmones.

1.5.7.1 Cromatografia de exclusion molecular (CEM) y centrifugacion analitica de

equilibrio de sedimentacion (CAES).

La CEM ha sido ampliamente utilizada para determinar las velocidades de disociacién para
aquellas enzimas con una K, del orden de micromolar y para homodimeros que requieran
de un desencadenante, como es el caso de la iNOS. Los resultados cuantitativos obtenidos a
partir de esta metodologia suelen depender de la separacion espacial de los monémeros y los
dimeros y la distribucién no homogénea de la concentraciéon de proteina a lo largo de la
columna. En el caso de un intercambio ripido mondémero/dimero, el equilibtio de
disociaciéon dependera del tiempo de elucién, pero, incluso si el intercambio
monoémero/dimero ha alcanzado la fase estacionaria, el grado de equilibtio de disociacién
obtenido no refleja la realidad con respecto a la muestra antes de ser eluida. De igual manera,
la proteina podria también interaccionar con la fase estacionaria, lo cual también tendria un
efecto sobre la AG de disociacion del dimero. L.a CAES puede solucionar estos problemas
debido a que las fuerzas mecanicas y quimicas estan en equilibrio y a que se puede analizar
la distribucién radial de las proteinas para obtener informacion cualitativa de las reacciones

de asociacion que llevan a cabo las proteinas estudiadas (126,221-223).

1.5.7.2 Fluorescencia

Los métodos fluorescentes son mas sensibles a los cambios en la conformacion cuaternaria
de las proteinas. Los cambios en el espectro de emision de fluorescencia pueden ser
detectados tras agregar el inhibidor de la dimerizacién. Sin embargo, la aplicabilidad de esta
metodologia depende del numero de residuos de triptéfano presentes en la proteina (224).
Para solventar esto es posible la adiciéon de etiquetas (#zgs) fluorescentes en posiciones
estratégicas que permitan detectar la disociacion de los complejos proteicos. Por ejemplo, en

el caso de la timidilato sintasa de L. cases, la cisteina presente en el sitio activo puede dansilarse
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de manera que se pueden evaluar los cambios en el estado conformacional de la proteina

mediante cambios detectados en la emisién de fluorescencia (214).

1.5.7.3 Resonancia de Plasmones (SPR)

La resonancia de plasmones superficiales, SPR por sus siglas en inglés, es una metodologia
optica ampliamente utilizada para el estudio de las interacciones entre macromoléculas. La
SPR se basa en el cambio de la frecuencia de los plasmones superficiales de un film metalico
sobre el cual se encuentra inmovilizada una macromolécula a la que se denomina ligando (en
este caso una proteina dimérica o sus subunidades). Cuando el ligando interacciona con una
molécula de interés (analito), es posible detectar en tiempo real la unién entre las dos
moléculas, las velocidades del proceso de asociacién/disociacion y la cantidad de analito
unido (225). Cabe sefialar que los resultados darfan informacion acerca de la interaccion de
los dimeros y monémeros con el inhibidor, pero no de la capacidad de la molécula inhibitoria
de actuar como un agente disociador. Ademas, a pesar de la potencia de esta técnica, su
implementacién en proteinas diméricas con una constante de disociacion baja es complicada

debido a las dificultades que supondria unir las subunidades de forma individual (126,218).

1.5.7.4 Cristalografia de Rayos X

La cristalograffa de rayos X es la metodologia mas poderosa entre las aqui mencionadas, ya
a que permite determinar como y en dénde se une un inhibidor a una protefna. Esta
informacion es muy util en el desarrollo de nuevos farmacos ya que permite, de manera
racional, disefiar sobre una base estructural posibles modificaciones que mejoren la afinidad
del inhibidor por su diana. Esta técnica es bastante robusta y los métodos computacionales
y experimentales empleados en la actualidad, tales como el uso de técnicas avanzadas en la
expresion de proteinas recombinantes, el uso de robots cristalograficos y el acceso a fuentes
de radiacion de sincrotréon, se encuentran bien desarrollados. Hay que tener en cuenta, sin
embargo, que las estructuras cristalinas representan un promedio en el tiempo y en el espacio
de las moléculas presentes en el entramado del cristal, las cuales pueden tener variaciones
conformacionales en su estructura. Estas variaciones conformacionales suelen ser ignoradas,
pero pueden contener informacién acerca del movimiento de las estructuras dentro de la
proteina y de su flexibilidad que podrian ser importantes para su funciéon (226). Ademas, la

implementacion de esta metodologia desde el punto de vista técnico es bastante compleja y
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su éxito esta supeditado a la disponibilidad de un cristal de la proteina de interés junto a su
inhibidor, lo cual no siempre es posible. Esta técnica ha sido usada con éxito para determinar
la naturaleza disociativa de un inhibidor de la integrasa del VIH cuando el cristal revelé que

el inhibidor se encontraba entre las subunidades (227).

1.5.7.5 [Estrategias Alternativas

LLas metodologias mencionadas tienen 3 caracteristicas fundamentales: 1) su alta complejidad
técnica, ii) el uso de equipos altamente especializados y iii) la dificultad de su implementacion
para proteinas con una constante de disociacion baja. Con el fin de superar estos obstaculos
se pueden emplear metodologfas alternativas que, de manera indirecta, nos den informacion
acerca del proceso de disociacion de dimeros a monémeros. Una de estas metodologias es
producir proteinas con mutaciones en la interfaz de dimerizaciéon que hagan que la
conformacién cuaternaria de la proteina sea mas inestable y probar los inhibidores sobre
estas mutantes (219). Otra estrategia empleada es el uso de un ensayo de
desnaturalizacién/renaturalizacién en el cual se usan agentes caotrépicos, como el
hidrocloruro de guanidina, para desnaturalizar una proteina. Tras la desnaturalizaciéon se
aflade una molécula inhibidora mientras se disminuye la concentraciéon de desnaturalizante
para permitir la renaturalizacién de la proteina. Tras la renaturalizacion, se mide la actividad
remanente de la protefna en presencia de inhibidor versus un control (126). Se han utilizado
con éxito diferentes variantes de proteinas nativas en la identificaciéon de moléculas que
afectan el proceso de dimerizacion en la TFI de T. owzi y el de
desnaturalizacién/renaturalizacion en hGluR (126,219).

En 2006 S/uis-Cremer y colaboradores (228) implementaron con éxito una metodologia
novedosa para detectar inhibidores de la dimerizacién de la Transcriptasa Reversa (TR) del
VIH en la cual no se requiere el uso de agentes desnaturalizantes ni es necesario desestabilizar
la proteina mediante cambios en la naturaleza de los aminoacidos que forman la interfaz de
dimerizacion. Ademas, la deteccién no depende de equipos especializados y, al ser realizada
en placas multipocillo, es facilmente escalable. En este ensayo se fusionaron 7zgs (FLAG y
HIS) a cada una de las subunidades que componen la TR (p66 y p51) y estas fueron co-
incubadas para generar una proteina que contenfa ambos Zags. Posteriormente se fijé la TR
de manera especifica (HIS) sobre una placa de poliestireno vy, tras ser incubada con un
inhibidor, se detect6 el dimero remanente utilizando anticuerpos que reconocian la

subunidad que no estaba unida a la placa (FLAG). De esta manera se lograron identificar

68



varias moléculas que tenian la capacidad de perturbar el estado dimérico de la TR del VIH

(228).
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1.6 Herramientas Bioquimicas para el Estudio de Inhibidores

Enzimaticos

Cuando se disefia un inhibidor enzimatico que se pretende que afecte a la supervivencia de
un organismo patégeno, la meta es lograr encontrar una molécula que pueda servir como
gufa (ya sea en una estrategia antigua o nueva) que lleve al desarrollo de un cabeza de serie
susceptible de ser optimizado con el fin dltimo de obtener un farmaco (229).

Este camino es un proceso iterativo que incluye la sintesis de una multitud de moléculas con
pequenas variaciones entre si seguida de innumerables evaluaciones bioquimicas y bioldgicas.
LLa meta inicial es entender los determinantes estructurales de la afinidad entre la molécula y
su diana a través del desarrollo de una relacién entre la estructura y la actividad haciendo uso
de ensayos enzimaticos iz vitro. Partes subsecuentes de este tipo de estudios, como la
actividad intracelular, la actividad 7z vivo, 1a optimizacion de la permeabilidad de membrana,
la biodispisponibilidad oral y otros parametros farmacocinéticos, todas ellas esenciales para
el desarrollo de farmacos, forman parte ya de otro tipo de estudios diferentes (229).

A través de pequenas variaciones quimicas realizadas de manera sistematica, como es el caso
de la sustituciéon de aminoacidos en una secuencia peptidica, se pueden plantear hipotesis
acerca de las interacciones esenciales de la molécula con la proteina diana. Este proceso
iterativo puede ser alimentado con informacién estructural de cristalografia de rayos X,
espectroscopia de RMN o modelado computacional. De esta forma, los compuestos son
repetidamente modificados hasta que se obtienen las caracteristicas fisicas, bioquimicas y
biolégicas deseadas (229).

Para comenzar, es necesario evaluar los compuestos con el fin de entender su mecanismo de
inhibicién sobre la enzima diana. Esta informacién es critica para asegurar que las
modificaciones generadas son correctamente evaluadas en términos de afinidad relativa. En
la Figura 1.17 se propone un diagrama de flujo de los diferentes estudios bioquimicos que

deberfan ser realizados para determinar el mejor método de evaluacion (229).
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Determinacion CI, inicial

¥

¢Es
¢Curvas de progreso lineal? ¢Inhibicién covalenter
Estudio de Estudio de inhibicion C'Basada en
inhibicion clasica tiempo-dependiente mecanismo?
el
No
No se suele continuar con su desarrollo Se continua con su caracterizacion

Figura 1.17 | Propuesta de diagrama de flujo a seguir durante la evaluacién de inhibidores
enzimaticos (229).

Como se puede ver en el diagrama de la Figura 1.17, el primer paso en la evaluacién de un
compuesto es la determinacion de la concentracion inhibitoria 50 (Cly). Este valor se define
como la concentracion de inhibidor necesaria para saturar la mitad de la poblacion enzimatica
en condiciones experimentales especificas y es usada con regularidad como una medida de

potencia relativa entre compuestos. Ecuacién 1.3.

% Inhibicién = 100 Ecuacién 1.3 | Ecuacién para el cilculo de la
o fritbteton = —CI50 Clso en términos de % de inhibicién en lugar de
1+ ( [1] ) actividad fraccional.

Es muy importante tener en cuenta que los valores de Cly, son especificos del ensayo
realizado y que se ven impactados significativamente dentro del mismo por cambios sutiles
en las soluciones como lo son el pH, la fuerza iénica, la temperatura y, mas importante aun,
la concentracion de sustrato. Por ello, es de vital importancia la implementacion de un ensayo

altamente reproducible que permita determinar de manera fiable un efecto dosis-respuesta
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entre un inhibidor y su enzima diana para obtener un valor de Cl;, que permita comparar la
potencia de diferentes variantes del mismo (229). Después de determinar la Cl;, y segin las
caracteristicas que presente el inhibidor, como reversibilidad y linealidad, se puede elegir de

forma deliberada la aproximacion bioquimica mas adecuada para el inhibidor en cuestion.

1.6.1 Mas Alla de la Dosis-Respuesta.

Aunque las curvas dosis-respuesta son de utilidad al comparar una variedad de inhibidores
entre si en un ensayo especifico, se quedan cortas cuando se pretenden estudiar los
mecanismos mediante los cuales se lleva a cabo la inhibicion. Al estudiar la afinidad relativa,
por ejemplo, de un inhibidor competitivo reversible, se puede hipotetizar la estructura de su
sitio activo cuando se carece de modelos tridimensionales de cristalografia de rayos X.
Ademas, el conocer el mecanismo de inhibicién permite realizar diferentes comparaciones
cuantitativas entre diferentes compuestos frente a la enzima diana o la afinidad de un
compuesto en particular entre diferentes blancos potenciales. Al conocer el mecanismo, las
comparaciones se pueden realizar bajo las bases racionales de la constante de disociacion
entre la enzima y el inhibidor (K)). Esta definicion también ayuda si se quiere determinar la
energfa libre de unién de Gibbs (AG) y los cambios de esta en funcién de los cambios
estructurales en el compuesto o la enzima. En dltima instancia entonces, se podrian definir
las contribuciones energéticas de diferentes tipos de interacciones especificas entre grupos
de la enzima y el compuesto y, a partir de estos, evaluar toda la energfa de unién de la
interaccion (229).

Los inhibidores enzimaticos son comunes en la naturaleza, aportando mecanismos de
control, siendo los mas comunes aquellos que se unen de forma reversible a su proteina diana
con una alta velocidad de asociacién y disociacion. Las moléculas que se comportan de esta
manera son conocidas como inhibidores reversibles clasicos y se ajustan a modelos clasicos
de inhibicién (competitiva, acompetitiva y no competitiva). Sin embargo, también existen
inhibidores que pueden actuar de forma irreversible con una naturaleza de union fuerte y que
establecen el equilibrio de asociacién y disociaciéon en una escala de tiempo mas lenta

(inhibidores tiempo-dependientes) (229,230).
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1.6.2 Modelos clasicos de inhibicion (Inhibicién Lineal)

Los denominados modelos clasicos de inhibicién han sido descritos de manera extensa en
los libros de bioquimica basica por lo que solamente se van a definir de forma somera.

Con el fin de entender las bases moleculares de la inhibicion es de utilidad reflexionar acerca
del equilibrio en solucién que ocurre entre la enzima (E), su sustrato (S) y el inhibidor (I).
En la Figura 1.18 se esquematizan las potenciales interacciones que se pueden presentar
entre las diferentes moléculas en una reacciéon con un inhibidor clasico. En este esquema K
es la constante de equilibrio de la disociaciéon del complejo ES a enzima sustrato libre, K es

la constante de disociacion del complejo El y k,

cat

es la constante de la formacién de producto
a partir de los complejos ES. El factor o hace referencia al efecto del inhibidor en la afinidad
de la enzima por su sustrato y, de igual manera, al efecto del sustrato en la afinidad de la

enzima por el inhibidor.

_____________________________________________________

KJ‘ ’émt E
S =—/—> ES —> E + P .
+ +
I I
K, akK; i1 Reaccién sin Inhibir
Inhibicién C titi
oK, nhibicién Competitiva
EI + § —— Inhibicion Acompetitiva

Inhibicion No Competitiva (Mixta)

Figura 1.18 | El esquema engloba los equilibrios presentes en una reaccién sin inhibidor (lineas
punteadas) y en presencia de un inhibidor competitivo (rojo), un inhibidor acompetitivo (azul) y
un inhibidor no competitivo (gtis).

1.6.2.1 Inhibicién Competitiva

La inhibicién competitiva hace referencia al caso en el cual el inhibidor se une de manera
exclusiva a la enzima libre (E) y no al complejo ES. En este tipo de inhibicién tanto el

inhibidor como el sustrato compiten por la misma forma de la enzima y, generalmente, su
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union a esta es mutuamente excluyente. Cominmente, la unién del inhibidor se produce en
el sitio activo, compitiendo directamente con el sustrato por el mismo sitio de union a la
enzima. En la inhibicién competitiva a.=00 (229,230) (no existe formacién del complejo

ESI). El calculo de la K, para los inhibidores competitivos esta dado por la Ecuacién 1.4.

VMAX [S]
v= [1]> Ecuacion 1.4 | Inhibicién competitiva

[S] + K, (”E

1.6.2.2 Inhibicién Acompetitiva

Los inhibidores acompetitivos se unen unicamente al complejo ES. El efecto aparente del
inhibidor acompetitivo es la disminuciéon de la Vy,x vy la disminucién de la K,
(incrementando la afinidad de la enzima por su sustrato). Por lo anterior, los inhibidores
acompetitivos son caracterizados por un a<<1(229,230) (El complejo ESI no se disocia de
forma apreciable a EI + S). El calculo de la K] para los inhibidores acompetitivos esta dado

por la Ecuacién 1.5.

VMAX [S]

is1(1+ %>+KM

v= Ecuacién 1.5 | Inhibicién acompetitiva

1.6.2.3 Inhibicién No Competitiva (mixta)

La inhibicién no competitiva hace referencia al caso en el cual el inhibidor muestra una
afinidad tanto por la enzima libre como por el complejo ES. De hecho, tanto la unién
competitiva, como acompetitiva son casos restringidos de inhibicién no competitiva en los
cuales el valor de o tiende a infinito o a cero respectivamente. De aqui que también sea
conocida como inhibicién mixta (229,230). El calculo de la K| para los inhibidores no
competitivos esta dado por la Ecuacién 1.6 (Que en realidad puede considerarse como la

ecuacion general que describe los tres tipos de inhibicion clasica).

v = Vimax[S]
- [1] [1] Ecuacion 1.6 | Inhibicién no competitiva
[s] (1+ —)+1<M (1+ —)
ak; K;
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1.6.3 Inhibicién Hiperbolica.

En los modelos clasicos de inhibicion descritos hasta el momento se asume que el complejo
formado por enzima-sustrato-inhibidor (ESI) es siempre cataliticamente inactivo. Sin
embargo, esta premisa no es siempre correcta. En el caso de la inhibiciéon mixta, en la que el
inhibidor suele unirse a un sitio distinto del centro activo, es razonable contemplar la
posibilidad que el complejo ESI sea cataliticamente activo, aunque con un valor de k_,

cat

distinto al del complejo ES. De hecho, la nueva k_,, tendra un valor menor que el de la
original en el caso de compuestos que actuan como inhibidores, pero podra tener incluso un
valor superior en el caso de activadores.

El esquema general de inhibicién se complica por tanto ligeramente al incluir la posibilidad

de generar producto a partir del complejo ESI. (Figura 1.19)

i1 Reaccioén sin Inhibir
Inhibicion Competitiva
I Inhibicion Acompetitiva

Inhibicion No Competitiva (Mixta)

Figura 1.19 | El esquema engloba los equilibrios ya mostrados en la Figura 1.18 afiadiendo el
caso en el cual se genera producto a partir del complejo ESI con el modificador B.

El factor B hace referencia a la modificacién causada por el inhibidor en la velocidad de
formacion de producto una vez formado el complejo ES (k). Un inhibidor que bloquee
por completo la actividad de la enzima tendra un valor de B igual a cero (estaremos hablando
de un inhibidor clasico) mientras que aquel que la bloquee de manera parcial tendra un valor
entre cero y uno. De igual forma, si B resultara ser >1, estarfamos hablando de un activador.
De esta forma, el valores de a proporciona informacion del grado de modificaciéon que un
ligando, ya sea sustrato o inhibidor, tiene en la unién del otro ligando definiendo diferentes

modos de interaccion del inhibidor con la enzima (229,230). Por otra parte, el valor de § da
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idea de la variaciéon de la eficiencia catalitica del complejo ES causada por la unién al

inhibidor. Este proceso de catalisis esta descrito por la Ecuacién 1.7.

v = Viax S
a I I Ecuacion 1.7 | Ecuacién general que
I+ K, I+ K engloba los modelos de inhibicién clasicos
I oxy
K pr|*s Bl ¢ inhibicién hiperbélica.

En realidad, esta expresion puede considerarse como la ecuacion general aplicable tanto a
los tres modelos clasicos como al de inhibicion hiperbdlica (231).

Las denominaciones lineal e hiperbdlica aplicadas a estos dos tipos de inhibicién derivan de
la forma de la grifica que se obtiene al representar 1/Vy,y frente a las distintas
concentraciones de inhibidor ensayadas. En los modelos clasicos, esta representacion genera
una recta, mientras que en los casos en los que el complejo ESI puede dar lugar a la aparicion
de producto, la representacion genera una curva hiperbélica que da nombre al tipo de

inhibicién (231) (Figura 1.20).

5
4
g 3
= :
> Lineal
2 competitiva
Lineal no
1 0000 <> <> 4 77 competitiva
== Hiperbolica
0

5 10 15
[Inhibidor]

Figura 1.20 | Representacion de las pendientes »s la concentracién de inhibidor en la inhibicion
lineal e hiperbdlica.

1.6.4 Inhibiciéon Tiempo-Dependiente
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Lo inhibidores de caracter competitivo suelen establecen su equilibrio de unién con la
proteina diana en una escala de tiempo rapida con respecto a la velocidad de la reacciéon de
la enzima. Sin embargo, existen uniones de naturaleza fuerte que establecen este equilibrio
en una escala de tiempo mas lenta. Generalmente, cuando este es el caso, el investigador opta
por obviar esta complicaciéon experimental pre-tratando la enzima con el inhibidor (pre-
incubacién) por un tiempo y asi asegurar que el equilibrio se alcance antes de iniciar la
reaccion con el sustrato (229,230).

Al intentar disefiar moléculas novedosas que se distancien en su modo de accién de los
modelos clasicos de inhibicién, es importante tener en cuenta que el tipo de inhibicién que
estos presenten puede no ajustarse a los modelos matematicos generales descritos en los
libros de bioquimica basica. Ya en el trabajo doctoral del Dr. David Moreno se demostro
que el denominado péptido 3 necesitaba de un tiempo de incubacién para tener un efecto
sobre la TryR (91). Los inhibidores que suelen requerir de una pre-incubaciéon uniéndose de
manera lenta a la enzima y requiriendo de un tiempo para producir su efecto se conocen

como inhibidores slow binding o tiempo-dependientes.

1.6.4.1 Modelos de inhibicion tiempo-dependientes.

Se pueden distinguir cuatro modos de interaccion diferentes entre un inhibidor y una enzima
que darfan como resultado una cinética tiempo-dependiente. Los equilibrios relacionados en
estos procesos se encuentran representados en la Figura 1.21

En la Figura 1.21 A se muestra el equilibrio caracteristico de la reacciéon no inhibida. La
constante k; hace referencia a la constante de velocidad del proceso de unién del sustrato a
la enzima para formar el complejo ES. La constante k, hace referencia a la constante de

velocidad del proceso de disociacién del complejo ES a enzima libre y sustrato. k_,, es la

cat

constante catalitica.
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Reaccidn sin inhibir Unidn lenta reversible simple

k(5] . k1]
Ec—= ES——>E+P E ——— EI
k, k,
A B
Isomerizacion Engimatica Inbibicion dependiente de mecanismo
k1] k, k[XT] k,
E < > El < EXI E : EXI T E-1
k, k, k, ¥
C D

Figura 1.21 | Mecanismos de inhibicion tiempo-dependientes. A. Reaccioén en ausencia de
inhibidor, B. Unién lenta reversible simple, C. Isomerizacion enzimatica y D. Inhibicién
dependiente de mecanismo (230).

La Figura 1.21 B ilustra el equilibrio en un proceso de inhibicién simple reversible que
conduce a una inhibicién tiempo-dependiente debido a que tanto k; como k, presentan unos

cat*

bajos valores en comparacién con k_,. Como con los inhibidores de unién rapida, la

constante del equilibrio de disociacién K;viene dada por la Ecuacién 1.8.

_ ky _ [ETM]

K; - Ecuacién 1.8

T ks [EI]

Segun la Figura 1.21 C, la enzima encuentra al inhibidor y establece un equilibrio de unién
que, al igual que en el Figura 1.21 B, sigue estando definido por las constantes k; y k. Sin
embargo, segun este esquema, la unién del inhibidor induce un cambio conformacional en
la enzima (isomerizacién) que conduce a un nuevo complejo enzima-inhibidor E*¥I. Las
constantes de formacién y disociacion de este nuevo complejo estan dadas por ks y Kk
respectivamente. La constante de disociacion para el complejo inicial EI sigue estando dada
por K; pero una nueva constante de disociacion para la segunda conformacion de la enzima
debe de ser tenida en cuenta (K;*). Esta segunda constante de disociacién viene dada por la

Ecuacion 1.9.

78



K = Kike  [E]l]
' ks + ks [EIl +[E*]]

Ecuacion. 1.9

Para que todos estos equilibrios realmente den lugar a un proceso de inhibiciéon tiempo-
dependiente, K, debe ser mucho menor que K. Asi, en esta situacién la isomerizacién de la
enzima lleva a una unién mucho mas fuerte entre la enzima y el inhibidor.

Hay que tener en cuenta que para observar un comportamiento de cinética de union lenta
no es suficiente con que la conversion de EI a E*I sea lenta. ILa reaccion reversa debe ser
lenta también. De hecho, para que la union lenta sea detectada, la constante reversa (k,) debe
ser mucho mas pequefia que la constante de isomerizacion (k;). En el caso extremo que
k,<<k; no sera posible detectar el retorno a la conformacion EI y el paso de isomerizacion
de la enzima parecera conducir a una inhibicién irreversible. Bajo estas condiciones k; puede
ser considerada despreciable y la isomerizacion puede ser tratada como un paso irreversible
dominado por la constante de velocidad k;.

Finalmente, en la Figura 1.21 D se consideran dos modelos de interacciéon del inhibidor con
la enzima para los cuales k; es realmente igual a cero; es decir, se esta produciendo una
inactivacion irreversible de la enzima. En todos los esquemas inhibitorios tenidos en cuenta
hasta ahora, incluso en el caso de la inhibicién de unién fuerte y lenta, la kg no es igual a cero.
Esta constante puede llegar a ser muy pequefia y por motivos practicos ser considerada como
una inhibicién irreversible, pero, si se espera el tiempo suficiente y con la dilucién adecuada
del complejo EI, se puede recuperar de nuevo una poblacién de enzima libre activa. En el
caso de un inhibidor irreversible, la enzima que ha quedado unida al inhibidor queda
permanentemente inactivada. Ningun periodo de tiempo y bajo ninguna dilucién se podra
recuperar enzima libre activa tras la unién de este tipo de inhibidores. Tales inhibidores son
conocidos como inactivadores enzimaticos (230).

El primer ejemplo de una inhibicién irreversible es el proceso conocido como marcaje por
afinidad (affinity labelling) o modificacion covalente (covalent modification) de la enzima. En este
caso, el inhibidor se une a la enzima y, de manera covalente, modifica uno o varios residuos
cataliticos esenciales de la misma. ILa modificacion covalente incluye una alteracion quimica
de la molécula inhibidora, pero el proceso esta basado en una modificaciéon quimica que
ocurre en ausencia de la reaccion catalitica. L.os marcadores de afinidad son utiles no solo
como inhibidores de la actividad enzimatica sino también como herramientas valiosas en
investigacion. Algunos de estos compuestos son muy selectivos hacia residuos especificos
por lo que pueden ser utilizados para identificar residuos importantes en los ciclos cataliticos

de la enzima a la que inactivan (232,233).
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La segunda forma de inactivacién irreversible que debe ser tenida en cuenta es la inhibicion
basada en el mecanismo. En esta, la molécula inhibitoria se une al sitio activo de la enzima y
es reconocida por esta segunda como un analogo del sustrato. El inhibidor es, de esta manera,
modificado por la actividad catalitica de la enzima para formar un complejo E-I que habra
perdido su funcion catalitica de forma permanente. Muchos de estos inhibidores inactivan a
la enzima al formar aductos E-I irreversibles. En otros casos, a pesar de que el inhibidor es
posteriormente liberado de la enzima, esta queda permanente atrapada en un estado en el
cual no puede realizar su actividad catalitica. Debido a que son quimicamente alterados por
el mecanismo de la catalisis enzimatica en el sitio activo, los inhibidores basados en el
mecanismo funcionan siempre como inactivadores competitivos. Segin Copeland (229), este
tipo de inhibidores cuentan con las siguientes 7 caracteristicas: 1) la inhibicién se da de manera
tiempo dependiente, ii) la cinética de inactivacion es saturable, iii) el sustrato debe proteger
contra la inactivacion, iv) la inactivacion debe ser irreversible, v) la estequiometria de
inactivacion debe de ser =1:1 con la enzima, vi) la inactivacion requiere de la catalisis y vii)

la inactivaciéon debe ocurrir antes de que se libere la enzima en forma activa.

1.6.4.2 Curvas de la inhibicion tiempo-dependiente
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Figura 1.22 | Ejemplo del progreso de las curvas de reaccién en presencia de diferentes
concentraciones un inhibidor tiempo-dependiente para una reaccion iniciada al afiadir la enzima a
una mezcla del sustrato con el inhibidor. Las curvas estan numeradas de acuerdo a la concentracion
relativa de inhibidor presente. Notese que durante el curso de la reaccién sin inhibidor el
comportamiento de la reaccién es lineal (230).
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El progreso de las curvas de inhibicién para una reaccién enzimatica en presencia de un
inhibidor de unién lenta no muestra la relacion lineal simple entre producto-vs-tiempo que
se observa en una inhibicién reversible simple. En su lugar, la formacién de producto a lo
largo del tiempo sera una funcién curvilinea debido a la lenta apariciéon de la inhibicién con
estos compuestos.

La Figura 1.22 ilustra las curvas de progresion de una reaccién en presencia de un inhibidor
de unién lenta cuando la reaccion se inicia por adicién de la enzima. En ausencia de inhibidor
se observa una relacion lineal entre la concentracion de producto y el tiempo, lo que nos
indica que la reaccién catalizada transcurre a una velocidad constante. Obviamente, esta
relaciéon lineal solo se mantiene durante el margen de tiempo en el que la disminucién de la
concentracion de sustrato no es lo suficientemente relevante como para afectar a la velocidad
de reaccién. Sin embargo, incluso en estas condiciones iniciales, en presencia de un inhibidor
de unién lenta la velocidad de la reacciéon disminuye progresivamente con el paso del tiempo
hasta alcanzar una velocidad final menor que la inicial. Es importante volver a destacar que
este tipo de comportamiento solo puede observarse durante los tiempos iniciales de la
reaccion catalizada en los que la disminucion de sustrato no es lo suficientemente relevante
como para causar una disminucion de la velocidad en ausencia de inhibidor. Por lo anterior,
es importante evaluar diferentes concentraciones de enzima, sustrato e inhibidor con el fin
de encontrar un intervalo adecuado de cada una de ellas para asf realizar las medidas tiempo-
dependientes. LLas condiciones ideales para este tipo de estudios son aquellas en las que se
dispone de una reacciéon acoplada que permite regenerar el sustrato a partir del producto, de
manera que la concentracion de sustrato se mantiene constante durante un largo periodo de
tiempo.

Teniendo en cuenta todas estas consideraciones, las curvas a diferentes concentraciones de
inhibidor (y una determinada concentracién constante de sustrato) se pueden describir

mediante la Ecuacion 1.10.

Ecuacion 1.10 | v; y v hacen referencia a las

velocidades del estado inicial y estacionatrio

Ui [1 — exp(—kypt)] (tinal, stationary) de la reaccién en presencia del

p obs inhibidor. kops es la constante de velocidad de

primer orden aparente para la interconversion
entre la vy la v,, y tes tiempo.

[P] = vt +
3 kobs
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Uno de los parametros clave para entender, y por ende describir, el proceso de inhibicion
lenta de una enzima es la k,,,. Esta constante describe la curvatura caracteristica de la grafica
que representa la aparicion de producto a lo largo del tiempo causada por los inhibidores de
union lenta. Por tanto, hace referencia a la conversién de la velocidad inicial de la reaccion
(v) a la velocidad estacionaria final (v,) durante el proceso de inactivacion enzimatica por

parte del inhibidor (Figura 1.23).
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Figura 1.23 | Curva de progreso tipica de una reaccién enzimatica (linea verde con circulos) en
presencia de un inhibidor de unién lenta. Ia velocidad inicial (v;) y la velocidad final o estacionaria
(vs) estan definidas por los valores de las pendientes en los momentos iniciales y finales de la curva
como se indica por las lineas punteadas naranja y roja, respectivamente (230).

Morrisony Walsh (234) han facilitado expresiones matematicas explicitas para v;y v, en el caso
de un inhibidor competitivo de unién lenta, mostrando que, en el caso de los inhibidores del
esquema C, estas son funciones de Vy,y, [S], Ky, v bien K, 0 K;'. En la practica, si se cuenta
con suficientes datos experimentales, basta con tratar la Ecuacion 1.10 como una ecuacion
empirica que nos permita extraer, a partir de los datos experimentales, los valores de v;,v, y,
mas importante aun, k,,,. Hay que tener en cuenta que v; podria variar o no con la
concentracion de inhibidor, dependiendo de los valores relativos de Ky K;* y la relacion
entre [I] y K. El valor de V, sera un valor finito diferente de cero mientras que el inhibidor
no sea un inactivador enzimatico irreversible, en cuyo caso el valor de v, eventualmente

llegara a cero. Nuestro propésito sera emplear la ecuacion de forma empirica, permitiendo
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que v, v, v k,,, sean parametros ajustables cuyos valores puedan ser determinados por un

analisis no lineal de ajuste de curvas.

1.6.5 Tipos de inhibicién tiempo dependiente.

Para distinguir ente los esquemas ilustrados en la Figura 1.19 se debe determinar el efecto
de la concentracién de inhibidor sobre la constante de velocidad aparente k,,,, efecto que

sera distinto en cada uno de ellos.

1.6.5.1 Unidn lenta reversible simple.

Para un inhibidor que se une a la enzima de acuerdo a la Figura 1.21B, unién lenta reversible
simple, la relaciéon entre k,,, y la concentracion de inhibidor viene dada por la siguiente

ecuacion:

[1] .
kobs = k4 1+ W Ecuaciéon 1.11
I

K" es la K, aparente, que estara relacionada con la K; verdadera mediante diferentes
funciones dependiendo del modo de interaccion entre la enzima y el inhibidor, es decir, en
funcién de quela inhibicion sea competitiva, no competitiva o acompetitiva. De la Ecuacién
1.11 se puede deducir que una grafica que represente los valores de k,,, en funcién de la
concentracion de inhibidor deberfa dar como resultado una linea recta cuya pendiente seria
igual a k,/ K" y que cortara al eje de ordenadas en un valor igual a k, (Figura 1.24). De esta

manera, un analisis de regresion lineal de estos datos permitira deducir facilmente los valores

de k,y K;".
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Figura 1.24 | Grafica de kops como funcién de la concentracion de un inhibidor tiempo
dependiente de acuerdo a un inhibidor de unién lenta reversible simple (230).

1.6.5.2 Isometrizacion Enzimatica

Para aquellos inhibidores que se ajusten a la Figura 1.21 C, isomerizacion enzimatica, la k,,

se relaciona con la concentracion de inhibidor segin la Ecuacién 1.12.

kops = k¢ + aksi Ecuacion 1.12
KPP + (1]

[1]

= kg S S— Reestructuracion de 1.12

[1]

kobs

La forma de las ecuaciones anteriormente planteadas predice que la k,,, variara como una
funcién hiperbdlica respecto de la concentraciéon de inhibidor, tal y como se muestra en la
Figura 1.23. El punto de corte en el eje de ordenadas permitira estimar el valor de k;mientras
que el valor maximo de k,,, esperado a una concentracion infinita de inhibidor tomara el
valor de k;+k, De aqui que, utilizando un ajuste no lineal de los datos a la Ecuacién 1.12,

. . , *,
se puedan determinar de manera simultanea los valores de ky, K"y K, *".
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Figura 1.23 | Grafica de kops como funcién de la concentracion de un inhibidor tiempo
dependiente de acuerdo a un inhibidor que causa isomerizacion enzimatica (230).

, . , * ., . oo .
Notese que, sila K; es mucho mas grande que la K, la concentracién de inhibidor requerida
para una inhibicién de unién lenta serfa mucho menor que la K. En estas circunstancias, la
concentracion de EI en el estado estacionario serfa cinéticamente insignificante y la

expresion para la k,,, quedaria reducida a la mostrada en la Ecuacién 1.13.

I
kops = ke |1+ % Ecuacién 1.13

I

En este caso, la grafica de k,,, en funciéon de la concentraciéon de inhibidor darfa de nuevo
una relacion lineal, como en el caso de los inhibidores de union lenta reversible. De hecho,
cuando se obtiene una relacion lineal en la grafica de k,,, versus 1a concentracion de inhibidor

no es posible hacer una distincion entre uniéon lenta reversible e isomerizaciéon enzimatica.

1.6.5.3 Marcaje por afinidad / Inhibicion dependiente del mecanismo
Sila constante cinética k,; es muy pequefia, como en el caso de la isomerizaciéon enzimatica,

o cero, como en el esquema D (inhibiciéon dependiente del mecanismo), el inhibidor actda

como inactivador irreversible de la enzima. En tales casos la ecuacion de la k,, se reduce a:
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k(1]

k = |—F5——— Ecuacion 1.14
obs Klapp + [1]

De nuevo una grafica de k,,, en funciéon de la concentraciéon de inhibidor dara como

s
resultado una curva hiperbolica, pero en este caso el punto de corte en el eje de las ordenadas
sera cero, reflejando el valor cercano a cero (o inexistente) de kg

Para los inhibidores irreversibles, la reaccion reversa de EI a E libre e I libre esta perturbada
por la irreversibilidad del evento subsecuente de inactivacion (representado como k). Por
esta razon Tipton, Wilson y Kitz (235,236) plantean que, para inactivadores irreversibles, el
término K; no representa la constante de disociacion del complejo EI. En su lugar, el término
K, presentado en la Ecuacion 1.14 se define como la concentracién aparente de inhibidor
requerida para alcanzar la mitad de la velocidad maxima de inactivacion de la enzima (236).
Con esta definicion, los parametros k; y K;*" son analogos a los parametros de Michaelis-
Menten Vyux vy K,y respectivamente. Manteniendo esta similitud, de la misma manera que la
ratio k,,/K,, es la mejor medida para definir la eficiencia catalitica de una enzima, la potencia

inhibitoria de un inhibidor irreversible queda definida por la constante de segundo orden

obtenida de la ratio k,/K,.

1.6.5.4 Distincién entre los diversos tipos de inhibicién de unién lenta.

Casi todos los inhibidores de unién lenta funcionan como inhibidores competitivos,
uniéndose al sitio activo de la enzima (234,237). Sin embargo, es posible que la interaccion
entre el inhibidor y la enzima presente no solo un comportamiento competitivo sino también
no-competitivo y acompetitivo.

Con el fin de determinar el modo de inhibicién y asi asegurar el uso de las relaciones
adecuadas entre K;** y K, y entre K; "y K}, se debe estudiar el efecto de la variacién de las
concentraciones de sustrato (a una concentracion fija de inhibidor) en el valor de k,,,.

Las formas generales para estas relaciones se encuentran consignadas en siguientes

ecuaciones:

k
Kops = ————
b T 1 + [S1/Ky

Ecuacion 1.15 | Inhibicién competitiva
kops =k Ecuacion 1.16 | Inhibicién no competitiva
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kops = —1 n K]f /[S] Ecuacion 1.17 | Inhibicién acompetitiva
M

La constante k en estas ecuaciones hace referencia a una variable empirica que se utiliza con
el fin de realizar los ajustes de curva. De las Ecuaciones 1.15, 1.16 y 1.17 se puede inferir
que, en el caso de un inhibidor competitivo de unién lenta, el aumento de la concentracion
de sustrato causara una disminucioén de los valores de k,,, En el caso de los inhibidores no
competitivos, la k,,, no se vera afectada por cambios en la concentraciéon de sustrato (en
realidad esto solo puede afirmarse para el caso en que a=1). Por tltimo, en los inhibidores
acompetitivos, el valor de la k,,, se incrementara segiin aumente la concentraciéon de sustrato
(229,238).

Estas relaciones entre la k. y la concentracién de sustrato se encuentran ilustradas en la

Figura 1.26.
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Figura 1.24 | Comportamiento esperado de la kops con respecto a la concentraciéon de sustrato
para inhibidores tiempo-dependientes. Los circulos hacen referencia a una inhibicién competitiva,
los cuadrados a una inhibicién acompetitiva y los tridngulos a una inhibicién no competitiva (230).

1.6.5.5 Determinacion de los valores de K, y K, *

La grafica que representa los valores de k,,, en funcién de la concentracion de sustrato

S
(Figura 1.24) nos permite identificar el tipo de inhibicién causada por el inhibidor de unién
lenta. Ahora, una vez determinado si se trata de una inhibicién competitiva, acompetitiva o

.. , . . * .
no competitiva, sera posible determinar los valores reales de K, y K; a partir de sus valores
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aparentes. En realidad, la relacién entre estas constantes y sus valores aparentes es la misma
independientemente de que se trate de una inhibicién clasica o tiempo-dependiente.
Teniendo en cuenta la concentracién de sustrato utilizada para el calculo de la K;*?y la K,
de la enzima sera posible transformar K*” en K; (e igualmente K, *” en K;). Esta relacién
dependera del modo de interaccién entre enzima e inhibidor y esta dada por cualquiera de

las Ecuaciones 1.18 — 1.21 segun el caso (229,230).

Kk _ k(1 [S] Ecuaci6n 1.18 | para inhibidores
T + E competitivos.
S|+ K
KPP = ST+ K Ecuacion 1.19| para inhibidores no
K_M ﬂ competitivos.
K, ' ok
KPP — g Ecuaciéon 1.20 | para inhibidores no
ro = competitivos cuando o=1
k% — k(14 Kn Ecuacién 1.21| para inhibidores
ro T [S] acompetitivos.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1

Hipotesis

La actividad enzimatica de la tripanotion reductasa puede ser inhibida mediante el empleo de

péptidos que, al simular parte de la interfaz de dimerizaciéon de la enzima, son capaces de

inducir la separacién de las dos subunidades que la componen.

2.2

2.2.1

Obijetivos

Objetivo General

Desarrollar un péptido basado en la hélice o ubicada entre los aminoacidos 435 y 447 del

dominio que constituye la interfaz de dimerizacion de la tripanotion reductasa de Leishmania

infantum que sea capaz de desestabilizar la estructura dimérica de la enzima y disminuir su

actividad catalitica.

2.2.2

90

Obijetivos Especificos

Mejorar el proceso de induccién y purificaciéon de la tripanotién reductasa hasta
alcanzar un nivel de pureza compatible con experimentos de cristalizacion
Implementar un ensayo robusto y escalable de actividad de la tripanotiéon reductasa
que permita evaluar de manera sencilla un alto nimero potenciales inhibidores.
Desarrollar una metodologfa modular que permita cuantificar el estado de
dimerizacion de la tripanotion reductasa y otras proteinas diméricas.

Mejorar el péptido prototipo inicial mediante la identificaciéon de los residuos mas
relevantes para el proceso de inhibicién enzimatica.

Evaluar posibles mejoras en la actividad inhibidora de los péptidos mediante
estrategias de estabilizacién de su estructura helicoidal.

Determinar el mecanismo de accién de los péptidos mas relevantes mediante

estudios de cinética enzimatica.



MATERIALES Y METODOS
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31 Reactivos

Los reactivos para analisis utilizados fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (Saint Louis,
Missouri, EEUU). Los reactivos empleados en los procedimientos rutinarios de biologia
molecular fueron obtenidos de Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, EEUU).
En caso contrario, su origen se especifica en los procedimientos respectivos en los que
fueron utilizados.

Los péptidos inhibidores de la TryR fueron sintetizados por el Grupo de Nucledsidos
adscrito al Instituto de Quimica Médica (CSIC, Madrid). La sintesis de aquellos que fueron
obtenidos de forma comercial se encargé a Peptide Protein Research (Hampshire, Reino

Unido) y Genosphere Biotechnologies (Paris, Francia).

3.1 Analisis Bioinformaticos

3.11 Reconstruccion filogenética

Para la reconstruccion filogenética de la TryR se usé la aplicacion MEGA 6.0 que, en un
entorno integrado, permite realizar alineamientos de secuencias, seleccionar el modelo mas
adecuado segun el alineamiento, construir el arbol filogenético y realizar el analisis de

bootstrapping (239). Los procedimientos seguidos se encuentran consignados en los apartados

411y 4.1.3.

3.1.2 Dinamica Molecular, definiciéon del farmacoéforo y cribado virtual.

Los diversos analisis de dinamica molecular de la interaccion de los diferentes péptidos con
la enzima, la definicién del farmacéforo y el cribado de moléculas pequenas fueron realizados
en el laboratorio del Dr. Federico Gago por los doctores David Moreno Mateos, Pedro
Alejandro Sanchez Murcia, Marta Ruiz-Santa Quiteria Saavedra y Alvaro Cortés Cabrera. Los
programas, procedimientos y equipos empleados se encuentran consignados en sus

respectivas memorias doctorales (91,240-242).
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3.1.3 Analisis de regresion no lineal (Curve Fitting)

Para los ajustes de regresiones no lineales de los datos obtenidos en los experimentos de
inhibicién se empled el paquete informatico GraFit 6.0 de Erithacus Software (Horley, UK).
Esta aplicacion incluye diferentes tipos de modelos tedricos de inhibicién y permite

introducir ecuaciones propias que no estén disponibles en el paquete (243).

3.2 Biologia Molecular

3.2.1 Procedimientos Generales

Los procedimientos generales de biologfa molecular tales como la extraccion de acidos
nucleicos, PCR, electroforesis en gel de agarosa, SDS-PAGE, clonacién molecular y demas
metodologias estandar que se han utilizado en este trabajo no se detallan en profundidad por
estar extensamente descritos en la literatura (244). Los oligonucle6tidos, mapas de los
plasmidos y las secuencias de los genes y proteinas empleados en este trabajo se encuentran

consignados en el Anexo 1.

3.2.2 Obtencion de Proteinas Recombinantes

Las proteinas recombinantes utilizadas en esta tesis doctoral fueron producidas en la cepa
bacteriana de Escherichia coli BL.21 (DE3) Rosetta de Merk Millipore (Billerica, Massachusetts,
EEUU) y purificadas utilizando el sistema de purificaciéon AKTA paurifier junto a las columnas

de cromatografia de GE Healthcare (Little Chalfont, Reino Unido).

3.221  Tripanotién Reductasa HIS-HIS y HIS-FLAG (TtyR HH y TryR HF)

El gen de la tripanotion reductasa de Leishmania infantum (MCAN/ES/89/1PZ229/1/89) se
cloné en los plasmidos pRSET A para la version de la enzima con el zzg HIS (TryR HH) y
en pET24a (Merck Millipore, Billerica, USA) para la version con FLAG (TryR FF). En

pET24a, la secuencia FLAG fue introducida de tal forma que se expresara en el extremo

animo terminal de la TryR (Tabla 3.1).

93



Estos plasmidos fueron transformados en la cepa bacteriana de Escherichia coli DH5-ou para
su amplificacion y en BL21 (DE3) Rosetta para la producciéon de las proteinas
recombinantes. La transformacién con los dos plasmidos para obtener bacterias capaces de
producir las especies de TryR HF (HIS-FLLAG) fue realizada con 1 pl de una mezcla de
ambos pldsmidos a una concentracién de 100 ng/ul ¢/u. Para la produccién de la TryR HH
se sigui6 el protocolo de transformacion de rutina. Las bacterias se incubaron en medio de
lisogenia o LB (por sus siglas en inglés) solido y liquido, segin correspondiera, utilizando los
antibidticos ampicilina (100 pg/ml), kanamicina (50 pg/ml) y cloranfenicol (25 pg/ml)

acorde al plasmido y a la cepa bacteriana utilizada.

Nucleotidos 5’ GAC TAC AAA GAC GAT GAC GAC AAG 3’

Aminoacidos DYKDDDDK

Tabla 3.1 | Secuencia codificante (nucledtidos) y de aminoacidos del epitopo FLAG

Las bacterias BL.21 (DE3) Rosetta con los plasmidos de interés en medio liquido se pusieron
a crecer en agitacion constante (250 RPM) a 37 °C hasta una densidad 6ptica de 0.5 AU a
600 nm, momento en el que se indujo la expresion de la proteina mediante adicién de IPTG
(Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido) a una concentracion final de 1 mM a una temperatura
de 26 °C durante 16 horas. Tras este tiempo, las bacterias fueron colectadas por
centrifugacion y el precipitado bacteriano se resuspendié en tampoén de lisis (NaCl 300 mM,
Tris'HCI pH 7.0 50 mM, imidazol 25 mM) en una proporcion de 10 mL por gramo de
precipitado bacteriano. Tras la suspension de las bacterias, se afiadié el coctel inhibidor de
proteasas PIC de Roche (Basilea, Suiza) segin recomendacion del fabricante y lisozima a una
concentracién final de 1 mg/ml, incubandose en hielo por 30 minutos. Tras la incubacion,
la muestra se sonico en frio mediante pulsos de medio segundo durante 30 minutos usando
una micropunta a una potencia del 50 % y una amplitud de 7, empleando el sonicador Branson
cell disruptor B15 (Missouri, EEUU). Tras la sonicaciéon se realizdé una precipitaciéon por
centrifugacion del detrito celular generado tras la lisis (47 000 RCF, 1 hora), tomandose el
sobrenadante que contiene la TryR recombinante. Para disminuir la densidad de la muestra,
esta fue sonicada de nuevo, con los ajustes ya descritos, por cinco minutos para
posteriormente ser filtrada a través de una membrana de PVDF de 0.22 um de Merk

Millipore (Billerica, Massachusetts, EEUU). LLa muestra filtrada se recirculé a 4 °C durante
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16 horas a través de una columna de afinidad (HisTrap HP de GE) previamente equilibrada
con tampoéin de lisis.

Tras la recirculacion de la muestra, la columna se conecté al FPLC y se lavé con 100 mLL de
tampon de lisis al cual se le aument6é de manera gradual (gradiente) la concentracion de
imidazol de 25 mM a 150 mM. La proteina se eluyé con tampoén de lisis con 200 mM de
imidazol. A la proteina purificada se le realiz6 un cambio de tampén utilizando una
cromatografia de exclusién molecular con una columna de Sephadex G-25 (HiTrap 26/10
desalting) dejando la proteina en un tampén que contiene Tris-HCL pH 7.5 y NaCl 50 mM.
La proteina se concentré empleando un Amicon® de 30 000 MWCO Merk Millipore
(Billetica, Massachusetts, EEUU) hasta llegar a una concentracién de 2 mg/ml, tras lo que
se afadié glicerol en proporcion 1:1 y se almacend a -20 °C hasta su uso. Tras cada
purificacion se realizé un inmunoblot para constatar la presencia de los Zgs FLAG y HIS
empleando los anticuerpos utilizados en el ensayo de dimerizaciéon (Apartado 3.5) y un

ensayo de actividad para evaluar la actividad especifica de la enzima.

3.2.22 Tripanotiéon Reductasa para cristalizacion.

El plasmido utilizado para la obtencion de la TryR para cristalizacion es una modificacion
del pRSET A utilizado para la produccion de la TryR HH en el que se ha introducido una

secuencia de reconocimiento de la Proteasa 3¢ de Rhinovirus.

Nucleétidos 5’ CTG GAA GTT CTG TTC CAG GGG CCC 3’

Aminoacidos LEVLFQ|GP

Tabla 3.2 | Secuencia codificante (nucle6tidos) y de aminoacidos de la regién de reconocimiento de
la proteasa 3c de Rhinovirus. La flecha indica la posicién en que la proteasa realiza el corte.

La expresion de la proteina recombinante se llevé a cabo en las bacterias BL21 (DE3) Rosetta
siguiendo un protocolo similar al empleado para la purificacién de la TryR HF, obteniéndose
resultados equiparables en todos los experimentos realizados. Tras realizar el intercambio de
tampon mediante la columna de exclusion molecular, la proteina se digirié con la proteasa
3c de Rhinovirus en una proporcion de 1:30 (proteasa:TryR). Tras la digestion, la muestra

se recircula a través de las columnas de GST-trap y HisTrap conectadas tindem. De esta
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forma la proteasa se queda unida a la columna GST-trap y las colas de histidina escindidas
de TryR a la columna HisTrap, quedando la TryR digerida en el eluido.
La produccién de la proteasa 3¢ de Rhinovirus empleada para el corte de los Zags de la TryR

se describe en el siguiente apartado.

3.2.2.3 Proteasa 3c de Rhinovirus.

La secuencia que codifica para la proteasa 3c del Rhinovirus se encuentra en el plasmido
pGEX-4T que expresa el gen de interés fusionado a la Glutation S-tranferasa (GST),
produciendo una proteina hibrida que cuenta con la GST en su extremo amino terminal. Las
bacterias BL.21 (DE3) Rosetta transformadas con el plasmido de interés se incubaron en
medio liquido con los antibiéticos correspondientes y en agitaciéon constante (250 RPM)
hasta una densidad 6ptica de 1 AU a 600 nm, momento en el cual se indujo la expresion a
una temperatura de 20 °C durante 16 horas mediante adicién de IPT'G a una concentracion
final de 0.5 mM.

Los cultivos fueron centrifugados como ya se ha descrito y los precipitados resuspendidos
en tapon de lisis (PBS 1x, EDTA 5 mM, DTT 1 mM, lisozima 1 mg/ml) a razén de 10 ml
de tampén por cada gramo de precipitado bacteriano. Tras la incubacién, la muestra se
sonico en frio de manera continua durante 2 minutos a maxima potencia usando un cuerno
ultrasénico (w/trasonic horn) de media pulgada. Tras la sonicacion se realizé una precipitacion
por centrifugacion del detrito celular (47 000 RCF, 1 hora), tomandose el sobrenadante que
contiene la proteasa de Rhinovirus 3c. Para disminuir la densidad de la muestra, esta fue
sonicada de nuevo con los ajustes ya descritos durante 30 segundos y posteriormente filtrada
a través de una membrana de PVDF de 0.45 um de Merk Millipore (Billerica, Massachusetts,
EEUU). El lisado asi obtenido se inyecté en el FPLC con una columna GST-trap
previamente lavada y equilibrada segun recomendacion del fabricante. La proteina se eluyo
con 10 mL de tampon de lisis conteniendo 20 mM de glutatiéon reducido. Con la proteina
eluida se realizé una cromatografia de exclusion molecular (HiTrap Desalting) con el fin de
realizar un intercambio de tampén a 20mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, ImM DTT. La
proteina se concentré empleando un Amicon® de 30 000 MWCO Merk Millipore (Billerica,
Massachusetts, EEUU) hasta llegar a una concentracion de 2 mg/ml, tras lo que fue repartida

en alicuotas y congelada a -80 °C hasta su uso.
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3.2.2.4 Glutation Reductasa Humana

El gen de la glutatiéon reductasa humana fue clonado emulando el sistema usado con éxito
para la clonacién y expresion recombinante de la tripanotion reductasa de L. infantum,
empleando el plasmido pRSET A para la version con HIS y pET24a para la versiéon con
FLAG. De igual forma, la expresion de la proteina recombinante se llevé a cabo en las
bacterias BL.21 (DE3) Rosetta y los ajustes para su purificaciéon mediante el sistema de
cromatografia liquida Akta purifier fueron iguales a los usados con la TryR, obteniéndose

resultados equiparables en todos los experimentos realizados.

3.3 Ensayo de Actividad de la Tripanotién Reductasa

3.3.1 Ensayo General

El ensayo de actividad de la tripanotion reductasa esta basado en el descrito por Hamilton,
incorporando algunas modificaciones propias que se describen a continuacién. La
innovacién mas relevante consistié en la inclusion de NADP" en la reaccién (245). Fue
importante establecer las condiciones éptimas de almacenamiento de los reactivos utilizados
en el ensayo con el fin de conservar la reproducibilidad de los datos, por lo que estos se
almacenaron en los volimenes adecuados segun la cantidad que se esperaba emplear y a
concentraciones elevadas, cercanas a su limite de solubilidad a -20°C. Estas alicuotas una vez

descongeladas y utilizadas son descartadas (Tabla 3.3).

REACTIVO CONCENTRACION
HEPES 2M pH 7.5
EDTA 400 mM
NADP* 15 mM (Preparado en HEPES 40 mM)
DTNB 10 mM (Preparado en HEPES 40 mM)
NADPH 15 mM (Preparado en HEPES 40 mM)
Péptidos o Moléculas 5 mM (Preparadas en DMSO)
TS 10 mM (Preparado en HEPES 40 mM)

Tabla 3.3 | Concentraciones de almacenamiento de las soluciones madres empleadas para realizar
los ensayos de actividad. Estas son mantenidas a -20 °C y, una vez descongeladas, son descartadas.

El ensayo se realizo a unas concentraciones finales de 40 mM de HEPES, 1 mM de EDTA,
30 uM de NADP", 150 uM de NADPH, 25 uM de DTNB, 1 uM de TS, y 7 nM de TryR

97



HF. La reaccién se inicié con una solucién de TS,/NADPH, con la que se alcanzé un
volumen final en el pocillo de reacciéon de 250 ul. Los datos de actividad se recolectaron
cada 30 s a 412 nm empleando un espectrofotémetro VersaMAX de Molecular Devices
(Sunnyvale, California, EEUU). Las pendientes de las curvas de reaccién se calcularon
empleando la aplicaciéon de hojas de calculo Excel 2010-2016 de Microsoft Corporation
(Redmond, Washington, EEUU).

El ensayo general se realizé por triplicado empleando el péptido o molécula a evaluar a una

concentracion final de 25 uM. Como control positivo se empleé mepacrina.

Los demas ensayos de actividad de la TryR son variaciones de ensayo general y sus

particularidades se describen en los apartados siguientes.

3.3.2 Ensayo para calcular ClIso

Las moléculas que mostraron actividad inhibitoria en un primer cribado a una tunica
concentracion de 25 pM se sometieron a un segundo ensayo con el fin de hallar su
concentracion inhibitoria 50 (Cl,). La reaccién fue similar a la ya descrita, con la tnica
diferencia de en este caso se utilizaron diversas concentraciones de inhibidor (75, 25, 8.3, 2.7,
0.9, 0.31,y 0.10 uM). Como control positivo se empleé mepacrina, cuya Cl,;para este ensayo
es de 12 uM.

Debido a la naturaleza de nuestros datos, en los cuales se puede llegar a obtener un 100% de
inhibicién (0% de actividad), el calculo de Cl;; se realiz6 empleando un modelo absoluto en
lugar de uno relativo (4-parametros) (246). Sin embargo, la ecuacion empleada para el calculo
absoluto, descrito por la Ecuacién 1.14, no se encontraba disponible en el GraFit 6.0 por lo

que fue necesario introducir la ecuacién tal y como se describe en la Tabla 3.4.

y = 100 / (1 + exp(s * ln(abs(x/I)) ) )

Variables Parametros

b 4 I, s

Tabla 3.4 | Definicién en GraFit de la ecuacién 1.3 empleada para hallar la Clso,
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Debido a que se evaluaron concentraciones en un intervalo comprendido entre 75 uM y 100

nM, aquellas moléculas que no mostraron capacidad inhibitoria en el ensayo se reportan con

una CI;, > 75uM.

3.3.3 Ensayo para calcular Kyy Vmax.

Para calcular la K, se utilizaron diferentes concentraciones de TS, en un intervalo
comprendido entre 0.1x y 10x el valor esperado de K, Debido a las altas concentraciones
de sustrato empleado, la cantidad de TryR se redujo en un orden de magnitud respecto del
ensayo general ya descrito, empleandose 0.7 nM de enzima en lugar de 7 nM. El intervalo de
concentraciones de TS, empleadas en la reaccion oscil6 entre 100 uM y 1.56 uM. El resto de
reactivos de la reaccion se emplearon a la misma concentracion descrita en el ensayo general.
Para el calculo de la K, y la V},,x segun los modelos de inhibicion clasica se emplearon las

definiciones ya incluidas en GraFit para este proposito.

3.3.4 Ensayo para calcular Kjen la inhibicién clasica.

Es importante tener en cuenta que en el ensayo de K se utilizan diferentes concentraciones
del sustrato (TS,) (desde 0.1x hasta 10x el valor de K,,) y diferentes concentraciones de
péptido (desde 0.1x hasta 10x el valor sospechado de K}). Debido a las altas concentraciones
de sustrato empleadas, la cantidad de la TryR se redujo en un orden de magnitud,
empleandose 0.7 nM de enzima en lugar de 7 nM. Los intervalos de concentraciones de TS,
y de péptido empleadas en la reaccion oscilaron entre 1.56 uM - 50 uM y 5 uM - 20 uM
respectivamente. El resto de los reactivos de la reacciéon se mantuvo a las mismas
concentraciones que las descritas para el ensayo general.

Para calcular la Kj en la inhibicion clasica se emplearon las definiciones ya incluidas en GraFit

para este proposito.

3.3.5 Ensayo para calcular K,»s y demas parametros en la inhibicién tiempo

dependiente.

Para la obtenciéon de la K, y demas parametros caracteristicos de la inhibicién tiempo

dependiente, los experimentos de actividad se realizaron utilizando 2 nM de TryR HF y
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diferentes concentraciones de inhibidor comprendidas entre 16.6 uM y 68 nM para cada una
de las diferentes concentraciones fijas de sustrato ensayadas (entre 3 uM y 375 nM).

El seguimiento de la actividad se realiz6 midiendo la absorbancia de la mezcla de reaccion
en un lector de placas EnSpire de Perkin-Elmer (Waltham, Massachusetts, EEUU) a 412 nm.
Dada la gran relevancia de obtener una medida muy precisa de los valores de absorbancia en
funcién del tiempo de reaccién, se hizo uso del sistema de dispensacion automatica del
equipo, lo que nos permitié6 realizar lecturas de manera inmediata tras el inicio,
recolectandose para cada pocillo 999 lecturas. Los analisis de regresion no lineal fueron
realizados utilizando el GraFit 6.0. Las expresiones de las ecuaciones utilizadas para los

analisis, al no encontrarse incluidas en el paquete, fueron introducidas manualmente.

abs = vs*t 4+ (Vi-Vs)/Kobs* (1-e” (-kobs*t))

Variables Parametros Constantes

t Vi, Vs, Kobs e

Tabla 3.5 | Definicién en GraFit de la Ecuacion 1.10 empleada para hallar la Kops.

kobs= (K5*I/ (kiapp+I))

Variables Parametros

I K5, kiapp

Tabla 3.6 | Definiciéon en GraFit de la Ecuacién 1.14 empleada para hallar la KApp a patir de la
Kabs-

Kiapp= (S+Km)/ ((Km/Ki)+(S/(a*Ki)))

Variables Parametros Constantes

S Ki, a Km

Tabla 3.7 |Definicién en GraFit de la Ecuacion 1.19 empleada para hallar la K a partir de la
KArp para un inhibidor no competitivo.
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3.3.6 Inhibicion de TryR en Lisados de Parasitos

La actividad de la TryR en lisados se evalué de acuerdo al procedimiento descrito por [an
den Bogaart (247). Para la preparacion de los lisados, los parasitos fueron centrifugados y
lavados 2 veces con PBS para finalmente ser resuspendidos a razén de 200 ul de tampén de
lisis (HEPES 40 mM, Tris 50 mM pH 7.5, EDTA 1 mM y Triton X-100 al 2 %) por cada 12
x10° parasitos. La lisis se realizé durante 15 minutos a 26 °C. Tras la lisis, la reacciéon fue
iniciada con una solucién que contiene NADPH (C;= 200 uM), DTNB (C;= 25 uM), y TS,
(C;= 75 uM), en un volumen final de reacciéon es de 200 uL. Los datos de actividad se
recolectaron cada 30 s a 412 nm empleando un espectrofotometro VersaMAX de Molecular
Devices (Sunnyvale, California, EEUU). Las pendientes de las curvas de reacciéon se
calcularon empleando la aplicaciéon de hojas de calculo Excel 2010-2016 de Microsoft
Corporation (Redmond, Washington, EEUU).

3.4 Ensayo de Dimerizacion de Tripanotion Reductasa

El ensayo de dimerizacion consta de dos partes claramente diferenciadas: 1) sensibilizacion

de las placas con un anticuerpo de captura y ii) ensayo ELISA tipo sandwich.

3.4.1 Preparacion de las Placas

Las placas de poliestireno se sensibilizaron dispensando en cada pocillo 60 pl de una solucion
de PBS (KCL 2.6 mM, KH,PO, 1.4 mM, NaCl 137 mM, Na,HPO,-7H,O 8 mM) con el
anticuerpo anti-FLAG a una concentracion final de 60 pug/ml. Posteriormente la placa se
incub6 durante dos horas en camara himeda a temperatura ambiente. Tras la incubacion, el
anticuerpo fue recuperado para antigenar mas placas (maximo 5 placas en el mismo difa) y la
placa se lavo 5 veces con 200 ul de TTBS (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.05 % Tween 20).
Después de los lavados las placas se bloquearon durante 16 horas con BSA al 5 % preparado
en PBS. Posteriormente, las placas se lavaron con TTBS de la manera ya descrita. Tras el
lavado las placas se congelaron a -20°C hasta su utilizacién, momento en el cual fueron
descongeladas 15 minutos antes de su uso. Estas placas pueden ser almacenadas hasta 3

semanas. Los reactivos especificos empleados en la elaboracion se encuentran en la Tabla

3.8.
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Reactivo Fabricante Referencia

Placa Poliestireno (Maxisorp) Thermo Fisher Scientific F96-442404
BSA Sigma Aldrich A7030
Anticuerpo Anti-FLAG Sigma Aldrich M2, F3165

Tabla 3.8 | Reactivos especificos empleados en la preparacién de las placas para el ensayo de
dimerizacion.

3.4.2 Ensayo de Dimerizacion

En un volumen final de 200 pl. se dispensaron 400 nM de TryR HF en tampdn de
dimerizacion (Tris 50 mM pH 8.0, NaCl 300 mM) junto a diferentes concentraciones (75,
37.5,18.75 y 9.75 uM) del péptido o molécula a evaluar. La placa se incubd con agitacion
constante en camara himeda durante 16 h a 37 °C. Posteriormente la placa se lavé con TTBS
(10 x 200 pL) y se afiadi6 el anticuerpo a-HIS-HRP en TTBS con leche desnatada al 5%
incubandose durante 1 h a 26 °C. Tras la incubacién, la placa se lavé de nuevo como se
describié anteriormente y se afiadié el sustrato cromoéforo OPD (100 pl) incubandose a
temperatura ambiente durante 10 min protegida de la luz. La reaccién se detuvo con H,SO,
(100 pL, 0.5 M). La lectura se realizé en un espectrofotéometro de placa VersaMAX a 490

nm.

Reactivo Fabricante Referencia
a-HIS-HRP Abcam ab49789
OPD Sigma Aldrich P4187

Tabla 3.9 | Reactivos especificos empleados en el ensayo de dimerizacién.

Los calculos de ClIj se realizaron segin la metodologia descrita en el apartado 3.4.2. Debido
a que el intervalo de concentraciones evaluadas oscilé entre 75 uM y 9.375 uM, aquellas
moléculas que no causaron disrupcion del dimero se reportan con una Cly, de dimerizacion
> 75uM.

El resumen del ensayo de dimerizacién se esquematiza en la Figura 3.1. y los reactivos

especificos empleados en la Tabla 3.9.

102



‘ Seiial

4 @

TryR HF Péptido  Anti-FLAG FLAG-%4g  Anti-HIS-HRP  HIS-fg

Figura 3.1 | Ensayo de dimerizacion. A. En una placa sensibilizada con a-FLAG se deposita
TryR HF junto con el péptido a estudiar, B. La TryR HF se une a la placa por medio del epitopo
FLAG, C. El heterodimero TryR HF que se mantiene pegado a la placa se detecta gracias al

epitopo HIS por medio de un a-HIS conjugado con HRP y una reaccién colorimétrica, D. En
caso de que la molécula objeto de estudio desestabilice el dimero, las subunidades de TryR se
separan y aquella con el epitopo HIS, al no poder unirse a la placa, se pierde durante los lavados.

Esta subunidad ya no puede ser detectada por el a-HIS conjugado con HRP, lo que causa una
disminucion de la sefial colorimétrica.

3.5 Ensayo de Actividad de la Glutatién Reductasa

La actividad de la glutation reductasa por oxidacion de NADPH se realizé empleando placas

de poliestireno transparentes al ultravioleta de Corning Inc. (Corning, Nueva York, EEUU).
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El ensayo se realizé en un volumen final de 100 ul de mezcla de reacciéon (fosfato potasico
50 mM pH 6.9, NADPH 200 uM, NADP" 100 uM, GSSG 1 mM, KCL 200 mM, EDTA 1
mM y hGluR 3.5 nM). El seguimiento de la actividad se realiz6 utilizando el lector de placas
EnSpire de Perkin-Elmer (Waltham, Massachusetts, EEUU) a 340 nm con un intervalo de

20 segundos durante 999 lecturas.

3.6 Estudios en Parasitos

3.6.1 Microscopia Confocal

Para los estudios de internalizacion de los péptidos fluorescentes mediante microscopia
confocal se realizaron infecciones de macréfagos humanos de cultivo primario con parasitos
de Leishmania major MHOM/IL/81/FEBNI) genéticamente modificados para expresar la
proteina roja fluorescente de Discosoma sp. DsRED. Las imagenes de microscopia confocal
se obtuvieron con el sistema LSM7 Live y el software de adquisicion ZEN black de Catl
Zeiss (Jena, Alemania). Para detectar la fluorescencia en rojo de la DsRED expresada por los
amastigotes de Lesshmania (558ex/583em) se utilizé el laser de 561 nm de 40 mW con un
filtro de emision en rojo (>590 nm). Para detectar la fluorescencia en verde se uso el laser de

405 nm de 50 mW con un filtro de emisién en verde (>508 nm).

3.6.2 Obtencién de macréfagos de cultivo primario

Las células mononucleares de sangre periférica fueron aisladas de capas leucocitarias
pasandolas a través de un medio de separacion de leucocitos en gradiente LSM 1077 de PAA
Laboratories (Traun, Austria). LLas muestras de sangre se obtuvieron de pacientes sanos sin
exposicion conocida a parasitos de Leishmania spp. (DRK-Blutspendedienst Hessen GmbH,
Alemania). Después de la separacion, las células fueron lavadas y suspendidas en medio
completo que consiste en RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino
(previamente inactivado por calor), 50 mM P-mercaptoetanol, 2 mM de L-glutamina, 100
U/ml de penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina y 10 mM de HEPES. Los monocitos
fueron aislados aprovechando su habilidad para adherirse al plastico. Tras su asilamiento,
estos fueron diferenciados a macréfagos afiadiendo 10 ng/ml de factor estimulante de
colonias de macréfagos, (M-CSF por sus siglas en inglés) de R&D Systems (Minneapolis,
USA) durante un periodo de 5 a 7 dias a 37°C en una atmosfera de 5% de CO,,
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3.6.3 Infeccion de macrofagos con parasitos de Leishmania.

Los macroéfagos se despegaron de las placas de cultivo haciendo uso de un rastrillo de células
para posteriormente ser centrifugados (200 RCF, 8 min), lavados con medio y contados para
dejarlos a una concentraciéon de 1x10° células por mililitro de medio. Tras el conteo, se
dispusieron 300 pl de células en micro-portaobjetos (chamber slide) de 8 pocillos de IBIDI
(Planegg, Alemania) y se incubaron a 37 °C durante 30 minutos para permitir su adherencia
a la placa. Los amastigotes axénicos de L. zajor fueron centrifugados (2400 RCF, 10 min) y
lavados con medio completo para posteriormente ser contados y diluidos a una
concentracién de 1x10" parésitos por mililitro. Una vez los macréfagos se adhirieron al
portaobjetos, el sobrenadante fue retirado y se agregaron 300 ul de amastigotes, dejandose
incubar durante 3 horas a 37°C. Tras la incubacién, los micro-portaobjetos fueron lavados
con tampoén de lavado (PBS con 5% de medio completo) y se agregaron 300 ul de medio

completo, incubandose a 37 °C por 18 horas hasta su analisis.

3.6.4 Internalizacion de los Péptidos Fluorescentes

Para estudiar si los compuestos marcados con fluoresceina eran capaces de atravesar las
diversas membranas que separan el citoplasma de los amastigotes de Leishmania major del
medio de cultivo, se realiz6 una infecciéon de macréfagos con amastigotes DsSRED durante
dos horas. A continuacion, los parasitos se lavaron y, al igual que se ha mencionado

anteriormente, se pusieron en contacto con el péptido durante 16 horas.

3.7 Ensayo de Precipitaciéon de TryR

Para realizar el ensayo de precipitacion de la TryR se emplearon 400 nM de TryR HF y 75
uM de péptido inhibitorio en tampoén de dimerizacion (Tris 50 mM pH 8.0, NaCl 300 mM)
en un volumen final de 500 pul. Los tubos fueron incubados en agitacién constante en camara
himeda a 250 RPM a 26 °C durante 16 horas. Tras la incubacién, las muestras fueron
centrifugadas a 20 000 RCF por 30 minutos tras lo que se recuperaron 400 uL de
sobrenadante. Este sobrenadante se empleé tanto para realizar ensayos de actividad
diluyendo la enzima hasta alcanzar una concentracion de 7 nM como para realizar

inmunoblots. En el caso de estos ultimos, se procedié a mezclar el sobrenadante con tampén
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de Laemmli 4x en una proporcion 1:1, sembrando 25 pl en el gel de SDS-PAGE. La
transferencia se realizé empleando el sistema semi-seco Trans-Blot ® Turbo™ de BioRad
Laboratories (Hercules, California, EEUU) sobre membranas de PVDF también de Bio-Rad.
El anticuerpo monoclonal Anti-6X His tag ® conjugado con HRP de Abcam (Cambridge,
UK) empleado para la deteccion (Tabla 3.9) fue preparado en un tampén TTBS con leche
descremada al 5 % en una diluciéon 1:200 000 y detectado mediante quimioluminiscencia
empleando el sustrato Clarity® ECL y el sistema de foto documentacién Chemi-Doc, ambos

de Bio-Rad Laboratories.
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RESULTADOS
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4.1  Analisis Filogenético de la Tripanotion Reductasa.

Con el fin de estimar las relaciones entre las diversas Tripanotion Reductasas y su hipotético
ancestro comun, se establecié una relacion de homologia entre diferentes secuencias de
tripanotién reductasa y glutation reductasa realizando un analisis filogenético de la enzima.

Este analisis consta de un alineamiento multiple y una reconstruccion filogenética posterior.

4.1.1 Analisis de secuencia

A partir de diferentes bases de datos se obtuvieron las secuencias correspondientes a la
glutatién y tripanotiéon reductasas de 40 organismos pertenecientes a diversos dominios
taxonomicos (Archaea, Bacteria y Eucaria).

En la siguiente tabla se agrupan los organismos y las proteinas usadas en el analisis. GI hace
referencia al nimero unico identificador de la secuencia, DB a la base de datos de donde fue
recopilada y AN al nimero de acceso. Las bases de datos usadas fueron: GB (Genebank),
RefSeq (Reference sequences), EMBL (European Molecular Biology Laboratory), DB] (Data bank
Japan) y PDB (Protein data bank). (Tabla 4.1)

ORGANISMO PROTEINA GI DB AN
Acanthamoeba castellanii Glutatién Reductasa 440795095  gb ELR16233.1
Acanthamoeba castellanii Glutatién Reductasa 440795095  gb ELR16233.1
Angomonas deanei Tripanotién reductasa 528267762  gb EPY40572.1
Anapheles gambiae Glutatién Reductasa 347964059  ref XP_003437030.1
Arabidopsis thaliana Glutatién Reductasa 332645741  gb AEE79262.1
Aspergillus nomius Glutatién Reductasa 910296230  gb KNG87816.1
Blastocystis sp Glutatién Reductasa 902862373  gb KNB44319.1
Bordetella pertussis Glutatién Reductasa 937406057  gb ALH77089.1
Bos taurus Glutatién Reductasa 166795315 ref NP_001107662.1
Burkbolderia pseudomallei Glutatién Reductasa 53717938 ref YP_106924.1
Caenorbabditis elegans Glutatién Reductasa 29603360 embl  CAD88214.1
Callithrix jacchus Glutatién Reductasa 124302264  gb ABN05297.1
Candida glabrata Glutatién Reductasa 961819087  gb KTB21011.1
Canis lupus Glutatiéon Reductasa 73979351 ref XP_532813.2
Coccidioides immitis Glutatién Reductasa 875634607  gb KMU82328.1
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Crithidia fascicnlata Tripanotién reductasa 6996 embl  CAA78264.1
Danio rerio Glutatién Reductasa 66472640 ref NP_001018390.1
Dictyostelinm fasciculatum Glutatién Reductasa 470251446  ref XP_004358820.1
Drosophila melanogaster Glutatiéon Reductasa 1857433 gb AAB48441.1
Escherichia coli Glutatién Reductasa 944400549  gb ALL88415.1

Felis catus Glutatién Reductasa 755714545 ref XP_011279768.1
Fusarium oxcysporum Glutatién Reductasa 324039608  dbj BAJ78609.1
Homo sapiens Glutatién Reductasa 195927594 pdb 3DK9

Leishmania amazonensis Tripanotién Reductasa 148283954  gb ABQ57410.1
Leishmania donovani Tripanotién Reductasa 312821 embl  CAA80668.1
Leishmania gnyanensis Tripanotién Reductasa 316891359  gb ADU57091.1
Leishmania infantum Tripanotién Reductasa 146076772 ref XP_001462998.1
Leishmania panamensis Tripanotién reductasa 685201219  gb AIN95475.1
Listeria monocytogenes Glutatién Reductasa 930709645  gb KPJ26819.1
Methanohalophilus mahii Glutatién Reductasa 502801898  ref WP_013036874.1
Methanosarcina sp. Glutatién Reductasa 940661763  gb ALK04597.1
Mus musculus Glutatién Reductasa 13624751 embl  CAA53959.3
Nacegleria gruberi Put. Glutatién Reductasa 284094393  gb EFC48027.1
Neospora caninum Put. Glutatién Reductasa 325120156  embl ~ CBZ55710.1
Neurospora crassa Glutatién Reductasa 758990308  ref XP_011393526.1
Pan troglodytes Glutatién Reductasa 410354225 gb JAA43716.1
Plasmodinm falciparnm Glutatién Reductasa 2599403 gb AAB84117.1
Psendomonas aeruginosa Glutatién Reductasa 929392766  gb KPE35173.1
Rattus norvegicus Glutatién Reductasa 309319801  ref NP_446358.2
Schizosaccharomyces pombe Glutatién Reductasa 2257525 dbj BAA21419.1
Shigella sonnei Glutatiéon Reductasa 903605497  embl  CTC71377.1
Streptococcus mutants Glutatién Reductasa 24377213 gb AANS58554.1
Streptococcus pnenmoniae Glutatién Reductasa 935404559  ref WP_054391382.1
Strigomonas culicis Tripanotién reductasa 528219203  gb EPY21381.1
Toxoplasma gondii Glutatién Reductasa 527308252  gb EPT24891.1
Trypanosoma brucei Tripanotién Reductasa 10545 embl  CAA44870.1
Trypanosoma congolense Tripanotién Reductasa 162311 gb AAA30258.1
Trypanosoma cruzi Tripanotién Reductasa 157879377  pdb INDA
Xanthomonas arboricola Glutatién Reductasa 575393316  dbj GAES59879.1
Xenopus laevis Glutatién Reductasa 350276184  ref NP_001089322.2
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Yersinia pestis Glutatién Reductasa 115349583  embl  CAL22557.1

Zea mays Glutatién Reductasa 802083960  ref NP_001292747.1

Tabla 4.1 | Organismos y proteinas empleadas en el analisis filogenético de la Tripanotion
reductasa.

* * * *k

A.deanei  (412) REVTNEDB-GEVEGEHMEGDSEPEHIQSVEECHKYNAK T ADE Y NTIGYHP TSAEELCSIR
Cfasiculata  (414) REVTNHAD-GEVEGHHEMEGDSEPENIOSVANCERMGAK T SDEY NIIGYEP TSAEELCENR
S.culicis (414) RAUTNHES-GEVEGEHMEGDGAPEHEQSVEICMRMGAK 1 §DE Y NIEGYH> TSAEELCENR
L.amagonensis (414) REETNOPT-GEVECHHMECDSEPEEIQSVEECHRMGAK 1 DEH S TEGVEP TSAEEICSHR
L.donovani (414) REETNESN-GEVEGHHMEGDSEPEEIQSVEECHRMGAK I SDEH S TEGYHP TSAEELCENMR
L.infantum (414) REETNESN-GEVEGEHMEGDSEPEEEQSVEICMRMGAK 1 §DE! s TEGVHEP TSAEELCEMR
L.guyanenis (414) REVTKEKD-GEVEGHHMEGDSEPEREQSVEICHRMGAK 1 SDEH S TEGVEP TSAEELCSHR
L.panamensis (414) REBYTKEKB-GEVEGHHMEGDSEPEEIQS vEICHRMGAK 1 §DEH S THGYEP TSAEEICSMR
T.brucei (414) BEVTNHSB-GTVEGEHEEGDGAPEHIORYEYCEREVAK I SDEY NTIGYHP TSAEELCEMR
T.congolense (414) KEETDHGB-GTVVGYHEEGDSSPEHIONYEICMKENAKI SDEY NIEGYH? TSAEEICENR
Toruzi (413) KEETNHSP-GTVECYHEECON§PE HI0Gy §ICHKE §+ 1 §DF  NTNGYH> TSAEEICENR
Methanosarcina (392) K¥EIDEAN-DRENGAHEEGPHEGEANNIFAAVMREGLRASD I KK EFSEPTHC SPEPYML
A.gambiae (427) RAVALREGNORVEGEH FHGPERGEEQGEA ABRCGLEMOVL RNIVETHP TVAEEF TREA
D.melanogaster (401) RAVAERHGDORVYGEHYEGPVAGEEQGEAARBRSGLEILTLIN-EVEGIHP THAEE F TREA
Pfaldiparam (438) KENEYGKE-ELEXCHHEICLNED: INQGRAVARKY ATK: DED: 1> IH> THAEE - BILO
N.caninum (544) KHNELK<ANPRVECH-ENCR EDF MIQGEAVATKEGATIEDE -V EATHC TRABENVAT?
Tgondii (419) KEECVKSOMLEVYCE-¥NGMGAD: MIQGFGVANKNGATKADEDNCYAYH > BABEUVIL >
E.coli (392) KEVGVGPE-EKEVGEHGEGFGHD- HEQGFAVABKNGATK- DEDNTVATH THAEE - VIHR
S.sonnei (392) KEVGVGPE-BKEVCEHCECrGHD HIQGFAVABKHGATK < DEDNTVATH> 1BAEE - VIHR
Yipestis (392) KEVGVGAE-EKENGECECEGDx FLQGEAVANKNGATK - DEDNTVATH> TRAEE - VINR
L.monocyrogenes (391) K=K - SRVECHGECYEDr MIQSFAVAT MGATKADEDNTVATH> 1CSEE - VINR
S.mutants (392) KENTVGER-BRENGEH GG S D MIQGRAVATKNCATKADEDNIVATH> TCJEE -VINR

S presmoniae (390) KEETAGSE-BRWNGEH GG Y DE MIQGEAVATKNGATKADED IVATH> TSSEE - VIHR
B.raurus (461) KEVCANKE-EKVVGEHHOGTGCDE EQGEAVAYKHGATKEDEDNTVATH> TSSEELVITR
Clupus (463) KHVEATVB-BKVYGEH0G 16 D= HIQGFAVAVKHGATKADEDNIVATH> TSSEELVITR
Ficatus (505) KMVCATKE-BKVVGEHH0GTG D HEQGFAVAYKNGATKEDEDNTVATH> TSSEELVILR
M.musculus (442) KEVCANKE-ERVGEHHOGCTGCDEMEQGEAVAYKHGATKEDEDNTVATH> TSSEELVILR
R.novergicus (352) KENGANKE-ERVYGHHOG1GCDEHEQGRAVAYKNGATKADEDNTVATH> TSSEELVILR
Cjacchusc (464) KHNGAYEE-BRVNGYHHOG1GCDE MEQGRAVAYKHGATKEDEDNTVATH> TSSEETY - IR
H.sapiens (420) KHVGANKE-BRVVGEHHOG1GCD- HEQGFAVAYKHGATKADEDNIVATH> 1SSEELVITR
Petroglodyres (464) KMVCANKE-ERVYGEHHOCLGCDEMEQGEAVAYKHCATKEDEDNTVATH> TSSEELVELR
Direrio (367) KINGAGEN-ERUNGEHO0CF6CDEMEQGEAVAY) MGATKEDED: NATH- TSSEELVILR
Xdaevis (533) KEVCVGKE-BRVVCEHH0C1GCDE MIQGRAVATKMGATK  DEDNTVATH> TSSEELVILR
Caelggans (395) KENGYGKE-BRVNGYHY - vESDEHIQGRAVAY THGATK - ORDRIVATH> TSABELVINR
A.nomius (504) KEECAGPE-ERVGEHEEC1SY G- MIQGRGVAYKHGATKDEDS CATH? TSABBLVILR
Cimmifis (491) KIHCAGPE-ERWWCEHEECLGY EMEQGRGVAYKNGATK  DEDS CVATH? TSABELVELR
Cglabrata (409) KEEGEGEN-BRWNGEHINCOSEA - JEQGEGVATKMGATKEDEDNCATH? TSAEELVINR
Eoxysporwm  (411) KVAGP - BRVECE-NC1 S8 - HEQGFGVAVKNGATREDED CVATH? TSAEELVELE
Nucrassa (445) KEECAGPE-ERVYCEHIICLGECE FEQGEGVAY  HGATKADEDNCYATHP TSAEELVILE
S.pombe (406) KEVEAGPL-ORWNGE-INGDF§A - FIOGRGVATKNGATKSDED  CVATH> TSABELVIEY

Figura 4.1 | Alineamiento local del dominio de dimerizacién. En paréntesis se muestra la posicién
dentro de la secuencia de acuerdo a cada organismo. Con asterisco se sefialan los residuos
conservados en todos los organismos analizados.
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El alineamiento fue realizado empleando CLUSTAL W (248) con la matriz BLOSUMG62
(249,250). Un alineamiento global (toda la proteina) muestra una identidad del 42.4% entre
todas las secuencias analizadas. Como consenso general, una identidad mayor al 30% en una
proteina de mas de 100 aminoacidos es estadisticamente significativa en el establecimiento
de una relaciéon de homologfa entre diversas secuencias (251).

De esta manera se infiere una relaciéon de homologfa entre las secuencias de TryR y GluR
estudiadas. De la misma forma, un alineamiento local usando solo el dominio de
dimerizaciéon muestra una identidad del 91.7 %, con una conservaciéon (absoluta) de los
aminoacidos G426, H248, E436, P462 y T463 (numeraciéon basada en su posiciéon en la

secuencia de L. infantum).

4.1.2 Analisis de dominios con MEME.

Utilizando la herramienta de analisis de dominios MEME (252), se realiz6 una busqueda de
los dominios que componen las proteinas estudiadas, encontrandose 5 dominios claramente
diferenciados entre los que se encuentran los clasicos reportados para este tipo de 6xido-
reductasas: el dominio de unién al FAD, el dominio de unién al NADPH, el dominio central
y el dominio de dimerizacion. Ademas, es posible identificar un quinto dominio de funcién
no definida.

El dominio de dimerizacién identificado con un E-palue de 5.1 (un E-value< 0.05 se

considera significativo para este tipo de analisis) es el dominio de interés en nuestro estudio

ya que contiene la regiéon de la hélice o utilizada para el disefio de nuestros péptidos

inhibitorios.
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Figura 4.2 | Representacion grafica de la secuencia consenso del dominio de dimerizacién
obtenida mediante la bisqueda de motivos conservados en las diferentes oxidoreductasas
estudiadas con el programa MEME. En el eje de las abscisas se sefiala la posicién de cada
aminoacido en el dominio. La regién que se corresponde con la hélice o de nuestros péptidos
inhibitorios comprende los residuos 13 — 25. En el eje de ordenadas se representa la probabilidad
de aparicién de cada aminoacido. Un valor de 4 indica un 100% de probabilidad.
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Este tipo de analisis es especialmente atil para identificar rapidamente aminoacidos altamente
conservados en un dominio dado. Como se ve en la Figura 4.2, de los aminoacidos que
forman parte de la region utilizada para disefiar nuestros péptidos, el acido glutamico de la
posiciéon 14 (E2 en nuestro péptido y E436 de la proteina) se encuentra en un 100% de las
secuencias analizadas y la glutamina 14 (QQ5 en nuestro péptido y Q439 en la proteina) aparece
en un 97.5 % de los organismos. Esto nos indica una fuerte presiéon evolutiva para la
conservacion de estos aminoacidos. También se identifica un motivo FAVA dentro de la
region de interés en las posiciones 6-10 que no esta presente en los tripanosomatidos, tal y
como se muestra en el alineamiento local (Figura 4.1). Estas diferencias son particularmente

interesantes un contexto futuro en el cual se pretenda el disefio de péptidos que puedan

diferenciar entre diferentes oxidoreductasas.

4.1.3 Reconstruccion filogenética de la Tripanotion Reductasa
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Figura 4.3 | Arbol filogenético generado por maxima verosimilitud con un bootstrapping de 1000
iteraciones. Los nimeros en cada uno de los clados indican el porcentaje de veces que ese clado

se repiti6 tras el analisis de bootstrap, tomando como significativos aquellos superiores al 50% de
las veces.
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La reconstruccion filogenética hace referencia al establecimiento de una relacién entre
diferentes secuencias y su ancestro. Esta reconstruccién se compone de 4 procesos:
recopilacion de las secuencias, construccion de un alineamiento, construccion de un arbol y
finalmente su prueba.

Los datos obtenidos a partir del alineamiento se emplearon para estimar con el programa
MEGA 6.0 cual de los 48 modelos de sustitucion se ajustaba mejor a nuestros datos (239).
De esta manera, el arbol fue construido por maxima verosimilitud y usando el modelo de
sustitucion de aminoacidos LG vy el algoritmo de estimacion de distancias JTT (253,254).
Hay que tener en cuenta que el arbol generado no es una representacion verdadera de las
relaciones histéricas entre los taxones estudiados sino una estimacion de esta relacion. Como
ocurre con toda estimacion, a continuacién es necesario un analisis de consistencia que se
realiza utilizando un bootstrap de 1000 iteraciones, teniendo en cuenta solo aquellas que se
presentan mas del 50% de las veces (255,256).

De esta manera se obtuvo el arbol aqui presentado (Figura 4.3), que es consistente con las
estimaciones realizadas por otros autores para oxidoreductasas utilizando diferentes
metodologias (257,258), con la novedad de que en nuestra estimacién hemos introducido en
el analisis un grupo mas amplio de secuencias de tripanosomatidos parasitos de insectos
(Strigomonas culicis y Angomonas denaei) que se encuentran disponibles desde 2013. También
hemos incluido de la secuencia de una oxidoreductasa putativa de Methanosarcina sp. que fue
aislada a partir de un estudio metagenémico y que esta disponible desde 2015. Esta especie
es de especial interés ya que pertenece al dominio taxonémico Archea por lo que fue usada

como grupo externo para crear la raiz del arbol.
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4.2 Producciéon y Caracterizacion de la Tripanotion Reductasa

Recombinante de Leishmania infantum.

4.2.1 Purificacion de la TryR.

La tripanotion reductasa recombinante de L. infantum se expresoé en la cepa de Escherichia coli
BL21 (DE3) Rosetta que mejora la expresion heteréloga de proteinas eucariotas que tengan
codones raramente usados en E.co/z. Esta cepa se transformé con el plasmido pRSET A TryR
H que permite expresar nuestra proteina asociada a una “cola” de histidinas (HIS 7ag).

La purificaciéon de la TryR se ejecuta mediante una cromatografia de afinidad (Ni-NTA)
seguida por una cromatografia de exclusion molecular (Sephadex G-25) y finalizando con
una cromatograffa de intercambio idnico (amina cuaternaria). Estas cromatograffas se
realizan utilizando el sistema de FPLC Akta Purifier. Las condiciones de expresién y de
purificacién mediante cromatografia de afinidad fueron puestas a punto por el Dr. David
Moreno (91).

Aunque la proteina purificada segin las condiciones inicialmente descritas era ya una
proteina de alta calidad, ese protocolo todavia no era capaz de eliminar una pequefia
proporciéon de proteinas contaminantes. Es por ello que afiadimos dos pasos
cromatograficos adicionales consistentes en una exclusion molecular y un intercambio
i6nico. Para la elecciéon de la metodologfa a seguir hay que tener en cuenta el punto
isoeléctrico de la TryR, que es de 5.9, lo cual permite una facil purificacién de la muestra a
pH 7.5 usando una matriz de intercambio aniénico.

Debido a que la proteina purificada a partir de la cromatografia de afinidad se encuentra en
un tampon que contiene 300 mM de NaCl, antes de efectuar la cromatografia de intercambio
i6nico es necesario realizar un paso previo en el que se disminuye la concentraciéon de cloruro
sodico de la muestra hasta 10 mM con el fin de permitir la unién de la TryR a la matriz de la

columna. Esto se efectia usando una cromatografia de exclusion molecular.

4.2.1.1 Cromatogratia de Exclusion Molecular.

La desalinizacion se realiza mediante el uso de una columna con una matriz de Sephadex G-
25 cuyo tamafio de exclusion es 5 kDa. De esta manera, nuestra proteina, con un peso
molecular superior (100 kDa), pasara por la columna sin entrar en las esferas de Sephadex

mientras que el Na'y Cl se ven retrasados.
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En la Figura 4.4 se observa que, tras la cromatograffa de exclusion molecular, nuestra
proteina (linea azul; A,y) y el cloruro sédico (linea marrén; conductividad) eluyen en
fracciones claramente diferenciadas. Este procedimiento, por el que reducimos 30 veces la
concentracion de NaCl, es mucho mas rapido (horas us dias) que la aproximacion clasica

basada en dialisis.

0 20 40 60 80
ml

Figura 4.4 | Desalinizacién de la muestra por cromatogratia de exclusion molecular. La linea azul
hace referencia a las miliunidades de absorbancia a 280 nm (mAU) (utilizada para hacer el
seguimiento de la proteina) y la linea amarilla hace referencia a la conductividad de la muestra
medida en milisiemens por cm (mS/cm). En el caso desctito, el aumento en la conductividad es
debido a la elucién del NaCl presente en la muestra inicial.

4.2.1.2 Cromatografia de Intercambio Aniénico.

Tras la disminucion de la concentracion de NaCl de la muestra, esta se hace pasar por una
columna de intercambio aniénico que contiene una matriz que cuenta con un grupo
funcional compuesto por una amina cuaternaria (<CH,-N"(CH,),) que actiia como un fuerte
intercambiador de aniones. De esta manera la TryR, que a pH 7.5 se encuentra cargada
negativamente, se une a la matriz a una concentracion de 10 mM de NaCl. Tras un lavado
inicial con 10 volimenes de tampodn, la proteina se eluye aumentando la concentracién de
cloruro sédico en dos pasos discretos. En un primer paso la concentracion de NaCl se eleva

a 100 mM (lavado) y posteriormente la proteina es eluida al aumentar la concentracion a 300
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mM de NaCl. (Figura 4.5)
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Figura 4.5 | Cromatografia de intercambio aniénico. La linea azul hace referencia al seguimiento
de la proteina y la linea marrén a la conductividad (proporcional a la concentraciéon de NaCl).

En la Figura 4.6 se muestra el resultado de una electroforesis en gel de poliacrilamida, tefiida
con azul de Coomassie de muestras de TryR tras la cromatografia de afinidad (lineas 2-7) y
la cromatografia de intercambio i6nico (linea 9).

Segun el analisis densitométrico de las lineas 6 y 9, la cantidad relativa de nuestra proteina de
interés paso de 84,7% tras la cromatografia de afinidad a un 97,6% tras la cromatografia de
intercambio i6nico, logrando eliminar las bandas inferiores a 50 kDa y, en parte, una banda
de alto peso molecular (aprox. 71 kDa) que también se encuentra acompafiando a nuestra

proteina.
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25 . . v (intercambio i6nico)

Figura 4.6 | SDS-PAGE del proceso de purificacion de TryR. Las mejoras en el proceso de
purificacién son notables al comparar las eluciones de la cromatografia de afinidad (linea 6) y de
intercambio i6nico (linea 9). En ambas lineas se usaron 20 pg de proteina.

4.2.2 Produccion de TryR para Cristalizacion.

Con el fin de realizar experimentos exploratorios de cristalizacion de la enzima para dilucidar
su interaccion con los péptidos inhibitorios, generamos también una TryR sin Zags.

Los Zags pueden ser secuencias peptidicas pequefias (HIS-z2g, FLLAG-Zag, T7-tag) o fragmentos
de proteinas (MBP, GST) que facilitan la purificacion, seguimiento y deteccion de las
proteinas recombinantes. LLas secuencias codificantes para estos Zags se encuentran integradas
en los vectores de expresion comerciales, con lo que los genes clonados, una vez traducidos,
incorporaran estas secuencias de aminoacidos. Aunque no suelen interferir con el rol
biolégico de las proteinas sometidas a estudio e incluso en algunos casos pueden incrementar
la solubilidad de la proteina de interés, en los estudios de biologia estructural es preferible
prescindir de los Zags para evitar problemas en la formacién de los cristales (259).

La TryR se encuentra clonada en el plasmido comercial pRSET A (pRSET A TryR H) y
presenta en su extremo amino terminal un 7zg HIS que es usado para la purificacion de la
proteina por cromatografia de afinidad y para la deteccion de la misma usando anticuerpos
a-HIS.

Existen diferentes proteasas disponibles que pueden escindir los 7ags, como es el caso de la
enteropeptidasa, la trombina y el factor Xa. Estas enzimas, sin embargo, segin el sustrato

pueden tener un comportamiento promiscuo. La proteasa TEV (del virus mosaico del
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tabaco) y la proteasa del rinovirus 3c, son alternativas que no presentan el problema de
especificidad antes mencionado y que ademas pueden funcionar a altas concentraciones de
sal (IM de NaCl) y bajas temperaturas (4°C). Sin embargo, son dificiles de producir en el
laboratorio de manera recombinante debido a su baja solubilidad (260). Este problema puede
solucionarse mediante la fusiéon de estas proteinas a la Glutation S Tranferasa (GST). Tras
expresar ambas proteasas virales, decidimos utilizar la proteasa del rinovirus 3c fusionada a
GST dado que nos permitia alcanzar una producciéon mas alta de enzima.

Tras una ronda de clonacién, la secuencia codificante para el reconocimiento y corte por
parte de la proteasa del rhinovirus 3¢ (LEVLFQG | P) se insert6 en el plasmido pRSET A
TryR H curso abajo de la secuencia codificante de HIS y justo antes del codén de inicio de

la TryR.

4.2.2.1 Escision del tag HIS de la TryR

Debido a que todas las proteinas presentan diferentes configuraciones y no es posible
predecir la accesibilidad de la secuencia de reconocimiento a la proteasa, las condiciones de
digestién, en lo referente a la proporcién sustrato/proteasa (Tripanotién reductasa /Proteasa
del rinovirus 3c) deben de ser establecidas empiricamente.

En la Figura 4.7 se muestran los resultados de la digestiéon de diferentes proporciones
sustrato/proteasa. Inicialmente se partié de 1 pg de sustrato junto a 1 pug de proteasa (1:1),
disminuyendo progresivamente las proporciones de proteasa por un factor de 10 hasta llegar
hasta Tug de TryR y 1 ng de proteasa (1:1000). La TryR antes de la escision del 72g y con la
secuencia de reconocimiento de corte tiene un peso molecular de 58 kDa, transformandose
en una proteina de 53 kDa tras el corte. Por su parte, la proteasa fusionada a GST tiene un
tamano de 46 kDa. Como se observa en la Figura 4.7 A, en las proporciones 1:1 y 1:10
(lineas 1y 2) toda la TryR ha perdido la cola de histidinas observandose solo la especie de 53
kDa (ademas de la proteasa a 46 kDa). Los resultados obtenidos tras el western blot
utilizando anticuerpos o-HIS muestran la ausencia del HIS-74¢ en la proteina presente en las

lineas 1 y 2, lo que demuestra que se ha alcanzado una digestion completa (Figura 4.7 B).
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Figura 4.7 | Digestion de la TryR con la Proteasa del Rhinovirus 3C. A) SDS-PAGE tefiido con
Coomassie, B) Western-Blot Anti-HIS. MW. Marcador de peso molecular. Relaciones
(masa/masa) entre sustrato y proteasa: Linea 1= 1:1; Linea 2= 1:10; Linea 3= 1:100; Linea 4=
1:1000; Linea 5= sélo sustrato (1ug); Linea 6= sélo Proteasa (1pg).

Tras el corte de la enzima con la proteasa es necesario realizar una nueva cromatografia para
eliminar tanto la proteasa como las colas de HIS escindidas. Para esto se realiza un proceso
de cromatografia de afinidad mixto en el cual se usa una columna con glutatién (unién de la
GST-proteasa) acoplada a otra con Ni-NTA (unién de la cola HIS escindida). El producto
de la digestion se hace recircular en un sistema cerrado, de manera que la proteasa y los
fragmentos que contienen las colas de HIS quedan retenidos en las columnas de glutatiéon y
de Ni-NTA respectivamente, obteniéndose la TryR escindida pura y sin necesidad de un
paso extra de elucion. Este proceso adicional de cromatografia elimina por completo la banda
de 71 kDa que todavia contaminaba nuestra muestra tras la cromatografia de intercambio
i6nico, obteniéndose finalmente una proteina con un grado de pureza de >99%, segin
nuestros analisis de densitometria. Ensayos de actividad enzimatica demostraron la misma

actividad especifica independientemente de la presencia o ausencia del zzg HIS en la proteina.

4222 Cristales de TryR

Los ensayos de cristalizacion fueron realizados por el equipo del Prof. Juan Hermoso en el
Instituto de Quimica Fisica Rocasolano (CSIC). Tras realizar un muestreo masivo de
condiciones de cristalizaciéon se obtuvieron cristales de buen tamafo y a los 7 dias en
presencia de 2M de sulfato de amonio, 0.1 M de Tris pH 8.5, y 5% de PEG 400 (Figura
4.8).
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Figura 4.8 | Cristal de TryR sin HIS-74g obtenido tras 7 dias en el tampon de cristalizacion.

4.2.3 Caracterizacion de la TryR

4.2.3.1 Estado de oxidacién de Ia TryR

En el apartado de introduccién se ha comentado que, durante su ciclo funcional, la TryR
alterna entre los estados E,, y EH,. Diferentes tripanotién reductasas, como la de 1. congolense,
T. cruzi y C. fascicnlata, asi como la glutation reductasa humana, presentan un maximo de
absorcion entre 450 y 465 nm en la especie E,, observandose un desplazamiento de la curva
hacia el rojo en las especies EH, con un nuevo maximo entre 530 y 550 nm (93). Ademas de
las formas E; y EH,, existe una tercera forma denominada EH,. En esta forma ambas
cisteinas del sitio activo, al igual que la flavina, se encuentran reducidas (92). Con respecto a
sus propiedades fisicas, esta forma sufre una decoloraciéon (a 450 nm) de casi un 80%
comparada con la E,, (261), lo que explicaria el color amarillo palido de los cristales obtenidos
de esta forma (92). Cabe anotar que la forma EH, no es un intermediario durante la catalisis
y que aunque algunos autores sugieren que es una forma de la enzima que no esta presente
in vivo (261) otros plantean que podria tener un rol en el metabolismo del glutatién y el
tripanotion (92,95).

Después de la purificacion de la TryR HF hicimos un estudio de sus estados de oxidacion
para saber cudl era la especie mayoritaria en nuestra preparacion. El desplazamiento hacia la
derecha del espectro de absorcién como consecuencia de la incubacion de la enzima con un

exceso de NADPH es indicativo una transicion desde la forma E; a la EH, (Figura 4.9).
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Este resultado, por tanto, demuestra la presencia mayoritaria de enzima en la forma E; en

nuestra TryR purificada.
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Figura 4.9 | Reduccién de la TryR purificada Eo (circulos blancos) y desplazamiento hacia el rojo
cuando es tratada con un exceso molar NADPH para obtener la forma reducida EH» (circulos
negros).

El estado de oxidacion de la enzima tiene gran importancia en el contexto de la cristalizacion
debido a que la mayor parte de las estructuras de TryR presentes en el Protein Data Bank

(PDB), se encuentran en estado E,.

4.2.3.2  Ensayo de actividad de Ia TryR

LLa mayoria de los protocolos utilizados para la determinacion de la actividad de la tripanotion
reductasa y para el establecimiento de los parametros cinéticos de la enzima estan basados
en el seguimiento de la oxidacion de NADPH a 340 nm. Esto se realiza tras afadir
tripanotiéon oxidado (TS,) a una soluciéon tamponada que contiene TryR y NADPH. Este
experimento es analogo al realizado para el seguimiento de la actividad en la enzima

homologa en humanos, la glutatién reductasa (GluR).
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Hamilton y colaboradores implementaron una metodologia que acopla la produccién de
T(SH), por la enzima a la reduccién del reactivo de E/man o acido Ditionitrobenzoico
(DTNB, por sus siglas en inglés) regenerando asi el tripanotiéon oxidado. Esta reduccion del
DTNB produce dos moléculas de acido 2-nitro-5-metabercaptobenzoico o TNB (Figura
4.10). Asi, por cada molécula de NADPH consumida se generan dos moléculas de TINB.
Esta diferencia estequiométrica, junto a la diferencia que existe entre la absortividad molar
del NADPH (6200 M cm™) y el TNB (13600 M 'em™"), multiplican por cuatro la sensibilidad
del ensayo. Ello permite usar concentraciones muy bajas de TS, que, ademas, se mantienen
constantes en el tiempo de la reaccion (245). Esta metodologfa ha sido validada por
diferentes investigadores permitiendo realizar el cribado de mas de 130 000 compuestos y la

identificacién de varios cabezas de serie (262).

NADPH B T(SH), DTNB

ox

NADP & TS, 2xTNB

Figura 4.10 | La TryR emplea el poder reductor del NADPH para reducir el TSz a T(SH)2 y este
es oxidado de nuevo por el DTNB, generandose TINB.

4.2.3.3 El uso de NADP" en Ia reaccién protege a la TryR.

Alimplementar el ensayo de Hawzilton nos topamos con el problema de que este era altamente
variable o incluso, a veces, no funcionaba. Un problema comun inherente a la determinacion
de la actividad catalitica de la TryR, e independiente de la estrategia usada para su
seguimiento, es la inactivaciéon de la enzima al ser preincubada con NADPH. Esto sucede
tanto para TryR como para GluR (263). Aunque el mecanismo de inactivaciéon no esta del
todo esclarecido, parece estar producido por una sobre-reducciéon de la enzima a su forma
EH, (245). En el caso de TryR, y usando el ensayo basado en el seguimiento de la oxidacion
de NADPH, se ha descrito que tras 1 hora de preincubaciéon con 150 uM de NADPH hay

una inactivacién del 40-60% de la enzima (69,263). Sin embargo, Hamilton reporta que gracias

122



al DTNB presente en la solucién la inactivaciéon de la enzima tras 1 hora de preincubacion
es solo del 10-15% (245). Segun nuestras observaciones (Figura 4.11 A), tras 10 minutos
de preincubacion con 150 uM de NADPH y en presencia de D'TNB la inactivacion supera
el 15%; a los 30 minutos la inactivacion ronda el 60% y después de 1 hora la enzima se

encuentra completamente inactivada.
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Figura 4.11 | Efecto del NADPH sobre TryR. A) Preincubacién de 7 nM de TryR con NADPH
(150 uM) en presencia de DTNB (25 uM). Tras 30 minutos de preincubacién la actividad de la
enzima se ve reducida a menos del 50%. B) Comparacién de la actividad de TryR tras la
preincubacion durante 30 min con diferentes preparaciones de NADPH.

Ademas, también observamos una disminucion del efecto inactivador del NADPH como
consecuencia de la realizacién de varios ciclos de congelacién/descongelacion. Como se
observa en la Figura 4.11 B, la inactivacion causada por una alicuota de 150 uM de NADPH
que ha sufrido varios ciclos de congelacién/descongelacion (envejecida) con respecto a la
causada por una recién preparada (fresca) disminuye. Ademas, un aumento de 9 veces en la
concentracion de NADPH (1350 uM) durante la preincubacién con la alicuota fresca inactiva
por completo la enzima, mientras que la misma alicuota envejecida no tiene efecto sobre la
TryR. Como es obvio por la tendencia del NADPH a oxidarse, cabe esperar que la principal
diferencia entre ambos tipos de alicuotas sea la presencia de NADP'. Esto se pudo
comprobar al observarse una disminucién de la absorbancia de las soluciones a 340 nm. El
NADP" parece tener un efecto protector sobre la TryR, lo cual podria estar relacionado con
la necesidad de mantener una determinada ratio entre NADPH/NADP" que garantice un

potencial reductor adecuado en el interior de la célula.
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Con objeto de determinar las concentraciones adecuadas de NADP" en nuestro ensayo,
procedimos a preincubar durante 30 min la TryR en presencia de una concentracion fija de
150 uM de NADPH vy concentraciones variables de NADP, evaluando postetiormente la
actividad de la enzima. En la Figura 4.12 se observa el efecto de la preincubacion de la TryR
con diferentes proporciones de NADPH/ NADP". Tras 30 minutos de preincubacion de la
enzima en presencia de 150 uM de NADPH y 7.5 uM de NADP+ (cuadros blancos), el
efecto de inactivacion del NADPH (lineas negras) se ve disminuido a la mitad. De igual
forma, al usar 30 uM de NADP" (rombos blancos) la actividad de la TryR es cinco veces
superior a la de la enzima preincubada solamente con el NADPH. De esta forma
demostramos que pequefias cantidades de NADP" tienen un impacto favorable en la
proteccion de la TryR frente al NADPH. Dado que la oxidacion espontanea de NADPH a
NADP" es un proceso dificil de controlar entre diferentes condiciones experimentales,
nuestros resultados explican la gran variabilidad existente entre diferentes publicaciones
sobre el efecto del NADPH en la TryR. En nuestro caso, la adicion de 30 uM de NADP" a

la mezcla de reaccién solucioné los problemas de variabilidad del ensayo.
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Figura 4.12 | Proteccién de la TryR por NADP*. En la leyenda se indican las diferentes
proporciones de NADPH/NADP* ensayadas.

Debido a que el uso del NADP" es una solucién obvia para el problema de inactivacién de

la enzima por el NADPH vy, sin embargo, que nosotros conozcamos, ningin investigador la
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ha implementado, decidimos realizar una caracterizacién bioquimica de la TryR para
determinar si podria haber una variacién entre los datos reportados y los nuestros

experimentales al afiadir NADP" a la reaccion.

4.2.3.4 Desarrollo y validacion del ensayo de actividad TryR

Dado que la TryR es una enzima con dos sustratos (sustrato y coenzima) y que, por tanto,
las concentraciones de ambos afectan a la velocidad de reaccidn, fue necesario establecer las
concentraciones de TS,y NADPH que saturan a la enzima en las condiciones de nuestro
ensayo. En funcién de los parametros cinéticos que se desee evaluar, uno de ellos debera
mantenerse siempre en condiciones saturantes.

De igual manera, de cara a validar nuestro ensayo de actividad enzimatica, procedimos a
determinar los valores de K, tanto para el TS, como para el NADPH y contrastar estos
valores con los reportados previamente en la literatura.

Todas estas etapas del desarrollo y validaciéon de nuestro ensayo de actividad enzimatica se

describen en el Anexo II de esta memoria.
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4.3 Optimizacion del ensayo de dimerizacion.

4.3.1 Antecedentes

El ensayo de dimerizaciéon desarrollado por el Dr. David Moreno (91) consistié en una
modificacion de la metodologia que Siuzs-Cremer et al. propusieron para evaluar la inhibicion
de la dimerizaciéon de las subunidades de la transcriptasa inversa del VIH-1 (p66 y p51)
(228). Este ensayo fue adaptado a la TryR de L. infantum, lograndose identificar una primera
molécula con potencial inhibitorio que constituyé el punto de partida del trabajo presentado
en esta memoria.

El ensayo, basado en un ELISA tipo sandwich, permitia evaluar el porcentaje de moléculas

en forma dimérica tras un determinado tratamiento. Brevemente, se capturaba la TryR por
un anticuerpo o-FLAG previamente unido a una placa vy, tras el tratamiento deseado, se

detectaba el dimero remanente mediante la utilizacién de un anticuerpo primario o-HIS
(policlonal) y un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano (HRP). Este
procedimiento permitia un facil seguimiento mediante una reacciéon colorimétrica con un
sustrato cromoégeno.

Gracias a los excelentes resultados obtenidos con este ensayo y a su utilidad demostrada en
el descubrimiento de un péptido que afectaba el proceso de dimerizaciéon de TryR de L.
infantum, decidimos profundizar en su desarrollo para potenciarlo y ampliar sus aplicaciones,
no solo al estudio de TryR sino a otras enzimas diméricas de interés.

Uno de los inconvenientes del ensayo era el uso de dos especies de TryR. L.a TryR HH
corresponde al dimero cuyas dos subunidades cuentan el con g HIS y TryR FF a aquellas
cuyas dos subunidades tienen el 7zg FLAG (Figura 4.13). Estas dos especies de TryR se
coincubaban durante 12 horas junto al tratamiento antes de su unién a la placa. Durante estas
12 horas de incubacion se esperaba que el proceso dinamico de asociacion y disociacion entre
monoémeros generara una tercera especie denominada TryR HF, la cual no es mas que un
dimero que cuenta con una subunidad con HIS y la otra con FLAG.

Durante este proceso, la obtencion de la TryR HF era una variable que no se podia controlar
y que, a su vez, podia verse afectada por la actividad de las moléculas inhibidoras sobre las
formas HH y FF. Por otra parte, tras el proceso de incubacion se generaban en la solucion
las 3 especies de enzima dimérica posible: la TryR HH que podria dar falsos positivos en una
placa pobremente bloqueada, la TryR FF que competiria por los sitios de union al a-FLAG

y finalmente la TryR HF, nuestra especie objetivo.
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Dimero Dimero Dimero
TryR HH TryR FF TryR HF

Figura 4.13 | Las subunidades de TryR se encuentran representadas en dos tonalidades de cian,
las esferas azules representan el zag HIS y los conos naranjas el z2g FLAG.

4.3.2 Obtencion de TryR HF in-vivo

Como una evolucion racional del ensayo de dimerizacion, decidimos implementar un sistema
para expresar de manera conjunta en una misma bacteria (E. o/, BL21 (DE3) Rosetta) la

TryR HH y la TryR FF.
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De esta manera, de forma natural, dentro de la bacteria se genera la TryR HF y por tanto se
evita la preincubacién inicial en el ensayo original, simplificindose asi todo el proceso. Las
distintas variantes de TryR generadas en E. /i se someten a un proceso de cromatografia en
una matriz de Ni-NTA, tras el cual purificamos solo TryR HF y TryR HH y eliminamos

todas las especies de TryR FF que pueden competir por los sitios de unién a FLAG en la
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placa. Sembrando la misma cantidad de proteina recombinante pura (1 ug) obtenida en
diferentes purificaciones comprobamos que la cantidad de TryR HF generada era

aproximadamente constante en distintas purificaciones. (Figura 4.14).

4.3.3 Tapizado de las placas de poli-estireno con a-FLAG

Ademas de la optimizacion realizada en lo referente a la producciéon de la enzima con los
diferentes Z4gs, también se realizé una optimizacion del proceso de deteccion de la proteina
cambiando de un modelo de placa comercial a un modelo de fabricaciéon casera que nos
permiti6é controlar todas las variables del ensayo (tipo de placa, concentracién de anticuerpo

y tipo de bloqueo), alcanzando una mayor reproducibilidad en los resultados.
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Figura 4.15 | Optimizacién del sistema de tapizado de las placas de poliestireno con a-FLAG.
Diferencias de la sefial de ELISA con diferentes tampones (carbonato/bicarbonato y PBS) y

cantidades de a-FLAG para el tapizado de la placa.

En un primer momento optimizamos la cantidad de anticuerpo utilizado para tapizar las
placas. El tapizado se realiza mediante una adsorcion pasiva del anticuerpo a placas de poli-
estireno. Dado que las condiciones de unién de los anticuerpos a las placas pueden diferir

segun el anticuerpo utilizado, se evaluaron diferentes sistemas de tampon, concentracion de
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anticuerpo y pH para determinar con qué condiciones se obtiene una mejor relacion
sefial/ruido en el ELISA (264) (Figura 4.15). Durante todo el proceso de optimizacion del
ensayo de dimerizaciéon se usé como control la TryR HH que no deberia unirse a placa y que,
por tanto, nos permitia evaluar el ruido del ensayo. Como se observa en la Figura 4.15, la

mejor relacion sefial/ruido se obtuvo al usar PBS pH 7.2 como tampén de adsorcion y 40

pg de anticuerpo a-FLAG.

Debido a que se usa una misma solucion de anticuerpo para tapizar diferentes placas de
manera consecutiva, decidimos evaluar la variabilidad existente entre las diferentes placas
realizadas y si su capacidad de unir a la TryR HF se vefa progresivamente disminuida. Tras
elegir 3 pocillos al azar entre las distintas placas y cuantificar el dimero unido, encontramos
que la solucién de anticuerpo podia ser usada para antigenar hasta 8 placas sin que tuviera
un efecto negativo en la unién de la TryR HF (92% de dimero unido en la placa 1y 94% en
la placa 8). Asi mismo, las lecturas de absorbancia correspondientes a los pocillos en los
cuales se empled la TryR HH (ruido) no se vieron aumentadas, manteniéndose todas por
debajo del 1,5% de la sefial. Los valores fueron normalizados con respecto al valor de
absorbancia mas alto de dimero detectado (100%) que se corresponde al de la placa 5 (Figura

4.16).
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Figura 4.16 | Variabilidad de la unién de la TryR HF a diferentes placas. De 8 placas preparadas,
se seleccionaron las placas 1, 4, 5 y 8. De estas placas se seleccionaron pocillos a azar y se evaluaron
las diferencias de unién de la TryR HF usando como control negativo la TryR HH.
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4.3.4 Concentracion de TryR 6ptima para el ensayo de dimerizacion.

De la misma manera, se optimiz6 también la cantidad de TryR (TryR HF + TryR FF) que se
deposita en cada pocillo de la placa haciendo un barrido de concentraciones desde 6 nM
hasta 800 nM, siempre con miras a mejorar la relacién sefial/ruido. De esta forma,
determinamos que la mejor concentracion inicial de proteina recombinante es de 400 mM
(Figura 4.17), ya que al aumentar la concentraciéon de TryR desde 400 mM hasta 800 mM
no hay un aumento sustancial en la absorbancia que justifique el gasto del doble de proteina.
Como sustrato de la reaccion colorimétrica se utiliza orto-fenil-diamina (OPD). La intensidad
de color obtenida tras esta reaccion se determina inicialmente a los 10 minutos de reaccion
(absorbancia a 450 nm), procediendo a continuacion a detener la reacciéon mediante la adicion
de 1 volumen de H,SO, 0,4 M (absorbancia a 490 nm). Tal y como se observa en la Figura

4.17, ]a adicion de H,SO, permite aumentar 7 veces la sefial.

Sin H,SO,
(450 nm)
14 0.2 M de H,SO,
(490 nm)
0 J ] L) ] ]
0 200 400 600 800

TiyR HF [nM]

Figura 4.17 | Concentraciones saturantes de TryR. Saturacion de la placa sensibilizada con .-
FLAG empleando diferentes concentraciones de TryR. La sefial de ELISA aumenta al afiadir
H2SO4 después la reaccion.

Ademas de optimizar la produccién de los dimeros de TryR, la concentraciéon de anticuerpo
o-FLAG adsorbido a placa y la cantidad de proteina depositada en la misma, también se

mejor6 el método de detecciéon usando anticuerpos monoclonales a-HIS conjugados
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directamente con HRP, que evitan el uso de anticuerpos secundarios. Ademas, el uso de
anticuerpos monoclonales evité la variabilidad entre los diferentes lotes del anticuerpo

policlonal utilizado originalmente.

4.3.5 Validacion del ensayo de dimerizacién usando el Péptido 3

Tras establecer las nuevas condiciones para la realizaciéon del ensayo de dimerizacién con la
TryR HF producida 7 vivo, se realizé un experimento en presencia del Péptido 3, un péptido
derivado de la secuencia de la interfaz de dimerizacién que mostré una relevante actividad
en los ensayos de dimerizacion realizados por el Dr. David Moreno.

Para esto, se incub6 la TryR con diferentes concentraciones de Péptido 3 durante 16 horas
y se evalud el porcentaje de dimero remanente. La CIy, para el ensayo de dimerizacion del
Péptido 3 usando nuestro ensayo queda establecida en 40.8 pM (Figura 4.18). De esta
manera validamos nuestra estrategia de dimerizacion con miras a evaluar nuevos péptidos

con potencial inhibidor de la TryR.
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Figura 4.18 | Disminucién del dimero de TryR por el Péptido 3. Usando diferentes
concentraciones de Péptido 3 (12 uM - 94 uM) se estimé6 la Clsp para el ensayo de dimerizacion.

Al igual que en el ensayo de actividad, se decidi6 usar la mepacrina como control del ensayo

de dimerizacion teniendo en cuenta que se trata de un inhibidor competitivo reversible que
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ocupa el sitio activo de la enzima y que, por lo tanto, no deberia comprometer el proceso de
dimerizacion de la TryR. Como esperabamos, la mepacrina no muestra efecto alguno en la
dimerizacion de la enzima tras 16 horas de incubaciéon (Figura 4.19).

De esta forma quedd establecido un ensayo de dimerizaciéon mejorado (Figura en
materiales y métodos) en el que la TryR incubada con una molécula con capacidad de
perturbar su proceso de dimerizacion puede ser detectada de manera sencilla por
colorimetria. Este ensayo de dimerizacion es altamente modular y reproducible y nos ha
permitido su implementacién no solo en el estudio del proceso de dimerizacion de la TryR

sino también en el de otras proteinas.
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Figura 4.19 | Ausencia de efecto de la Mepacrina (9,375 uM - 75 uM) sobre la dimerizacién de
TryR.
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4.4  Optimizacion del Péptido 3

4.4.1 Antecedentes

En las interacciones proteina-proteina se ha demostrado que las interfaces de unién son
amplias superficies (600 - 1300 A% en las que pueden llegar a interaccionar hasta 30 residuos
de cada uno de los monémeros implicados (160,265). Esta realidad dificulta el disefio
racional de moléculas miméticas. En 1995 Clackson et al (160) describieron por primera vez
coémo en la interaccion entre la hormona de crecimiento humana y su receptor, en la que se
ven implicados 33 residuos, destaca la participacion de dos residuos de triptéfano que
contribuyen de manera mayoritaria a la energfa libre de unién. Estos residuos fueron
denominados puntos calientes o Aoz spots. Un punto caliente esta definido como un residuo
cuya sustitucion por una alanina conduce a una disminucion significativa en la energfa libre
de unién (AAG,,;;,>1.5kcal/mol) (160). La existencia de Aot spots permiti6 hipotetizar que es
posible un disefio racional de moléculas miméticas con miras a desestabilizar las interacciones

proteina-proteina con interés farmacoldgico si se centra el interés sobre estos sitios

concretos.

4.4.2 Péptidos inhibitorios de la Tripanotiéon Reductasa.

El trabajo desarrollado en nuestro laboratorio por el Dr. David Moreno estuvo basado en la
identificaciéon de Aot spots de dimerizacion de la TryR de Leishmania infantum mediante
herramientas bioinformaticas y su posterior validacién por experimentos de mutagénesis
puntual dirigida. Estos experimentos llevaron a la conclusion de la importancia del glutamico
436 (E4306) en la estabilidad del dimero de la TryR al demostrar que un cambio de este
aminoacido por una alanina conducfa a una pérdida de la actividad de la enzima,
disminuyendo su capacidad de unir FAD con respecto a la enzima silvestre y también su
eficiencia catalitica en mas de 350 veces (91).

El glutamico 436 se localiza en una hélice o que forma parte de la interfaz de dimerizacion
de la TryR. Por ello se decidi6 explorar la aproximacion mas sencilla, consistente en el uso
de la secuencia de aminoacidos que compone esta hélice para generar un péptido inhibidor.
Para ello se disenaron 4 péptidos (Tabla 4.2): el primero contenia los residuos exactos que
componen la hélice desde el aminoacido 435 al 447; el segundo contenia la misma secuencia

pero con un cambio en la cisteina 444 por una serina (C444S) con el fin de evitar la formacion
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de disulfuros intermoleculares que disminuyeran la efectividad del péptido y posibles
problemas de oxidaciéon del grupo tiol; una tercera version del Péptido 2 presentaba el
extremo amino acetilado y el extremo carboxilo en forma amida con el fin de evitar el
caracter gwitterion; finalmente, se intent6 realizar una aproximacion a la secuencia minima

efectiva disefiando un cuarto péptido con el menor numero de residuos que mantuviera la

helicidad del mismo.

Péptido1l H;N-PEIIQSVGICMKM-COOH
Péptido 2 H,;N-PEIIQSVGISMKM-COOH
Péptido 3 Ac-PEIIQSVGISMKM-Amd
Péptido 4 Ac-PEIIQSVGIS-Amd

Tabla 4.2 | Péptidos usados en el trabajo del Dr. David Moreno. En negrita se resalta el glutimico
430, residuo identificado como clave en la interfaz de dimerizacion (91).

De estos 4 péptidos primigenios, el Péptido 3 demostrd tener un efecto en la actividad y la
dimerizacion de la TryR, lo cual constituyé la prueba de concepto de que secuencias
derivadas de este péptido podrian servir como inhibidores de la actividad de la enzima. Este
resultado constituye el punto de partida de la presente tesis doctoral en la que se busca la
optimizacién de este péptido prototipo con el fin de inhibir la actividad de la TryR de

Leishmania infantum mediante el bloqueo del proceso de dimerizacion de la enzima.

4.4.3 TRL 14: El cambio del glutamico en la posicién 2 del péptido por una

lisina mejora las propiedades del Péptido 3.

Debido a que las formas mutantes de GluR que son defectuosas en el proceso de
dimerizacién muestran una menor afinidad por el grupo FAD (266), la medicion de la
relacion entre las absorbancias a 450 nm (FAD) y 280 nm (proteina) puede ser usada para
analizar el estado de dimerizaciéon de GluR y TryR. Después de identificar la importancia del
residuo E4306, en una segunda ronda de mutagénesis realizada en el trabajo del Dr. David
Moreno se sustituy6 este residuo por una lisina (E436K) con el fin de ver los posibles efectos
de la sustitucion de un residuo acido por uno basico. Aunque este cambio no tuvo un efecto
tan drastico en la actividad de la TryR como el observado en la version E4306A, si causé una
disminucién en la relacién A,y /A,g, hasta menos del 50% de la observada en el caso del

cambio por alanina.
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Parametro [pM]  +/- Parametro  [pM] +/-
CIL,, 33.584 3.116 CL, 15.683  1.050

Slope factor 1.507 0.226 Slope factor 2.555  0.404
Péptido Secuencia CIL, Dim (uM) CI,, Act (uM)
Péptido3 Ac-PEIIQSVGISMKM - NH, 40.8 +/-24 >75
TRL14 Ac-PKIIQSVGISMKM - NH, 17.9 +/-0.5 1.6 +/-0.1
TRL23 Ac-PEIIQSVGISN,KN,,-NH,  33.6+/-3.3 >75
TRL35 Ac-PKIIQSVGISN KN, -NH, 15.7 +/- 1.1 1.4+/-02

Figura 4.20 | Disminucién de las especies diméricas de TryR por diferentes péptidos. El cambio
de un 4cido glutamico en la posicién 2 del péptido 3 por una lisina (TRL 14) disminuye los valores
de Clso en los ensayos de dimerizacién y actividad.

Teniendo en cuenta estos resultados, nos propusimos, junto con al grupo de nucleésidos del
Instituto de Quimica Médica (IQM) del CSIC, iniciar un estudio mas detallado del efecto de
diferentes sustituciones de aminoacido en el Péptido 3 sobre la actividad y la dimerizacion
de la TryR. El trabajo comenzé evaluando el efecto de una sustitucion del glutamico en la

posiciéon 2 por una lisina, generando asi el péptido TRL14. Junto a TRL 14 también se
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sintetiz6 TRL 23, que es una variante del Péptido 3 que tiene un cambio en las metioninas
11 y 13 por el aminoacido estructuralmente similar norleucina (N, ;). Este cambio se realiza
con el fin de evitar potenciales problemas de oxidacién en los atomos de azufre y aumentar
asf la estabilidad de los péptidos (267).

En la Figura 4.20, se observa como en 3 ensayos distintos de cuantificaciéon de dimero
usando diferentes concentraciones de péptido (entre 75 uM y 2.7 uM), la sustitucion del acido
glutamico en la posicién 2 por una lisina (TRLL14) reduce el valor de Cl;, en mas de un 50%
(40 uM vs 17 uM). De la misma forma, el cambio en el Péptido 3 de las metioninas 11 y 13
por norleucinas (TRI.23) reduce en aproximadamente un 25% dicho valor de CI5, (40 uM vs
33 uM). De igual manera, el reemplazo de las metioninas por norleucinas en el TRL14
(TRL35) causa una nueva disminucién en los valores de Cl;, (17 uM vs 15 uM).

En el caso del ensayo de actividad enzimatica, los resultados obtenidos también muestran
una reduccién en los valores de Clj, para todos los péptidos testados (TRL14, TRL.23 y
TRIL35) con respecto al Péptido 3 (Figura 4.20).

Por todo lo anterior, TRL35 se convirti6 en el péptido prototipo de este estudio y en él se
han basado los diferentes cambios realizados con el fin de aumentar su potencial inhibitorio.
Debido a que el ensayo de actividad emplea 50 veces menos cantidad de TryR HT
recombinante que el ensayo de dimerizacién y a que, ademas, los resultados pueden ser
obtenidos en mucho menos tiempo (2 horas vs 2 dfas), el cribado de los nuevos péptidos
generados se realizé inicialmente mediante el ensayo de inhibicién de la actividad enzimatica.
Con el fin de evaluar si la inhibicién observada de la TryR por el TRL14 y TRL35 es
especifica, se utilizé el programa GenScript
(http:/ /www.genscript.com/peptide_screening tools.html) para generar de manera
aleatoria dos péptidos con diferentes permutaciones (scrambled peptides) de los aminoacidos

encontrados en TRI.14.
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Parametro  [uM] +/- Parametro  [uM] +/- Parametro  [uM] +/-
CI,, 1.568  0.088 CI,, 2.80¢”  2.72¢"™ CI,, 5.12¢"  10.27¢"
Slope factor  1.809  0.163 Slope factor ~ 0.017  4.32¢" Slope factor 0259 0.031
Péptido Secuencia CI,, Dimerizacion (uM) CI,, Actividad (uM)
TRL14 Ac-PKIIQSVGISMKM-NH, 17.9 +/-0.5 1.6 +/- 0.1
TRL42 Ac-KMGISSMVQPKII-NH, >75 >75
TRL43 Ac-KIIPKVQGMSIMS-NH, >75 >75

Figura 4.21 | Actividad de TRL14 y los péptidos scrambled TRL42 y TRL43 en el ensayo
de dimerizacion. La permutacién de los residuos de TRL14 elimina la capacidad inhibitoria de

los nuevos péptidos, tanto en actividad como en dimerizacion.

Estos péptidos (TRL42 y TRI43) resultaron inactivos tanto en actividad como en

dimerizacion (Figura 4.21), demostrando que la actividad inhibitoria de TRL14 es especifica

de secuencia.

4.4.4 Estudio de TRL35 como inhibidor de la actividad enzimatica de TryR.

Como ya se menciond, el ensayo de determinacion de la actividad enzimatica fue diseniado

para mantener constante la concentracion de TS, mientras exista DTNB en el medio. La

densidad Optica deja de aumentar una vez consumida esta especie quimica. Como

consecuencia del mantenimiento de una concentraciéon constante de TS,, la pendiente de la

curva que representa el aumento de absorbancia a lo largo del tiempo debe mantenerse

constante hasta el final del experimento, tal y como se observa en la grafica que representa

el transcurso de la reaccion en presencia de DMSO (Figura 4.22).
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Figura 4.22 | Actividad de la enzima en presencia de 1,75% de DMSO (circulos negros) o 25 uM
de TRL35 (circulos blancos)

El tratamiento de TryR (7 nM) con 25 pM de TRIL35 causa una disminucién en la actividad
de la enzima, tal y como se evidencia por la disminucion progresiva de la pendiente de la
curva que finalmente queda estabilizada en un valor cercano a 0 (Figura 4.22). Este
comportamiento no es debido a la desapariciéon de ninguno de los reactivos, ya que tan solo
la adiciéon de nueva TryR, mas no de NADPH, TS, o DTNB, permitié restaurar la
produccion de TNB (Figura 4.23). Estas observaciones son consistentes con una
inactivacion tiempo-dependiente de la enzima y no con una disminucién del sustrato u otro

artefacto experimental.
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Figura 4.23 | Rescate de la actividad de TryR. La actividad de la TryR en presencia de 25 uM de
TRL35 se restaura tras la adiciéon de nueva TryR a los 6000 s.

4.4.5 La inhibicion de la actividad oxido-reductasa de TryR por TRL35 va

asociada a un proceso de desdimerizacion.

A pesar de que, por separado, se pudo demostrar el efecto de TRIL35 tanto en la perturbacion
de la dimerizacién como en la inhibicién de la actividad enzimatica, nuestro proximo objetivo
fue demostrar de manera inequivoca que la reducciéon de la actividad enzimatica es debida a
la perturbacion de los dimeros de TryR.

Para este fin, el ensayo de actividad fue acoplado al ensayo de dimerizacion. Después de unir
la TryR a una placa sensibilizada con a-FLAG, se realiz6 un ensayo de actividad durante 150
min en presencia de TRL35. Tras recoger los datos de actividad, se lavaron los pocillos y se
realiz6 un ensayo de dimerizacion estandar sobre la TryR remanente. Después de analizar
los resultados de ambos ensayos, encontramos que en los pocillos tratados con TRIL35, en
los cuales se habia observado un ~50% de reduccion de la actividad enzimatica, la cantidad
de dimero también se reducfa en un ~50% (diagrama de barras insertado) (Figura 4.24).
Estos resultados sustentan que el mecanismo de inhibicién de TRL35 esta basado en una
perturbacion del dimero de TryR mediante un proceso que es cinéticamente lento, pero que

se ve acelerado durante la actividad enzimatica.
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Figura 4.24 | Ensayo de dimerizacion tras el ensayo de actividad. Se llevaron a cabo tres

reacciones tras unir la TryR a placas a.-FLAG. Las reacciones se realizaron en presencia de DMSO
(O), 50 uM de TRL35 (A) y 50 uM de mepacrina (<). En el recuadro se observa la cuantificacién

del dimero tras la reaccién enzimatica.

4.4.6 Simulaciones de dinamica molecular de TRL35 con TryR

Para dilucidar el proceso de union y evaluar la importancia relativa de los diferentes residuos
del péptido, se llevaron a cabo simulaciones de dindmica molecular de un monémero de
TryR en complejo con TRL35 en un disolvente acuoso explicito. El péptido fue modelado
utilizando como molde la hélice que comprende los residuos 435-447 correspondiente al
otro mondémero, reemplazando el glutamico en la posicion 2 por una lisina. Tanto la
evolucion de la desviacion cuadratica media (RMSD por sus siglas en inglés) de las posiciones
de los atomos pesados (Cq, C, N y O) con respecto a la estructura inicial a lo largo de 20 ns
como la inspeccion visual de la trayectoria seguida sugirieron que el sistema se habia
estabilizado tras 1 ns. Los analisis de la simulacién revelaron que la cadena lateral de la lisina
2 en el TRL35 establecia un enlace de hidrégeno con el carboxilato del glutamico 436’
durante mas del 80% del tiempo de simulacion. Ademas, este residuo basico también
interacciona de manera ocasional con el aspartico 432°. Estas interacciones simuladas de
TRL14 (K2) y TRL35 (K2) con los monémeros de TryR proporcionan una explicacion para
la alta afinidad de estos péptidos comparada con la de los Péptidos 3 (E2) y TRL23 (E2). La
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citada lisina en posicion 2 se ancla al surco de unién entre las subunidades perturbando la

constitucion dimérica de la TryR e inhibiendo su actividad (Figura 4.25).

TRL35

TryR

Figura 4.25 | Interaccion propuesta entre TRL35 y la TryR. Se ilustran las bases de la
interaccion electrostatica del péptido TRL35 con la TryR. En blanco TRL35, en azul la lisina (K2)
y en rojo la zona de la enzima con la cual se establece la interaccién electrostatica entre la lisina y
la TryR. Ademas, en gris oscuro se muestra la hélice que compone la interfaz de dimerizacién y su
interaccién con el péptido que mimetiza esta hélice.

4.4.7 Escaneo de Alaninas: Identificacion de nuevos hot spots en la

interaccion del péptido con TryR.

El escaneo de alaninas o Alanine Scanning es una metodologia usada con el fin de determinar
la contribucién de un residuo especifico a la estabilidad o funcién de una proteina. Tal y
como lo describieron Cunningham et. al. en 1989, la alanina, a diferencia de lo que ocurre con
la glicina o la prolina, se utiliza como reemplazo de los diferentes residuos debido a que
elimina la cadena lateral més alld del carbono P sin alterar la conformacion de la cadena
principal polipeptidica (268). Esta metodologia se puede emplear para determinar si la
cadena lateral de un residuo especifico tiene un papel preponderante en la actividad de un
péptido con potencial inhibitorio (269).

En todos los péptidos disefiados para este ensayo se mantuvo la prolina en la posicién 1 con
objeto de limitar la libertad conformacional en el extremo amino-terminal. Los efectos de los
péptidos TRL48-TRL57 en el ensayo de actividad fueron comparados con los del péptido

prototipo TRIL35. Solo se tuvieron en cuenta las velocidades iniciales de reaccion, las cuales
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se utilizaron para calcular los porcentajes relativos de inhibiciéon comparando el efecto de
cada péptido sobre la actividad de la enzima frente a un control sin tratamiento (DMSO).
Por ejemplo, el péptido prototipo (TRL35) disminuye la velocidad inicial de la reaccién en
un 78%, lo que quiere decir que la velocidad inicial de la reaccién toma un valor equivalente
al 22% de la observada en presencia de DMSO. Cualquier incremento en este tltimo valor

indica que el residuo correspondiente cumple una funcién relevante en la labor inhibitoria

del péptido.
DMSO Control sin péptido 100 %
TRL35  Ac-PKIIQSVGISN_ KN, -NH[  §22%
TRL47  Ac-PAIIQSVGISN, KN, -NH, :« 36%
TRL48  Ac-PKAIQSVGISN, KN, _-NH, :—- 21%
TRL49  Ac-PKIIASVGISN,KN, -NH, [ == 58%
TRL50  Ac-PKIIQAVGISN, KN, -NH, _+ 13 %
TRL51  Ac-PKIIQSAGISN, KN, -NH, :- 20%
TRL52  Ac-PKIIQSVAISN, KN, -NH, :- 21%
TRL53  Ac-PKIIQSVGASN, KN, -NH, : 25%
TRL54  Ac-PKIIQSVGIAN KN, -NH[ o 18 %
TRL55 Ac-PKIIQSVGISAKN, -NH,[ _______ # 30%
TRL56  Ac-PKITQOSVGISN, AN, -NE[ _____ #$30%
TRL57 Ac-PKIIQSVGISN, KA -NH,  h33%

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
% Actividad TryR

Figura 4.26 | Escaneo de Alanina sobre la secuencia de TRL35. Secuencia de los péptidos y
porcentaje de actividad de la TryR tras 20 minutos de actividad. Todos los péptidos se evaluaron
a una concentracién de 25 uM. Los residuos sustituidos en TRL 47 (K2) y TRL49 (Q5) son los
mas relevantes en la interaccién de TRL35 con la TryR.

Como se puede ver en la Figura 4.26, el reemplazo por alanina tiene el efecto mas adverso
en la posicion 5 (TRL49), con una velocidad inicial del 58% respecto a la del control, muy
superior al 22% observado en presencia de TRL35. Ello sugiere que la cadena lateral de la
glutamina en la posiciéon 5 contribuye de manera sustancial a la unién del péptido a la TryR.
Es destacable que esta glutamina se corresponde con la Q439 identificada como un posible
hot-spot en el cribado bioinformatico reportado por el Dr. David Moreno (91).

Este residuo, sin embargo, no pudo ser validado como hoz-spot al demostrarse que su cambio
por alanina no afectaba a la actividad de la enzima, a su forma nativa, o a su capacidad de

unir FAD (91).
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Como era de esperar, la sustitucion de la lisina en la posiciéon 2 por una alanina (TRL47)
reduce la capacidad inhibitoria del péptido, confirmando la relevancia de este residuo. Tan
solo se observé un incremento relevante de la actividad inhibitoria en el caso de la sustitucién
de la serina en posicion 6 (TRL50). Aunque con un efecto menor, también la sustitucion de
la serina en posicion 10 por una alanina causé un ligero aumento de la potencia inhibitoria.
El resto de sustituciones realizadas no tuvo ningun efecto significativo sobre la potencia del

péptido.

4.4.8 Exploracion de la longitud minima con capacidad inhibitoria mediante

derivados de TRL35

Ademas del escaneo de alaninas, otra de las estrategias que puede conducir a optimizar el uso
de un péptido como inhibidor enzimatico es el estudio de la secuencia minima con capacidad
inhibitoria. Si se conocen cuiles son los aminoacidos esenciales en el funcionamiento del
péptido es posible seleccionar el extremo que se puede acortar. En nuestro caso, al saber de
la importancia de la lisina 2 y teniendo en cuenta que la prolina en la posicién 1 crea una
restricciéon conformacional al principio del péptido, acortamos el TRL35 por el extremo
carboxilo terminal.

De esta forma se disefiaron los péptidos TRIL37, 34, 33, 38 y 59, que corresponden a
versiones acortadas en un residuo cada vez. Estos péptidos se utilizaron en un ensayo de
actividad de TryR para comparar sus valores de Cly, con los de TRL35. Los resultados
obtenidos mostraron que 9 aminoacidos son suficientes para mantener los valores de Clj,
por debajo de 4 uM. La capacidad inhibitoria del péptido se pierde por completo cuando su
longitud se limita a 8 aminoacidos, indicando la relevancia de la isoleucina en posiciéon 9. Asi
mismo, podemos concluir que los 4 residuos terminales contribuyen escasamente a la unién

del péptido a la TryR (Figura 4.27).
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TRL35 Ac-PKIIQSVGISN, KN, -NH, 1.424 0.197
TRL37 Ac-PKIIQSVGISN, K-NH, 1.579 0.126
TRL34 Ac-PKIIQSVGISN,,~NH, 1.011 0.166
TRL33 Ac-PKIIQSVGIS-NH, 3.307 0.456
TRL38 Ac-PKIIQSVGI-NH, 3.643 0.427
TRL59 Ac-PKIIQSVG-NH, >75 -

Figura 4.27 | Actividad de TRL 35 y péptidos cortos en el ensayo de dimerizacion. El
acortamiento de la secuencia es posible hasta la Isoleucina 9 (TRL38). Mas alld el péptido pierde
su potencial inhibitorio (TRL59).

4.4.9 Interaccion de la Glutamina 5 de TRL35 con TryR

Una simulacién de dinamica molecular de TRLL35 unido a un monémero de TryR en ausencia
de restricciones mostrd una interaccion estable, por medio de un enlace de hidrégeno, entre

la cadena lateral de la glutamina en la posicion 5 del péptido y el esqueleto polipeptidico del
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monomero de TryR. A lo largo de la simulacion la alanina 465, junto a la isoleucina 458 y
la valina 460°, generan un bolsillo bien definido en la superficie de la subunidad de TryR

~450 A% en el que la elutamina 5 del péptido se encuentra enterrada (Figura 4.28).
q g pep g

Figura 4.28 | Interaccion de la glutamina 5 de TRL35 con un monémero de TryR. La
subunidad de TryR esta representada como una superficie gris y en negro se muestra la hélice que
forma parte de su interfaz de dimerizacion y su interaccién con TRL35 (hélice blanca). En azul y
en rojo, respectivamente, se muestran la K2 y la Q5 de TRL35. Las lineas discontinuas
corresponden a los enlaces de hidrogeno entre la cadena lateral de Q5 y el nitrégeno del esqueleto
polipeptidico de la valina 465 (rosa) y el oxigeno, también del esqueleto, de la isoleucina 458
(verde).

Debido a esto, este residuo actiia de manera eficiente como un ancla que ayuda en la unién
del TRL35 a la superficie del monémero de TryR aun cuando una mutacién puntual de este
residuo en la enzima, como demostré el Dr. David Moreno, no tiene un efecto notable en la
estabilidad del dimero o en su actividad oxidoreductasa. Dicho de otra manera, la
contribucién relativa de este residuo a la interaccion TRL35: TryR,, es mucho mayor que la
que presenta en la interaccion TryR :TryR,. Por tanto, un residuo que inicialmente fue
identificado como un posible hoz-spot de dimerizacion, pero que al final no resulté relevante
en la estabilidad del dimero, se convierte en un residuo esencial en la unién del péptido al

monomero.

4.4.10 El proceso de catalisis potencia la inhibiciéon de TryR por TRL35

El analisis de las curvas que representan el transcurso de la reaccion en presencia de TRL35

a lo largo del tiempo evidencia una pérdida paulatina de actividad de la enzima. Esta
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disminucién progresiva de la actividad puede ser atribuible a la necesidad de tiempos
relativamente largos de interacciéon de la enzima con su inhibidor y/o a la necesidad de que
se produzca la catalisis para que TRI35 desarrolle por completo su potencial inhibitorio. Los
resultados mostrados en la Figura 4.29 muestran que la enzima queda practicamente
inactivada tras 100 min (6000 s) de reaccion. La pregunta relevante en este momento fue si
la inactivacion era causada simplemente por la coincubaciéon de enzima e inhibidor durante
esos 100 minutos o, por el contrario, la inactivaciéon se produce como consecuencia de la
reacciéon enzimatica y no solo por la mera coincubacion. Para distinguir entre ambas
posibilidades evaluamos si la preincubacion del péptido con la enzima durante 120 min antes
de iniciar la reacciéon causaba una inactivacion de la enzima equivalente a la observada tras
100 minutos de reacciéon. Nuestros resultados mostraron que, a pesar de observar una
pequena reduccion en la velocidad de la reaccion, en ningin caso la enzima se inactivd por
completo como consecuencia de la mera coincubaciéon (Figura 4.29). De hecho, el tiempo
de reacciéon necesario para que la pendiente de la curva se aproximara al valor 0 fue
practicamente idéntico en la muestra preincubada y en aquella en la que la enzima se puso

en contacto con el inhibidor al inicio de la reaccién (comparense los triangulos sélidos y los

vacios).
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Figura 4.29 | Efecto de la preincubacion de la TryR con inhibidor. Actividad enzimatica en
presencia de 1.75% de DMSO, 25 uM de mepacrina y 25 uM de TRL35 con y sin incubacion.
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La preincubacion de la enzima en presencia de 1.75% DMSO o 25 uM de mepacrina
(inhibidor competitivo de la TryR) también causé una reducciéon en las velocidades de
reaccion, lo que nos induce a suponer que el hecho de mantener a la enzima diluida en la
mezcla de reaccion permite que se alcance un nuevo equilibrio entre sus formas monomérica
y dimérica, causando asi una reduccién en esta ultima que es a su vez determinante de una
menor velocidad de reaccion.

Los resultados que se muestran en la Figura 4.30 demuestran que la enzima mantiene su

actividad incluso cuando la preincubacion se realiza por tiempos mucho mas largos (hasta 16

horas).
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Figura 4.30 | Actividad de TryR (7 nM) tras distintos tiempos de incubacién con 25 uM de TRL
35

De los datos presentados podemos concluir que la actividad inhibitoria de los péptidos solo
alcanza su maximo potencial cuando la enzima se encuentra ejerciendo su actividad oxido-
reductora. Este comportamiento se conoce como inactivaciéon enzimatica basada en el
mecanismo (wechanism-based inactivation) (229). Nuestro hallazgo permite ofrecer una
explicacion racional para la discrepancia entre los valores de Cly, observados en los ensayos

de actividad y dimerizacion.
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4.5 Efecto del TRL35 sobre la TryR endégena del parasito.

4.5.1 Inhibicién de la TryR silvestre en lisados de promastigotes de L.

infantum

Una vez establecida la capacidad de nuestro prototipo TRIL35 para inhibir la TryR de L.
infantum expresada y purificada a partir de bacterias, consideramos relevante comprobar
también su capacidad para inhibir la TryR silvestre presente un extracto de promastigotes de
L. infantum.

Para ello se puso a punto el ensayo desarrollado por van den Bogaart et al. que adapta la reaccion
acoplada a DTNB ya descrita para su uso en aquellas situaciones en las que la TryR proviene
de extractos celulares (247). Como se aprecia en la Figura 4.31 A, si bien TRL35 a una
concentracion de 25 uM (O) es capaz de reducir la actividad TryR presente en el extracto de
promastigotes, esta inhibicién no es tan pronunciada como la observada en un ensayo de
actividad estandar sobre TryR recombinante (Figura 4.31 C). La comparacién de los dos
ensayos revela dos posibles causas de este peor comportamiento del péptido: i) la presencia
de multiples macromoléculas en el extracto celular que, mediante interacciones inespecificas,
puedan disminuir la concentraciéon efectiva de péptido disponible y ii) las diferentes
composiciones de los tampones de ensayo. El posible efecto de la diferente composicion de
los tampones se evalu6 comparando la capacidad inhibitoria de TRIL35 sobre TryR
recombinante en ambas condiciones de ensayo (Figuras 4.31 B y C). Como se puede
apreciar, el tampoén utilizado para la lisis de los parasitos tiene un efecto adverso en la
capacidad del péptido de inhibir la enzima, efecto que presumiblemente puede ser atribuido
a la presencia del detergente Triton X-100. A pesar de que este debe ser el motivo
fundamental del diferente comportamiento de TRL35 en ambos ensayos, no es
completamente descartable el efecto de la unién inespecifica del péptido a las numerosas
macromoléculas presentes en el extracto celular. En cualquier caso, este conjunto de

experimentos avala la capacidad de TRILL35 para inhibir la TryR presente en los parasitos.
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Figura 4.31 | Inhibicién de la TryR silvestre presente en lisados de parasitos por 25 pM de
TRL35. A. Inhibicién de la TryR silvestre en lisados. B. Inhibiciéon de la TryR recombinante en
tampoén de lisis, C. Inhibicion de la TryR recombinante en tampoén de actividad (HEPES 40 mM)

4.5.2 Entrada del Péptido en amastigotes de L. major (in-cellulo)

La capacidad del péptido 35 para penetrar en las células se evalu6 mediante la unién de 5-

isocianato de fluoresceina (FITC), una molécula fluorescente (A490

A525,.) que permite el

seguimiento 7 cellulo del péptido mediante microscopia confocal. Esta version modificada

de TRL35 fue sintetizada por Peptide Protein Researchy el FITC se agrego en el extremo amino-

terminal usando un espaciador de poli-etilenglicol (PEG). Este péptido fue denominado

TRL58 (Figura 4.32).

H
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Figura 4.32 | Estructura del TRL58. Este péptido es un derivado del TRL35 y presenta una
molécula de FITC y un espaciador PEG en el extremo amino-terminal.

Los experimentos de microscopia confocal fueron realizados durante una estancia

predoctoral en el laboratorio del Dr. Ger van Zandbergen del Instituto Paul Ehrlich (Alemania).
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Tras realizar diversos ensayos a concentraciones de 75 uM y 25 uM, se determind que este
péptido, a altas concentraciones, tiene tendencia a formar precipitados fluorescentes que
iluminan todo el campo tras la excitaciéon de la muestra e impiden por lo tanto la obtencion
de una imagen clara. Se decidi6 entonces que la concentracion de 5 uM es la mas idonea para
realizar estos experimentos, ya que concentraciones menores generan una fluorescencia muy
tenue.

En la Figura 4.33, se observa una imagen en dos planos confocales distintos de macréfagos
tratados con 5 uM de TRL58 durante 16 horas. Tras el tratamiento, las células se lavan para
eliminar el exceso de péptido y se tifien con CellMask™ DeepRed (ThermoFisher Scientific),
que tifie de manera rapida y homogénea las membranas plasmaticas, permitiendo determinar
la localizacion intracelular o extracelular de la fluorescencia. En la Figura 4.33 A se observa
en verde el péptido TRL58. Al cambiar el plano confocal (Figura 4.33 B) se puede
comprobar que estas estructuras verdes se localizan dentro de la célula. En la parte inferior

izquierda de las imagenes puede apreciarse un precipitado extracelular de TRL58.

A

Figura 4.33 | Macréfagos marcados con CellMask DeepRed (rojo) e incubados con TRL58 (verde)
a una concentracion de 5 uM durante 16 h. Se muestran dos planos confocales del mismo campo.
En B se aprecia que TRL58 se encuentra dentro del macréfago.

Las imagenes muestran claramente que TRL58 no esta distribuido de manera homogénea en
del citoplasma celular, sino que se encuentra en compartimentos discretos con apariencia
vacuolar. Ello podria deberse a una fagocitacion de los agregados peptidicos mencionados
con anterioridad. Estos macréfagos también fueron usados para realizar experimentos de

colocalizaciéon de los parasitos con el péptido. En este experimento, los macréfagos se
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incubaron durante dos horas con amastigotes axénicos que expresan la proteina DsRed. Tras
la incubacién, los amastigotes no internalizados fueron eliminados mediante lavados.
Posteriormente, los macréfagos se trataron con 5 uM de TRL58 durante 16 horas.

Como se observa en la Figura 4.34, que se corresponde a un campo representativo de los
observados, dentro de la célula se aprecia de nuevo la emision de fluorescencia verde
(TRL58) compartimentalizada en vacuolas. En el macréfago de la derecha se observa la
emision de fluorescencia roja que indica la posicion de los amastigotes intracelulares. Aunque
observamos varias células infectadas que, a su vez, internalizaron TRL58, no logramos ver
nunca colocalizaciéon del péptido y los parasitos, lo que indica que el péptido no llega hasta
la ubicacién intracelular en la que se encuentra el parasito a pesar de que si se encuentra

dentro del macroéfago.

Figura 4.34 | Microscopia confocal de macréfagos infectados con amastigotes DsRed (rojo) y
tratados con 5 uM de TRL58 durante 16 hotras.

Estos resultados resaltan la dificultad que presenta la utilizacion de péptidos con la intencion
de inhibir proteinas pertenecientes a parasitos intracelulares y ponende manifiesto la
necesidad de desarrollar péptidos unidos a secuencias transportadoras que faciliten la entrada
de estos hasta los compartimentos donde son requeridos. Una solucion alternativa es el
desarrollo de moléculas pequenas basadas en la estructura del péptido prototipo que puedan

atravesar de manera mas sencilla las diferentes membranas.

151



4.6  Estabilizacion estructural de los péptidos lineales TRL23 (E2) y
TRL35 (K2)

4.6.1 Antecedentes

Aunque el péptido primigenio (Péptido 3) fue disenado a partir de la hélice o comprendida
entre el residuo P435 y M447 de la TryR de L. infantum, se sabe que una secuencia peptidica
aislada de su entorno proteico podria no mantener su estructura, adoptando conformaciones
diferentes a la deseada. Ello hace al péptido mas susceptible a proteasas, disminuye su
permeabilidad a través de las membranas plasmaticas y, mas importante adn, interfiere en su
capacidad de interaccionar de forma especifica con la diana (270). Tras realizar una
prediccion de helicidad usando el algoritmo AGADIR (http://agadir.crg.es/), se estimé que
el valor de helicidad global para los péptidos lineales es de 0.69%, lo que podria considerarse
sub-6ptimo para su interaccion con TryR (271).

Con el fin de forzar una conformacion helicoidal en los péptidos y que, ademas, aumentara
su estabilidad, se realizaron una serie restricciones conformacionales mediante ciclacion.
Existen diversos tipos de interacciones covalentes utilizadas para realizar estas restricciones,
entre las que se cuentan los enlaces metal-ligando, los enlaces disulfuro, los enlaces de
hidrazonas, los 1,2,3 triazoles, los enlaces lactama y los puentes hidrocarbonados, también
llamados grapas. De todos ellas, decidimos explorar el uso de grapas y de puentes lactama
debido a su exitosa contribucién a la estabilizacion de hélices a.

El objetivo se centrd en estabilizar la estructura helicoidal de péptidos lineales derivados de
TRL23 (E2) y de TRL35 (K2), uniendo de manera covalente las cadenas laterales de dos
residuos situados en la cara de la hélice que se espera que no interaccione con la proteina.
Los residuos disponibles en nuestros péptidos para realizar esta unién se muestran en la
Figura 4.35.

El disefio de las mejores posiciones covalentes para un cierre hidrocarbonado se basé en las
predicciones tedricas del grado de helicidad de los péptidos ciclicos y en resultados de
dinamica molecular de los complejos formados entre los péptidos ciclicos y un monémero
de TryR (TryR,). Estas tareas fueron realizadas por el Dr. Pedro Alejandro Sanchez Murcia
en el laboratorio del Prof. Federico Gago. Por otra parte, la sintesis de los péptidos mas
promisorios, los estudios de espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) y la
prueba de resistencia a proteasas se llevaron a cabo en el Grupo de Nucleésidos del IQM

dirigido por la Dra. Sonsoles Velazquez y la Prof. M* José Camarasa. Finalmente, las pruebas
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de inhibicién de la actividad y perturbacion de las especies diméricas fueron realizadas en

nuestro laboratorio.
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Figura 4.35 | Interaccion de péptido con un monémero de TryR. En azul se muestra la cara
del péptido que interacciona con la enzima y en rojo los residuos de la cara opuesta. A. Residuos
disponibles para realizar los enlaces covalentes que aporten restriccion conformacional. B. Plano
sagital de A comenzando por el extremo amino terminal del péptido. En gris oscuro se muestra la
hélice equivalente a nuestros péptidos que forma parte del monémero de TryR. Ambas hélices se
disponen de forma paralela en la estructura nativa de la proteina.

4.6.2 Puentes Hidrocarbonados (“grapas”)

Los péptidos ciclicos con puentes hidrocarbonados, o grapas, han sido usados con éxito en
diversas areas de quimica biologica y quimica médica ya que, en comparaciéon con los
péptidos lineales, muestran no solo una mayor helicidad y afinidad de unién a la diana
terapéutica sino también una mayor permeabilidad a través de las membranas celulares.
revemente, los péptidos grapados se sintetizan introduciendo aminoacidos no naturales
B te, 1 tidos grapad inteti introduciend i id tural
portadores de grupos alqueno en sus cadenas laterales de longitud variable que, tras ser
sometidos a una reaccion de metatesis, generan el puente hidrocarbonado. La longitud de los
grupos alqueno introducidos depende de si se quiere realizar un cierre tras un paso de vuelta

(2, i+4) o dos pasos de vuelta (;, i+7).

4.6.2.1 Disefio in silico de los péptidos hidrocarbonados.
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Como ya se demostrd anteriormente, el Péptido 3 y su analogo con norleucinas resistente a
la oxidacion (TRL23) tienen el mismo potencial inhibitorio (Figura 4.20), por lo que se
realiz6 un estudio 7z siico de las mejores posiciones de ciclacién para este dltimo. La
ubicacion de la grapa influencia de manera critica el grado de estructuracion y la actividad
biolégica de un péptido dado, por lo que se hizo un estudio de dinamica molecular utilizando
el campo de fuerzas AMBER vy el algoritmo DSSP para determinar el grado de helicidad por
residuo de cada péptido. Con ello pretendimos seleccionar las mejores posiciones para los
cierres covalentes en 7, 7+4 e 7, i+7 que conducirfan a un grado mas alto de estabilizacion de

la estructura helicoidal de TRL23 (Figura 4.36 A).
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Figura 4.36 | Péptidos con cierres covalentes hidrocarbonados. A. En rojo se muestran las
posiciones ciclables en la cara opuesta a la que interacciona con el monémero de TryR y su
ubicacién con respecto al péptido prototipo TRL23. B. TRL15 con grapa insaturada 7 /47 en
posiciones 4 y 11 abarcando dos pasos de vuelta y TRLL18 con grapa insaturada 7, /+4 en posiciones
4y 8 abarcando un paso de vuelta.

La simulacién de todos los péptidos grapados mostré un incremento en el grado de helicidad
predicha para cada uno de los residuos con respecto a TRL23, encontrandose diferencias
significativas dependiendo de la posicion y de la longitud de las grapas hidrocarbonadas
(271).

En general, el sistema 7 /+7 es mas estabilizador que el 7 /+4 en términos absolutos de
helicidad. Entre las posibles grapas 7 /47 el cierre entre las posiciones 4 y 11 muestra el valor

mas alto de helicidad en el extremo N terminal, alcanzando unos valores absolutos cercanos
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al 50%. Por otra parte, el cierre entre las posiciones 4 y 8 de las grapas 7 /+4 muestra el grado
mas alto de estabilizacion helicoidal hacia el extremo carboxilo terminal (271).

Tras estos resultados se decidié entonces sintetizar el cierre hidrocarbonado en todas las
posiciones descritas: i) 7 7+7 en las posiciones 4 y 11, generando asi TRLL15 en la version
insaturada de la grapa y TRIL16 en su version saturada y ii) 4 /+4 en las posiciones 4 y 8,
generando asf TRLL18 en la version insaturada y TRIL19 en su version saturada (Figura 4.36

B).

4.6.2.2  Efecto de los puentes hidrocarbonados en los péptidos derivados de
TRL23 (E2) sobre la dimetizacion de TryR.

Evaluamos los efectos de los diversos péptidos grapados en sus versiones saturadas e
insaturadas utilizando nuestro ensayo de actividad y de dimerizaciéon utilizando como
referencia el péptido prototipo TRL23. En contra de lo pronosticado, estos estudios
revelaron que la presencia de las grapas disminuye drasticamente la actividad de estos
péptidos en el ensayo de dimerizaciéon (Tabla 4.3).

En el caso de los ensayos de actividad, solo aquellos con cierre en las posiciones 7 7 + 4,
tanto en el caso de las grapas saturadas como en las insaturadas, tienen un leve efecto
inhibitorio sobre la TryR pero solo a las concentraciones mas altas evaluadas (75 uM), lo que
dificulta el calculo de una ClIj, fiable. Por lo tanto, todos los derivados grapados de TRL.23

muestran menor capacidad inhibitoria que el péptido prototipo lineal.

Péptido Secuencia Tipo de cierre  CI;,Dimerizacion [uM]
TRL23 PEITQSVGISN KN g Lineal 33.6 £33
TRL15 PEIAQSVGISAKN,, Hi‘iﬁ?ﬁjﬁ;‘io >75
TRLI16 PEIAQSVGISAKN, Hi‘j,;‘f;r(zc;r;jdo >75
TRLI18 PETAQSVAISN KNy Hi‘i;icjr;’c’gjdo >75
TRL19 PETAQSVAISN KNy Hi‘iﬁfﬁ%’gj‘do >75

Tabla 4.3 | Actividades del péptido prototipo TRL23 y los péptidos conformacionalmente
restringidos sobre la dimerizaciéon de TryR. En las secuencias, las letras en negrita hacen
referencia a los sitios de unién de las grapas y la linea en zigzag, a la ciclacion.
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Es importante tener en consideracion que como TRI.23 (E2) es menos potente que TRL35
(K2), tanto en actividad como en dimerizacion (Figura 4.20), era de esperar que los péptidos
grapados derivados de TRL35 tuvieran un comportamiento mejor en lo que respecta a la

inhibicién de la actividad y disminucion de las especies diméricas de TryR.

4.6.2.3  Estudios de RMN y Dinimica Molecular.

Con miras a elucidar si las grapas podrian tener un efecto en la conformacioén de los péptidos,
se estudié la estructura de estos en soluciéon por espectroscopia de NMR en 1D y 2D,
llegandose a la conclusion de que el péptido TRLL18 tienen una helicidad del 71 % y, ademas,
presenta una correcta estructuracion de los residuos que interaccionarian con la subunidad

de TryR (271).

/ \J

Figura 4.37 | Interacciéon del TRL23 con una subunidad de TryR. Las lineas discontinuas
representan las distancias entre la cadena lateral de la glutamina 5 (verde) del péptido (azul) y la
isoleucina 458 y la valina 460 de la subunidad de TryR (gris).

Al calcular las trayectorias de dinamica molecular de la interacciéon de los péptidos con el

monoémero de TryR se observé que la grapa hidrocarbonada de TRL18 perturba las
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interacciones observadas entre la Q5 de TRL23 y tanto la V460" como la 1458" (Figura
4.37).

Teniendo en cuenta los resultados de los experimentos de escaneo de alaninas (Figura 4.26),
que ponen de manifiesto la importancia de la interacciéon de la glutamina 5 (Q5) con la
interfaz de dimerizacion de los monémeros de TryR, la perturbacién mostrada en las
trayectorias de dinamica molecular para este residuo aporta una explicacion racional para la
pérdida de potencia de este péptido en los ensayos de dimerizacién. Esta perturbacion es
comun a todos los péptidos hidrocarbonados derivados de TRL23 estudiados, lo que
explicaria el pobre comportamiento de todos ellos como inhibidores de dimerizacion.
Ademas, los estudios de dinamica molecular revelaron que la introduccién de los puentes
hidrocarbonados en TRL15 y TRL18 da como resultado una disminucién del 30% en la
energfa de union del péptido al monémero con respecto al péptido prototipo lineal.

Una inspecciéon visual de las trayectorias de dinamica molecular de los péptidos
hidrocarbonados revel6 también que, una vez unidos a los mondémeros, los péptidos
grapados no mantienen la helicidad ni en el extremo amino ni en el extremo carboxilo

terminal.

4.6.2.4 Efecto de los puentes hidrocarbonados en los péptidos derivados de
TRL35 (K2) sobre Ia dimerizacion de TryR.

Como habfamos mencionado anteriormente, TRLL35 tiene mas potencia que TRL23 en lo
que respecta a la inhibicién y a la desestabilizacién del dimero de TryR. Este hecho, unido al
mal comportamiento de los derivados del TRL23 (E2) en los ensayos de actividad, de
dimerizacion y en los estudios de RMN y dinamica molecular, nos indujo a sintetizar una
nueva serie de péptidos grapados derivados de TRL35 (K2) en configuraciéon 7, 7 + 4 y
ciclados en las posiciones 3-7 (TRL83) y 4-8 (TRL138).

Comparados con TRL15 y TRL18 (E2), tanto TRL83 como TRL138 (K2) presentan
actividades mejoradas en el ensayo enzimatico, pudiéndose calcular unas CI,;, de 7.2 uM y
7.4 uM respectivamente. Por el contrario, y de forma inicialmente sorprendente, como se
puede observar en la Figura 4.38, ambos se comportan como estabilizadores del dimero de

TryR tras 16 horas de incubacion.
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Figura 4.38 | Estabilizacion del dimero de TryR por parte de los péptidos grapados derivados de
TRL35 A. TRL84, 7 7 +4 posiciones 3 -7 y B. TRL 138, ;, 7+ 4 posiciones 4 -8.

Ademas de la evaluacion de los péptidos grapados, también evaluamos la potencia inhibitoria
de sus precursores lineales antes de la ciclacion de los grupos alqueno (TRLL109 en posicion
3-7 y TRL137 en posiciéon 4-8). Ambos péptidos presentan un deterioro en su potencia
inhibitoria en el ensayo de actividad frente a su contraparte grapada. En el ensayo de
dimerizacion, aunque no de manera tan pronunciada como en el caso de TRL83 y TRIL138,

TRL109 y TRLL137 también tienen un efecto estabilizador del dimero de TryR (Tabla 4.4).

CI;, Dimerizacion

Péptido Secuencia CI;, Actividad [uM] [1M]
TRL35 PKIIQSVGISNgKNrg 1.4+0.2 15.7 + 1.1
TRL109 PKATQSAGISNpgKNg 354+ 3.1 Estabilizador
TRL137 PKIAQSVAISN; KNy 142+ 1.7 Estabilizador
TRLS83 PKAIQSAGISN KNy 72+ 04 Estabilizador
TRL138 PKIAQSVATISN KNy 7.4+ 0.7 Estabilizador
TRL106 PKAIASAGISN KNy . >75 >75

Tabla 4.4 | Actividad inhibitoria enzimatica y disruptiva de dimerizaciéon de los precursores
lineales y péptidos grapados derivados de TRLL35. En negrita se muestran las posiciones en las
que aminodcidos no naturales con cadenas laterales de grupos alqueno sustituyen a los
aminoacidos naturales. La linea en zigzag hace referencia a la existencia de la ciclacién.
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Ademas, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la dinamica molecular, que ponen
de manifiesto la importancia de la Q5 en la interacciéon entre el péptido y la subunidad de
TryR, se dise6 y sintetiz6 un péptido grapado 4 7 + 4 en posiciones 3-7, analogo al TRL83,
que cuenta con una sustituciéon de la glutamina 5 por una alanina (TRLL106). Como era de
esperar, este cambio es deletéreo tanto en la potencia inhibitoria del péptido en el ensayo de

actividad como en su capacidad de desestabilizar el dimero de TryR (Tabla 4.4).

4.6.3 Puentes Lactama

A B

N-term N-term

1 2 3 45 6 7 89 101112 13

PKIIQSVGISNKN,

TRL35
TRL39
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HN
HN
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[ ——

C-term

TRIL44
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TRIL39
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[ ——
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[ ——

Figura 4.39 | Péptidos con cierre covalente lactama. A. Posiciones ciclables (rojo) en la cara
opuesta a la que interacciona con el monémero de TryR y su ubicacién con respecto al péptido
prototipo TRL35. B. Péptidos TLR39 y TRIL44 conformacionalmente restringidos con el puente
lactama en posiciones 3-7 y 4-8 respectivamente.

Aunque la estabilizacién de TRLL23 y TRL35 mediante grapas no fue muy prometedora en
lo referente a la capacidad del péptido para inhibir la actividad y disminuir las especies de
dimero de TryR, la restriccion estructural si mostré un efecto positivo en la preservacion de
la estructura helicoidal de los péptidos. Por lo anterior, aplicando el &now-how adquirido en
los apartados anteriores exploramos una estrategia similar utilizando en este caso puentes
lactama. Para ello se prepar6 una baterfa de péptidos conformacionalmente restringidos de
tipo lactama 7 /+ 4 basados en TRL35 (K2). Brevemente, los cierres covalentes tipo lactama
se realizan mediante la creaciéon de puentes amida entre las cadenas laterales de los residuos

de 4cido glutamico o acido aspartico y lisina. De igual forma que con los péptidos grapados,
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se realizaron los cierres tipo 7z 7/+4 en la cara del péptido que no interacciona con el
monoémero, haciendo un reemplazo previo en las posiciones de interés por acido glutamico
y lisina (Figura 4.39 A).

Se sintetizaron 4 péptidos (TRL39, TRL44, TRI45 y TRL46) que abarcan todas las
posiciones posibles de ciclacion con configuraciéon 7 / +4. De la misma manera, se
sintetizaron dos variantes de ciclacién del nonamero (9-mer) TRL38 (TRL75 y TRL706) que
se corresponde a la secuencia minima de péptido que conserva potencial inhibitorio en

actividad y dimerizacion.

4.6.3.1 Efecto de los puentes lactama en los péptidos derivados de TRL35 (K2)
sobre la Actividad y Dimerizacion de TryR

De los 4 73-meros con cierres 4, i+4 tipo lactama que fueron sintetizados, TRIL39 (cierre 3, 7),
TRL44 (cierre 4, 8) y TRL46 (cierre 8, 12) muestran una mejora en su capacidad para
perturbar las especies diméricas de TryR en comparaciéon con su contraparte lineal. En el
caso de los ensayos de actividad, sin embargo, no muestran una mejora sustancial. Con
respecto a TRIL45 (cierre 7, 11), se observa una pérdida tanto de su potencia inhibitoria en
actividad como en dimerizacion (Tabla 4.5).

Por otra parte, los péptidos cortos estructuralmente restringidos derivados de TRL38 y que
fueron ciclados en las posiciones 3, 7 (TRL76) y 4, 8 (TRL75) dieron resultados negativos

tanto en actividad como en disrupcién de la dimerizacion.

Péptido Secuencia ClIso Actividad [pM] CIs0 Dimerizacion [uM]
TRL35 PKIIQSVGISNzKNig 1.4£0.2 157+ 1.1
TRL39 PKEIQSKGISNzKNig 1.2%0.1 125+ 24
TRL44  PKIEQSVKISNzKNig 79+ 14 46102
TRL45 PKIIQSEGISKKN,: >75 >75

TRL46  PKIIQSVEISN;zKNig 26.7£5.9 13.0£ 0.3
TRL38 PKIIQSVGI 3.6+ 0.4 234 £ 0.6
TRL76 PKEIQSKGI >75 >75

TRL75 PKIEQSVKI >75 >75

Tabla 4.5 | Actividad como inhibidores y disruptores de dimerizacién de los péptidos con cierre
lactama derivados de TRL35 y TRL38. En negrita se muestran las posiciones cambiadas por acido
glutamico y lisina para generar el cierre, que esta representado por la linea en zigzag.
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4.6.3.2  Efecto del puente lactama en un péptido derivado de TRL23 (E2) sobre la
Actividad y Dimetizacién de TryR

Observando los resultados prometedores obtenidos con el cierre tipo lactama en los péptidos
derivados de TRL35 (K2), decidimos realizar una prueba con un péptido derivado de TRL.23
(E2) y un cierre tipo lactama 7, /+4 entre las posiciones 4 y 8, que fueron las posiciones de
ciclacién menos deletéreas en el ensayo de dimerizacion. El resultado fue el péptido TRIL104.
De igual manera que sus contrapartes con puentes hidrocarbonados, TRI.104 presenta una
leve capacidad de inhibir la actividad enzimatica de TryR que se manifiesta solo a las
concentraciones mas altas (75 uM). En cuanto a dimerizacién, TRIL104 mostré un valor de

Cl;, de 24.8 uM ligeramente mejor que su contraparte lineal TRL23 (33.6 uM) (Tabla 4.6).

, . . . . CISO
Péptido Secuencia Tipo de cierre Dimerizacién [uM]
TRL23 PEIIQSVGISN KNz Lineal 33.6 £33
TRL104  PETEQSVKTSN;KN;: Lactama 24.8 % 0.4

Lit4 (4, 8)

Tabla 4.6 | Actividad del péptido TRLL104 en el ensayo de dimerizacién. En negrita se muestran
las posiciones cambiadas por los aminoacidos no naturales con cadenas laterales de grupos
alqueno. El cierre se representa mediante la linea en zigzag,.

4.6.4 Estabilidad proteolitica de los péptidos ciclicos

LLa degradacion por proteasas es una de las vias para la inactivacion de péptidos en el contexto
biolégico. Debido a que las proteasas se unen preferente a sus sustratos cuando estos se
encuentran en una conformacion lineal, es de esperar que la conservacion de la forma de
hélice proporcione a los péptidos una resistencia a la protedlisis. Ademas, la presencia de los
puentes tanto hidrocarbonados como de lactama tendria un efecto estérico que afectaria al
acceso de la proteasa a los enlaces peptidicos. Para determinar si existe un incremento en la
resistencia frente a proteasas de las variantes de TRL23 y TRL35 con conformacion
restringida, los péptidos se sometieron a una digestion en presencia de proteinasa K (serin-
proteasa de amplio espectro), haciendo un seguimiento de la hidrélisis del péptido mediante
HPLC (241).

El tiempo de vida media (t'2) de los péptidos lineales TRL.23 y TRL35 en presencia de la

proteinasa K es de 23 minutos, mientras que sus variantes hidrocarbonadas TRIL15 y TRL.138
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presentan una t2 de 286 y 212 minutos, respectivamente. En el caso de los péptidos con
puentes lactama, tanto en los derivados de TRI.23 (E2) como de TRL35 (K2) se observé un
aumento de la t'/%2, alcanzandose valores que oscilan entre 52 y 316 min. El péptido mas
resistente a la degradacion proteolitica fue TRL83, que es un derivado hidrocarbonado de
TRL35 con un cierre insaturado entre las posiciones 3 y 7 (Figura 4.40). En todos los casos
evaluados, la inclusion bien de una grapa o bien de un puente lactama significé un aumento
de la t2 de mas del doble frente a proteinasa K comparado con los péptidos lineales, lo que
nos indica una mejoria de estos péptidos en lo referente a su estabilidad metabélica y, por

tanto, sus propiedades farmacocinéticas.

da

Péptido  Tipo de Cierre 2"pos

TRL138 4,i+4 (4,8)Hidrocarbonado K ] 212 min

TRL104 5,7+4 (4,8) Lactama E ] 316 min

TRL83 4,i+4 (3,7)Hidrocarbonado K ]
TRL44 ii+4 (4,8)Lactama K [ 64min 418 min
TRL39 5,7+4 (3,7)Lactama K ] 52min

TRL35 Ninguno K ] 23min

TRL23 Ninguno E [23min

TRL15 47+7 (4,11)Hidrocarbonado E ] 286 min

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

t %2 (min)

Figura 4.40| Semivida (tv,) de los péptidos lineales y de sus contrapartes estructuralmente
restringidas, ya sea por grapas hidrocarbonadas o por puentes lactama. En todos los casos la
presencia de la restriccién estructural incidié en la resistencia de los péptidos a la degradacion por
la Proteinasa K.

Aunque la tecnologia de restriccion conformacional de los péptidos con enlaces
hidrocarbonados es una herramienta efectiva que busca mejorar la afinidad de los péptidos
con hélices o por sus dianas, la naturaleza hidréfoba de las grapas puede ser la responsable
del comportamiento diferencial entre la aproximacién de cierres hidrocarbonados y los
puentes lactama. Ademas, hay reportes en los cuales se demuestra que la ciclacién modifica
las interacciones intramoleculares entre las cadenas laterales y reduce la flexibilidad de los
péptidos grapados, previniendo la adopcion de la conformacion necesaria para una union
eficiente a la diana. De esta forma, nuestros estudios tedricos y experimentales

complementan estas observaciones al demostrar que el grapado de los péptidos genera un
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incremento en los valores de helicidad que no se traduce en un aumento de la afinidad del
péptido por la proteina de interés.

Ademas, es importante resaltar que incluso cuando se utilizan las mismas posiciones de
ciclacion, la naturaleza del enlace (grapa hidrocarbonada »s puente lactama) tiene un impacto
muy relevante sobre la potencia de los péptidos como disruptores de la dimerizacién de

TryR.
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4.7 Definicion de un farmacéforo basado en TRL38.

Por definicién, un farmacoforo es el conjunto de caracteristicas electronicas y estéricas que
son necesarias en una molécula para asegurar una interaccion supramolecular 6ptima con
una diana biolégica especifica, desencadenando (o bloqueando) en consecuencia la respuesta
biolégica evocada por la misma.

Con el fin de obtener un modelo farmacoférico de la interaccion de los péptidos inhibitorios

con la TryR, se tuvieron en cuenta los siguientes resultados experimentales:

e Fl cambio E2K en el péptido 3 (TRL14) aumenta su potencia inhibitoria (Figura
4.20).

e Bl scanning de alanina muestra la gran relevancia que presenta el residuo Q5 en la
potencia del péptido (Figura 4.26).
e Il estudio de los péptidos truncados demuestra la necesidad de que la isoleucina 9

(I19) esté presente en el péptido (TRL38) (Figura 4.27).

Con estos datos nuestro grupo desarrollé un modelo de farmacéforo para definir de forma
simplificada la interacciéon entre TRL38 y el monémero de TryR (Figura 4.41 A). Este
modelo describe 3 interacciones importantes: i) una interaccion electrostatica entre la cadena
lateral de K2 y los carboxilatos del residuo clave E436’ y el D432’ del monémero; ii) un
bolsillo donde se ubica la cadena lateral de Q5, que interacciona mediante enlaces de
hidrégeno con el esqueleto polipeptidico de 1458’ y V460’ (Figura 4.41 A-B); iii) una
interaccion hidréfoba entre 19 y F454°. Los residuos Q5 e 19 se encuentran a una distancia

de 6.1 A, mientras que K2 estaa 12 A de Q5 y a 15.2 A de 19 (Figura 4.41 D).

4.7.1 Uso del Farmacéforo para la Identificacion de Moléculas Pequefias con

Capacidad Inhibitoria de TryR

Una vez establecidos los residuos clave para la interaccion entre el péptido inhibidor y la
TryR (K2, G5 e 19), se realiz6 un cribado virtual empleando el programa CRDOCK
implementado en la plataforma VSDMIP (272).
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Figura 4.41 | Modelo de interaccién de TRL38 con la interfaz de dimerizacién de un mondémero
de TryR y modelo de farmacéforo. A. Vista de la interaccion de la region amino-terminal de TRL38
con la interfaz de dimerizacion de un mondémero de TryR. En azul K2 que interacciona con D432’
o E436’ de TryR; en verde Q5 que interacciona con 1458’ y V460, B. Otra vista de la misma
interaccién en el que se muestra el extremo carboxilo del TRL38 y la interaccion de 19 con F454°
de TryR. C. Secuencia y estructura de TRLL38. Se muestran las cadenas laterales de los residuos de
interés K2, Q5 e 19., D. Modelo de farmacéforo propuesto.

El cribado virtual se realiz6 a partir de >200 000 moléculas pertenecientes a la base de datos
del National Cancer Institute (NCI) y del Instituto de Quimica Medica (IQM) del CSIC. Se
obtuvieron unas 100 moléculas cuyas poses de docking fueron inspeccionadas visualmente,

eligiéndose 17 moléculas para su estudio biolégico, 5 procedentes del NCI y 12 del IQM.
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Figura 4.42 | Moléculas pequefias con potencial inhibitorio derivadas del cribado virtual y
pertenecientes a la base de datos del IQM.

De las moléculas que eran solubles en un medio acuoso y lograron ser evaluadas a 25 uM
(Figura 4.42), solo TRL66, TRL69 y TRL70 mostraron actividad inhibidora: (Figura 4.43),

la cual fue caracterizada en mayor detalle en los ensayos enzimaticos y de dimerizacion.
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Figura 4.43 | Ensayo de actividad de las moléculas pequefias seleccionadas a partir del cribado
virtual. Todos los compuestos se evaluaron a una concentracién de 25 uM. Ademas de los
controles (mepacrina y TRL14), solo TRL66, TRL6Y y TRL70 tienen capacidad inhibitoria de la
actividad de TryR.

El ensayo enzimatico (Figura 4.44) revel6é que TRL69 es la molécula que presenta la mayor
actividad inhibitoria, si bien su valor de CI;, es todavia muy superior al del péptido prototipo.

A pesar de las diferencias, estos resultados avalan la estrategia de uso del farmacéforo
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definido como base para un cribado virtual y constituyen un pequefio paso en la direccion

correcta hacia la sintesis de moléculas de naturaleza no peptidica con actividad leishmanicida

disenadas de manera racional.

TRLG66 TRLG69 TRL70
\ o J
100 100 o i
gi o o (0] . % o d ng‘100 5 000 |
[: 80 & 80 o I: 807 %
Z 60 T . E
E R Z 40 2 o
g 40 E 40 o <‘5 407
X 20 < 204 X 20
0 S A 0 S . 0 ‘ S
10" 1 10' 10° 1 10' 10° 101 1 10t 1%
[uM] Péptido [uM] Péptido [uM] Péptido
Parametro [pM] +/- Parametro [pM] +/- Parametro [pM] +/-
CIL,, 73.957 6.753 CI,, 48.145 2.224 CI,, 58.043 3.025
Slope Factor 1493 0.216 Slope Factor  1.334  0.087 Slope Factor  0.93  0.045

Figura 4.44 | Actividad inhibidora de TryR de TRL 66, TRLG69 y TRL70.

Con respecto a los ensayos de dimerizacion (Figura 4.45), los resultados obtenidos no se
corresponden con lo esperado. De manera sorprendente, un aumento de las concentraciones
de estos compuestos se asocia a un aumento en las tasas de dimerizacion (Figura 4.45 A, B
y©)

Para entender este resultado hay que tener en cuenta que las enzimas, tras ser diluidas e
incubadas por periodos de tiempo prolongados, van perdiendo actividad de manera
paulatina. En nuestro laboratorio hemos comprobado que la incubacién de 400 nM de TryR
a 37 °C durante 16 horas conlleva una pérdida de entre el 40 y el 45% de actividad, lo que se
puede extrapolar a una pérdida de mas del 40% de la forma dimérica. Tras la incubacién con
TRLG66, 69 y 70 se muestra un aumento en la presencia de dimero de hasta un 160, 130 y
182% respectivamente (Figura 4.45), lo que nos lleva a pensar que estas moléculas se
comportan como potentes estabilizadores de la TryR dimérica, dificultando la disociacion
natural de dimeros a mondémeros que sufre la enzima tras ser diluida e incubada. Es de
destacar que, en su presencia, se obtienen valores superiores al 100% de dimero con respecto
al control en ausencia de tratamiento.

Este resultado, a pesar de ser dificil de interpretar a priorz, sugiere que nuestras moléculas
pueden establecer interaccion con ambas subunidades de TryR, aunque dichas interacciones

no necesariamente estén localizadas en la interfaz de dimerizacién objeto de nuestro estudio.
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En nuestro modelo de inhibicién de la actividad y desestabilizacion del dimero, el péptido se
asocia con la interfaz de dimerizaciéon de una de las subunidades impidiendo su unién con la
otra. Por este motivo sospechamos que el efecto de inhibiciéon de estas moléculas no
peptidicas podria deberse a una interaccién en el sitio activo de la enzima, constituido por
residuos procedentes de ambas subunidades, en lugar del inicialmente propuesto en la
interfaz. Para evaluar nuestra hipétesis, realizamos un ensayo de dimerizacion usando TRL69
y, como competidor por el sitio activo, mepacrina. Como se observa en la Figura 4.45 D, al
afladir mepacrina al ensayo de dimerizacion el efecto de estabilizaciéon de TRIL69 desaparece,

lo que apoya la hipétesis de que estas moléculas se ubican en el sitio activo de la enzima.
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Figura 4.45 | Ensayo de dimerizacién de TryR tras la incubaciéon por 16 horas con diferentes
concentraciones (9.4 pM — 75 uM) de A. TRLG66, B. TRL69 y C. TRL70. D. Ensayo de
competicién entre TRL69 (9.4 pM — 75 uM) y mepacrina (75 uM).
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4.8 Comparacion de los Sistemas T(SH),/TryR y GSH/GIluR

4.8.1 Antecedentes

En la busqueda de dianas terapéuticas en enfermedades infecciosas es ideal seleccionar
aquellas que no tengan un equivalente en el ser humano. Para esto se identifican rutas
metabolicas que estén presente en el parasito, pero no en el hospedador y se seleccionan
proteinas que formen parte de las mismas, evaluando si el efecto de silenciar una de ellas es
deletéreo para los parasitos.

El control adecuado del estrés oxidativo es central para todas las células aerobias. En el caso
de los tripanosomatidos como Leishmania spp, el sistema es diferente al encontrado en otros
organismos eucariotas como los seres humanos. En estos ultimos, los sistemas
glutatién/glutatién reductasa (GSH/GIuR) y tioredoxina/tioredoxina reductasa son los
encargados de la destoxificacion de las especies oxidantes generadas durante la respiracion
aerobia, mientras que en Lezshmania el sistema encargado del mantenimiento del equilibrio
oxidoreductor en la célula es el sistema tripanotién/tripanotién reductasa (T(SH),/TtryR).
Las diferentes proteinas que forman parte del metabolismo del tripanotién, tanto en su
sintesis (tripanotién sintetasa), como en su reciclaje (TryR), son enzimas que solo estan
presentes en el parasito y cuya delecion es letal para este (101,102).

Aunque ambos sistemas son diferentes, con sustratos y enzimas distintas, la GIuR y la TryR
son enzimas homologas. Por lo tanto, como progreso racional del trabajo era necesario
contar con una preparacion de la GluR humana sobre la cual evaluar el posible efecto de
nuestros péptidos inhibitorios.

Para evaluar la actividad de la GluR humana, se adquirié un plasmido que contenia el gen gsr
(Genebank ref: 2936). El gen fue subclonado en los plasmidos pRSET A y pET 24d>a
emulando el procedimiento realizado con la TryR HF. Después de intentar expresar la GluR
recombinante sin ningun éxito, decidimos eliminar la secuencia correspondiente al péptido
sefial y clonar de nuevo el gen tal y como ya hemos descrito. Procediendo de este modo,
logramos expresar y purificar la enzima en condiciones analogas a las usadas para obtener la
TryR.

Histéricamente, la expresion de una GluR recombinante (tanto humana como de Plasmodinm
spp. o levadura, entre otras) se ha realizado en la cepa de Escherichia coli SG5(DE3) deficiente
en GluR. Sin embargo, hemos podido demostrar que la GluR HF puede ser expresada y

purificada de forma exitosa en la cepa comercial BL21 (DE3) Rosetta.
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4.8.2 Ensayo de Actividad Basado en DTNB

Tras la implementacion del ensayo de actividad de TryR basado en la reducciéon del DTNB
por Hamilton et al., este planteé que aunque el DTNB se habia utilizado para titular la
reduccion de GSSG por parte de la GluR en ensayos de punto final, no habia mencién del
uso del ensayo en el seguimiento de la actividad (245). De esta manera, tras la purificacion
de la GluR recombinante se realiz6 una prueba de actividad, emulando el ensayo de actividad
de la TryR basado en la reducciéon del D'TNB ya descrito. En este ensayo, la actividad oxido-
reductasa de la GluR se evidencia por la reduccion del DTNB a TNB (amarillo), al reaccionar

con el GSH generado durante el curso de la reacciéon Figura 4.46.

NADPH GluR 2x GSH DTNB

(0).¢

NADPO GSSG 2xTNB

Figura 4.46 | La GluR emplea el poder reductor del NADPH para reducir el GSSG a GSH. La
oxidacion posterior del GSH por el DTNB genera TNB.

Como se observa en la Figura 4.47, la GluR purificada en nuestro laboratorio es activa. Es
destacable que, bajo las mismas condiciones experimentales de temperatura (26 °C), pH (8.0)
y concentraciones molares de los diferentes componentes de la reaccion enzimatica (TryR o

GluR (0,7 nM), DTNB (5 uM), NADPH (150 uM), TS2 0 GSSG (1 uM) y HEPES 40 mM),

la velocidad de la reacciéon es mucho mayor en el caso de la TryR.
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Figura 4.47 | Actividad GluR (0.7 nM) usando el ensayo de actividad de DTNB (cuadros blancos)
comparado con el ensayo usando la TryR (0.7 nM) (cuadros negros).

4.8.2.1 Saturaciéon de GSSG y NADPH de GluR utilizando el ensayo basado en
DTNB

Debido a que la GluR utiliza dos sustratos (NADPH y GSSG) y a que su actividad se
determina empleandose una reaccion acoplada (IDTNB), se hizo necesario determinar las
concentraciones saturantes de estos reactivos para el sistema.

Basandonos en el ensayo ya establecido para la TryR y con el unico fin de hallar una
concentracion de GSH que permitiera una mediciéon de la reaccién a lo largo del tiempo, se
usaron diferentes concentraciones de GSSG (2 uM a 100 uM) y la concentracion establecida
de enzima (7 nM) con un exceso molar de NADPH (300 uM) y de D'TNB (100 uM), estos
dos dltimos a una concentraciéon dos veces mayor que la empleada en el ensayo original de

TryR.

171



0.4 0.25

0.35 | A (GSSG uM) B (DTNB M) .
v 0.2 . -
0.3 + . .2 - ; X +5
o9 =3 b x =9
€ 025 Ller it s E 0.15 L .19
gO.Z +.x§i“xl3 g r x LA b %38
< 0.15 : ; i . : a " : X25 < 0.1 ! 5 X . A X75
0.1 soiamie 050 I L. +150
. ;.; % : : . . +100 0.05 . 5 . A .. n " +300
0.05 % i 3 X A g PSRN o ©
0 ot 0 I
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
t (s) t(s)
0.4
0.35 C (NADPH M) D (NADPH M)
: e 0.25 L
0.3 - .9 02 Lt . 38
g 028 EEE I T et i
S 0.2 i k73 5015 f ot xx X1 L300
2 015 N NS e S LET L0
< Y . ¥ X . 4 T * 300 < 0.1 T ¥ L 4% ¢
0.1 géi;-',..moo +;§‘50 .142;83
} At .’ - 1200 0.05 x X4 +2
005{ jet EEL
0 a® 04t
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
t (s) t(s)
0.05
0.045) E (NADPH uM) + 042 F (NADPH M) )
0.04 ' o
+ + 38 _ +78
0.035 = .75 0.1 - =156
g 0.3 < et w150 Eoos : v 433
~ 0.025 . e x <300 0« ) L *625
5 . x 5 . + %1250
<t 0.02 o . « X « * 600 = 0.06 + .
< . et x X, xZX < Lt L *2500
0.015 + O ¥ X f 2 ! n * 1200 0.04 B i s = * x X + 5000
0.01 e % % . A : . . ¥ ¢ 12400 ¥ 500 L ox X i i < x -10000
0005 . 2 4%"? 002 s iiyitan
0 L 0ai s tt®s”®"
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
t (s) t(s)

Figura 4.48 | Pasos para la puesta a punto del ensayo de actividad de la GluR con DTNB. A.
Prueba de actividad con diferentes concentraciones de GSSG (2 uM-100 uM) y 7aM de GluR, B.
Pruceba de saturacién con diferentes concentraciones de DTNB (5 pM-300 uM) y 7 nM de GluR,
C. Prueba de saturacién con diferentes concentraciones de NADPH (9-1200 uM) y 7 nM de GluR,
D. Prucba de saturacién con diferentes concentraciones de NADPH (38-2400 pM) y 3.5 nM de
GluR, E. Prueba de saturacién con diferentes concentraciones de NADPH (38-24000 uM) y 0.77
nM de GluR, F. Prueba de saturacién con diferentes concentraciones de NADPH (78-10000 uM)
y 0.7 nM de GluR.

En estas condiciones se comprobé que la velocidad de la reaccion, conforme a lo esperado,
es proporcional a la concentracion de GSSG, estableciéndose una concentracion de 100 pM
de GSSG como punto de partida para continuar con el proceso de optimizacion del ensayo

(Figura 4.48 A). Con objeto de poder establecer las condiciones que permiten el calculo de
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las constantes cinéticas de la enzima nos propusimos determinar el valor de las
concentraciones saturantes de DTNB y NADPH. Los resultados que se muestran en la
Figura 4.48 B indican que, a partir de 75 uM, el sistema se encuentra aparentemente saturado
de DTNB. Sin embargo, sorprendentemente, observamos un pequefio efecto adverso sobre
la reaccion (ligera pérdida de velocidad) al aumentar la concentracion de DTNB hasta 300
M.

De forma similar, se buscé determinar la concentracién saturante de NADPH. Inicialmente
se usaron diferentes concentraciones en un intervalo comprendido entre 9 uM y 1200 uM.
A pesar de ensayar hasta una concentracion un orden de magnitud mayor que la usada en el
ensayo de TryR, no conseguimos nunca alcanzar la concentracion saturante (Figura 4.48 C).
Dado que habfamos logrado el seguimiento de la actividad enzimatica de 7 nM de GluR con
100 uM de GSSG vy saturarla con 75 pM de DTNB, se decidié repetir el experimento
reduciendo a la mitad (3,5 uM) la concentracién de la enzima y llegando hasta 2 400 pM de
NADPH (Figura 4.48 D). De nuevo, no fue posible determinar la concentracion saturante
de NADPH, por lo que la concentraciéon de enzima se redujo una vez mas hasta 0,7 nM y se
lleg6 hasta 10 000 uM de NADPH. A pesar de usar 10 veces menos enzima y 60 veces mas
NADPH que en el ensayo establecido de TryR, no fue posible saturar el sistema. Resulta
patente que el aumento en la concentracion de NADPH siempre conduce a un aumento en

la velocidad de la reaccion (Figura 4.48 E-F).

4.8.2.2  Diferencias de Ia reaccion acoplada a DTNB entre TryR y GluR

Teniendo en cuenta las diferencias estructurales entre Try y GSH (Figura 4.49 y 4.50), es
razonable suponer que el problema de este ensayo para la determinacion de la actividad radica
en la formaciéon de disulfuros mixtos GS-TNB que no llegan a ser reducidos por otra
molécula de GSH. Este problema no parece existir en el caso del Try ya que ambas moléculas
de GSH se encuentran unidas covalentemente y, por tanto, la reduccién del disulfuro mixto
por la segunda molécula de GSH es inmediata.

Esta hipotesis explicarfa por qué un exceso de DTNB disminuye la velocidad de la reaccion
al causar una acumulaciéon de disulfuros mixtos GS-TNB y una concomitante disminucién
de la concentracion efectiva de GSH. El diferente comportamiento del T(SH), y el GSH
pone de manifiesto la mayor capacidad del sistema T(SH),/TtyR, de manera que la unién de
las dos moléculas de GSH por un puente espermidina constituirfa una adaptaciéon de los

parasitos a un entorno con alta capacidad oxidante.
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Aun asi, no es facil explicar por qué no somos capaces de alcanzar concentraciones saturantes
de NADPH. Una explicacion plausible serfa que el disulfuro mixto GS-TNB podria actuar

como inhibidor de la reaccion, quiza como consecuencia de su entrada en el sitio activo de

GR.
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Figura 4.49 | Estructuras del tripanotién, glutatiéon y el DTNB, tanto en sus formas oxidadas
como reducidas.

De hecho, Eyer et al. demuestran que la reduccion del GS-TNB por la GluR es posible (273).

Cabe hipotetizar que la entrada de este nuevo sustrato en la enzima podria generar un cambio
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conformacional en la misma que termine afectando al sitio de unién del NADPH,
disminuyendo de esta manera su afinidad por el mismo. Ello justificaria por qué, incluso a

concentraciones 60 veces superiores, no hemos sido capaces de alcanzar una saturacion con

NADPH.

T\ G-S-8-G 2 x G-SH
S
DTNB
DTNB TNB
TNB
TNB .sH

TNB
SH GS-TNB

7N\

S-TNB

Figura 4.50 | Esquema de la reducciéon del tripanotién (TSz) y del glutation (GSSG) por la

tripanotion reductasa (TtyR) y glutatiéon reductasa (GluR), respectivamente, y su relaciéon con la
reaccion acoplada de DTNB.
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4.8.3 Implementacion del Ensayo Actividad de GluR por oxidacion de

NADPH.

Teniendo en cuenta los problemas en la implementacion del ensayo de actividad de la GluR
mediante la reaccion acoplada a la reduccién del DTNB, decidimos tomar la aproximacion
clasica de Mannervik et al. (274) haciendo un seguimiento de la oxidaciéon del NADPH
mediante la variaciéon de absorbancia a 340 nm. Esta metodologfa de monitorizacion de la
reaccion de la GluR, a pesar de haber sido desarrollada en 1975, sigue estando vigente en la
actualidad y es utilizada en la identificacion de inhibidores de la GluR, con apenas variaciones
sobre su desarrollo original.

Brevemente, la reaccion se realiza en un tampoén de fosfato potasico pH 7.5 junto a EDTA,
GSSG y GluR, iniciando la reaccion al afiadir NADPH. Ya que el seguimiento de la reaccion
se lleva a cabo al medir la oxidacion del NADPH, variaciones en la concentracion de este
son facilmente evidenciables desde el inicio del ensayo. Al comenzar esta serie de
experimentos nos percatamos de que la concentraciéon inicial de NADPH variaba entre
ensayos realizados en un mismo dia, lo que nos indujo a pensar que el NADPH se oxida
rapidamente en este tampon. Dado que en ninguno de los experimentos realizados hasta la
fecha en tampon HEPES habiamos observado este problema, decidimos sustituir el tampéon
fosfato por tampén HEPES.

Debido a nuestra experiencia en el ensayo de actividad de la TryR y a la observaciéon empirica
de que el NADPH concentrado (10 mM) podia ser almacenado a -20 °C en tampén HEPES
40 mM hasta 4 semanas, decidimos realizar todas las fases del ensayo en tampén HEPES, lo

que condujo a un aumento de la reproducibilidad del mismo.

4.8.3.1 Saturaciéon de GSSG y NADPH de GluR utilizando el ensayo basado en
NADPH

Al igual que hicimos previamente en el ensayo basado en DTNB, iniciamos la exploracion
de unas condiciones adecuadas para el seguimiento de la actividad GluR comprobando que
el ensayo era sensible a distintas concentraciones de enzima y podia ser saturado tanto por
NADPH como por GSSG (Figura 4.51). Este estudio nos permitié concluir que 200 uM
(A340=0.5) de NADPH (Figura 4.51 B) y 500 pM de GSSG (Figura 4.51 C) son
concentraciones saturantes para una concentracion de GIluR de 7 nM. Estas condiciones

permiten un seguimiento de la reaccién durante aproximadamentel0 minutos.
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Figura 4.51 | Pasos para la puesta a punto del
ensayo de actividad de la GluR con NADPH.
A. Prueba de actividad con diferentes
concentraciones de GluR (7-112 nM). B.
Prueba actividad con diferentes
concentraciones de NADPH (12.5-200 uM)
usando 7 nM de GluR C. Prueba de saturacién
con diferentes concentraciones de GSSG
(250-1000 uM) usando 7 nM de GIluR

K,, para NADPH y GSSG de Ia Glutatién Reductasa Humana

Después de establecer las condiciones de actividad de la GluR, y con el fin de validar el

ensayo, hicimos un calculo de los valores de K, tanto para GSSG como para NADPH.

Como se observa en la Figura 4.52, la K, experimental que obtuvimos para el NADPH es

16 pM, un valor semejante a los 7 uM reportados en la literatura. Del mismo modo, el valor

de K, para el GSSG obtenido fue 84 uM, muy similar a descrito de 65 uM (275).
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Figura 4.52 | Graficas de velocidad inicial de la reaccién catalizada por GluR en funcién de
concentraciones creciente de NADPH y GSSG segin un modelo simple de Michaelis-Menten y
valores calculados de Ky y Vuax.

Gracias a los parametros enzimaticos obtenidos se puede comprobar que, tanto la GluR
recombinante producida en nuestro laboratorio como el método de ensayo de su actividad
basado en la determinaciéon del consumo de NADPH, son aptos para comenzar una
exploracion preliminar con miras a describir el efecto que nuestros péptidos inhibidores de

la TryR podrian tener en la contraparte humana.

4.8.3.3 TRL 35 inhibe la TryR, pero no la GluR.

Una vez se determinaron las condiciones éptimas para realizar el ensayo de actividad de la
GluR humana, decidimos realizar pruebas con los inhibidores peptidicos mas prometedores

que tenfamos a nuestra disposicion. En este caso, se evalud el efecto de TRL23(E2),
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TRL35(K2) y TRLA42, este ultimo el péptido “revuelto” (scrambled) que se usa como control.
Al realizar estos ensayos de actividad sin incubacion previa no se observa inhibicion alguna
de la actividad de la GluR humana (7 nM) por ninguno de los péptidos (25 pM). Sin embargo,
al realizar una preincubacion prolongada de 16 horas con 400 nM de hGluR y 75 uM de los
péptidos y tras una posterior diluciéon que conduce a alcanzar la concentraciéon adecuada de
enzima para el ensayo de actividad, encontramos que TRL23 tenfa un leve efecto inhibitorio
sobre la hGluR (Figura 4.53). Por el contrario, la reaccion tras la incubacién con TRL35 o
TRLA42 discurrié de forma similar a la del control con preincubacién en ausencia de
compuesto (DMSO). A pesar de que estos resultados deben ser considerados preliminares y
que es necesario profundizar en el estudio de los efectos de estos péptidos inhibitorios sobre
la actividad de la GluR humana y en su proceso de dimerizacion, la sustitucion del residuo
natural de glutimico en la posicién 2 por uno de lisina parece ser doblemente interesante, ya
que aumenta muy significativamente la actividad del péptido frente a TryR vy, de forma

simultanea, parece eliminar (aparentemente por completo) su actividad sobre la hGluR.
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Figura 4.53 | Actividad de hGluR tras su preincubacién durante 16 horas con los péptidos
inhibitorios (400 nM hGluR; 75 uM péptidos) y posterior dilucién hasta alcanzar las condiciones
de ensayo establecidas (7 nM hGluR; 1.3 uM péptidos).
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4.9  Caracterizacion de la Inhibiciéon de TryR por TRL35

4.9.1 Antecedentes.

Muchos de los farmacos usados hoy en dia funcionan como inhibidores de enzimas
relevantes en la patogénesis de la enfermedad. Un ejemplo clasico es la aspirina, que actia
como un inhibidor de la ciclooxigenasa (prostaglandina-endoperdxido sintasa) reduciendo la
produccion de prostaglandinas y asf la inflamacion. Existen otros numerosos ejemplos que
abarcan distintos tipos de enfermedades como cancer (Metotrexato / Dihidrofolato
Reductasa), depresion (Fenelzina / Monoamina Oxidasa), enfermedades infeccionas
(Aciclovir / DNA polimerasa del Virus Herpes) entre otras.

Entre las diferentes aproximaciones que existen para caracterizar la interaccion entre una
molécula y una enzima, la determinacion de la constante de disociacion del complejo enzima-
inhibidor (K)) es una de las mas ampliamente usadas y aceptadas, ya que este valor es propio

de cada inhibidor, inmutable e independiente de las condiciones de ensayo.

4.9.2 Modelo de Inhibicién de la TryR

Hasta el momento ha quedado demostrado que algunas de las moléculas utilizadas en esta
tesis doctoral tienen la capacidad de inhibir la actividad de la TryR de L. znfantum e interferir
en su proceso de dimerizacion. Estos resultados, sumados al hecho de que los péptidos han
sido disefiados de manera racional para su interacciéon con la interfaz de dimerizacién, nos
permiten postular que la inhibicién deberfa estar basada en una perturbacion del dimero de
TryR debido a la unién de los péptidos en un sitio diferente al centro activo.
Independientemente de que en algin momento podamos ser capaces de demostrar este
mecanismo mediante cristalografia de rayos X o alguna otra técnica experimental, en estos
momentos la manera mas sencilla de evaluar nuestra hipdtesis es hacer uso de las
herramientas de la cinética enzimatica, que son lo suficientemente potentes como para
elucidar los mecanismos cataliticos de una enzima y dar una aproximacién muy precisa del

modo de accién de las moléculas utilizadas para reducir su actividad.
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4.9.2.1 Mepacrina

LLa mepacrina, cuyo tipo de inhibicién y valor de K, son conocidos, se convierte en la
molécula ideal para evaluar nuestro ensayo de actividad acoplado y observar si esta
aproximacion experimental puede tener algin efecto en la constante de inhibicion ya descrita.
Como ya se ha mencionado con anterioridad, el ensayo de actividad acoplado a DTNB es
diferente a un ensayo enzimatico tradicional. En estos ensayos clasicos la concentracion de
sustrato va disminuyendo mientras el producto aparece y, por tanto, la velocidad de la
reaccion decrece progresivamente. Debido a ello, la grafica de evolucion de la reaccion tiene
una forma curva (Figura 4.54 A). Por el contrario, debido a que en nuestro ensayo de
actividad acoplado a DTNB la concentraciéon de sustrato se mantiene constante, la grafica
de reaccion de la TryR consiste en una linea recta que se prolonga hasta las fases finales de
la reaccion (en las que se consume el DTNB; Figura 4.54 B). Este comportamiento de la
grafica facilita en gran manera la determinacioén precisa de las velocidades de reaccion que

corresponden a cada concentracién de sustrato.
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Figura 4.54 | Representacién grafica de la progresion temporal de la reaccion enzimatica. A.
Curva tipica tedrica de generacioén de producto en una reaccion clasica en la que la concentracion
de sustrato disminuye continuamente (229), B. Curva de generaciéon de TNB por TryR.

Los datos de velocidad de reacciéon obtenidos al realizar nuestro ensayo de actividad

enzimatica en presencia de mepacrina y diferentes concentraciones de TS2 se intentaron

ajustar a los 3 modelos clasicos de inhibicién: i) inhibicién competitiva, ii) inhibicién
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acompetitiva y iii) inhibicién no competitiva o mixta. Solo el ajuste utilizando las ecuaciones
caracteristicas de un proceso de inhibicién competitiva mostrd una representacion grafica
satisfactoria (Figura 4.55). Por ello se determiné que, usando el ensayo de actividad de la
TryR acoplado a DTNB, la mepacrina muestra un comportamiento inhibitorio competitivo
con un valor de K;de 13 uM. Este valor esta muy proximo al reportado previamente en la
literatura (19 uM ) (276). De esta forma, queda demostrado que la reaccién acoplada puede
ser utilizada para determinar el mecanismo inhibitorio de una molécula de interés sobre la

TryR y determinar su K.
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Figura 4.55 | Representaciones graficas de la velocidad inicial de la reaccién catalizada por TryR
en presencia de distintas concentraciones de mepacrina y calculos de Ky, Vmaxy Kr.

4.9.2.2 TRL35

Al intentar ajustar los datos obtenidos de actividad de TryR, en presencia de TRL35, a los
modelos de inhibicion clasicos mencionados en el apartado anterior no fue posible obtener
una representacion grafica satisfactoria. La observaciéon de las curvas de progreso de la
reaccion en presencia de mepacrina (Figura 4.56 A) y TRL35 (Figura 4.56 B) revela que en
el caso de la mepacrina la velocidad de la reaccion es constante durante todo el tiempo
ensayado. Este comportamiento es el tipico de un inhibidor competitivo clasico. Por el

contrario, en el caso de TRL35 la velocidad de la reaccién va disminuyendo con el tiempo
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hasta llegar a un valor muy préximo a 0 mucho antes de que llegue a consumirse todo el
DTNB presente (hay que tener en cuenta que en las condiciones del ensayo la concentracion
de sustrato permanece constante hasta consumir todo el DTNB disponible). De hecho,
incluso tras mas de 24 horas de reaccion, el analisis de la intensidad de color en los pocillos
muestra que nunca se llega a consumir todo el DTNB. De manera intuitiva, esta observacion
nos indica que TRL35 podria ser un inhibidor irreversible de la TryR. Por otra parte, las
curvas de progreso de la reaccion son tipicas de un inhibidor de unién lenta (Figura 1.20).
Cabe destacar que ya habfamos apuntado anteriormente la posibilidad de que TRL35 fuera
un inhibidor dependiente del mecanismo (Figura 4.28) y que estos inhibidores, segin se

sabe, son de unién lenta.
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Figura 4.56 | Curvas de progreso de la reaccién catalizada por TryR. A. Inhibicién por Mepacrina
(25uM) y B. Inhibicién por TRL35 (25 uM).

4.9.2.3 Inhibicién de union lenta (tiempo-dependiente).

Los modelos de inhibicién lenta, o tiempo-dependientes como también son llamados, se
ajustan a tres tipos de mecanismos: i) unién lenta reversible simple; ii) isomerizacion
enzimatica y iii) matcaje por afinidad / inhibiciéon dependiente del mecanismo. Mientras que
los dos primeros contemplan un proceso de inhibicién reversible (Figura 1.19 B y C), el
tercero conlleva a la inactivacion definitiva de la enzima (Figura 1.19 D). Como hemos

mencionado con anterioridad, los resultados obtenidos hasta el momento sugieren que la
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inhibicién de la TryR por TRL35 es un proceso lento que requiere de la actividad de la enzima
y que, ademas, parece ser irreversible.

Bajo estas premisas nos planteamos evaluar si nuestras curvas de progreso de la reaccion se
ajustan al esquema mostrado en la Figura 4.57 A que hace referencia a un inhibidor
irreversible de unién lenta. En este modelo de inactivacion irreversible el proceso de
generacion de una forma inactiva de TryR como consecuencia de su interaccion con TRL35
esta gobernado por la constante k;. El término K;** hace referencia a la K;aparente a una

determinada concentracién de sustrato. Como veremos, a partir de su valor es posible

determinar la K;de TRIL35.

A
£ [TRL35] .
——— TryR/TRL35 ——> TryR
k,
C
A ks [TRL35]
obs ™ | KPP 4 [TRL35]
B 2
v.
[TNB] = vt + ——[1 — exp(—k,st)]

kobs

Figura 4.57 | Inactivacién de la TryR por TRL35. A. Modelo de inactivacién propuesto. B.
Ecuacién que describe la curva de progreso de la reaccion catalizada por TryR en presencia de un
inhibidor de unién lenta. C. Ecuacién empleada para determinar ksy K#PP en funcién de los valores
de kobs Obtenidos a distintas concentraciones de TRL35 (Modelo de marcaje por afinidad /
inhibicién dependiente del mecanismo).

Uno de los parametros clave para entender, y por ende describir, el proceso de asociacion de
un inhibidor de unién lenta con su enzima es la k. Este parametro describe la curvatura
caracterfstica de la representacion del progreso de una reaccién enzimatica en presencia de
un inhibidor de unién lenta y, por tanto, hace referencia a la conversion de la velocidad inicial
de la reaccion (v) a la velocidad estacionaria final (v,) (Figura 1.21). La expresion matematica
que describe este cambio en la velocidad de reaccién se presenta en la Figura 4.57 B
(Ecuacion 1.10). El ajuste de nuestras curvas de progreso de las reacciones catalizadas por
TryR a esta ecuacion nos permite obtener los valores de v, v, y k,,, para cada concentracion
de TRL35 (Figura 4.58). LLos valores obtenidos revelan que el aumento de la concentracion
de TRL35 conduce a un aumento en el valor de k,,, y a una disminucién tanto de v; como
de v,

s
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Figura 4.58 | Curvas de progreso de las reacciones catalizadas por TryR en presencia de diferentes
concentraciones de TRL35 a 1.5 pM de TS,. La linea gruesa es la sucesion de cientos de datos
experimentales representados por un circulo mientras que la linea delgada hace referencia al ajuste
tedrico. A. 0.206 uM TRL35, B. 0.617 uM de TRL35, C. 1.68 uM de TRL35, D. 5.55 uM TRL35,
E. 16.6 uM TRL35 y F. 50 uM de TRL35.

La Figura 4.57 C muestra la expresion que relaciona las k,,, obtenidas a diferentes

concentraciones de inhibidor con su K;” a una determinada concentracion de sustrato. El

ajuste a esta ecuacion de los valores de k,,, obtenidos permite determinar un valor de 2.5 x

10" uM " min" para ks y 0.6 uM para KP a una concentracién de 1.5 uM de TS,; (Figura

4.59). Cabe destacar que, en la grafica de inversos de esta figura, la linea recta generada corta

el eje de ordenadas en un valor superior a cero, lo que indica que el mecanismo de inhibicién

requiere de dos pasos secuenciales, uno primero de unién entre enzima e inhibidor y un

segundo consistente en un lento proceso de inactivacion (229,230).
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Figura 4.59 | Representacion grafica de kops con respecto a la concentraciéon de TRL35 y sus
inversos utilizando la Ecuacioén 1.14 para hallar ks y K#pp a 1.5uM de TS..

Tal y como se ha indicado, K*” es la constante de inhibicién aparente que se observa a cada
una de las concentraciones de sustrato (TS,) ensayadas. Por ello, todo el proceso mostrado
que condujo a la determinacién del valor de K a una concentraciéon de TS, de 1,5 uM se
repitié para las concentraciones de 0,75 y 0,375 uM de sustrato. Los ajustes de los valores de
k,,, obtenidos a distintas concentraciones de TRL35 para cada una de estas tres
concentraciones de sustrato se muestran en la figura Figura 4.60, de la que podemos obtener
los valores de K a cada concentracion de TS,.

El dltimo paso en la caracterizacion de nuestro inhibidor consiste en la determinacion de su
K, que, ahora si, sera una caracteristica del mismo que se mantendra constante en cualquier
condicién de ensayo. La relacion entre K*P y K es distinta en funcién del tipo de inhibicién
de que se trate, por lo que antes de proceder al calculo de K, deberemos definir si nuestro
inhibidor muestra un comportamiento competitivo, no competitivo o acompetitivo. En el
caso de inhibidores tiempo-dependientes, el tipo de inhibicién se puede determinar
graficamente al representar la k,,, frente a diferentes concentraciones de sustrato (TS,).
Como se puede comprobar en la Figura 4.61, para las dos concentraciones distintas de TRL
35 (1.85 uM y 0.62 uM), el valor de k,,, se mantiene constante a las distintas concentraciones
de sustrato ensayadas. Hsta invariabilidad de la k,,, de TRL35 frente a las diferentes
concentraciones de TS, indica que se trata de un inhibidor no competitivo con un valor de

o igual a 1 (« es la constante que hace referencia al efecto del inhibidor en la afinidad de la

enzima por su sustrato y, de igual manera, al efecto del sustrato en la afinidad de la enzima
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por el inhibidor; Figura 1.18) (229,230). Este resultado es coherente con el disefio de nuestro

péptido hacia la interfaz de dimerizacion, lo que permitirfa su unién tanto a la enzima libre

como a la enzima acomplejada con el TS,, caracteristica que define a la inhibicién no

competitiva.

A [TS,] 0.375 yM

B [TS,] 0.75 M
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Figura 4.60 | Representacion grafica de kobs con respecto a la concentraciéon de TRL35 para
concentraciones de 0.375 (A), 0.75 (B) y 1.5 (C) uM de TSa.
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Figura 4.61 | Evolucién de los valores kops a diferentes concentraciones de TSz. A. 1.85 uM de
TRL35. B. 0.67 uM de TRL35.

Una vez determinado que TRL35 se comporta como un inhibidor no competitivo, es ya
posible determinar su valor de K; basindonos en sus valores de K/**. La relacion entre ambas

constantes viene dada por la Ecuacién 1.19 mostrada en la introducciéon y repetida a

continuacion:
KApp _ [S] + KM
I - K_M ﬂ Ecuacién 1.19
K, * aK;

En la Figura 4.62 se representan los valores de K*” obtenidos a las tres concentraciones de
sustrato ensayadas y su ajuste a la Ecuacién 1.19 asumiendo un valor de 1 para o. Al igual
que ocurre con la k., en los inhibidores no competitivos en los que se cumple que « es igual
a 1 el valor de K; es independiente de la concentracién de sustrato, por lo que K y K;

toman siempre el mismo valor, que en el caso de TRL35 es de 0,5 uM.
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Figura 4.62 | Evolucién de los valores Kp4pp a diferentes concentraciones de TS,. El ajuste a la
Ecuacion 1.19 permite establecer un valor de 0.5 uM para la Krde TRL35.

Como habfamos mencionado en el apartado 1.6.5.3 de la introduccién, de la misma manera
que la ratio k,,/K,, es la mejor medida para definir la eficiencia catalitica de una enzima, la
potencia inhibitoria de un inhibidor irreversible queda definida por la constante de segundo
orden obtenida de la ratio k;/K,. En el caso de TRL 35 este parimetro toma un valor
aproximado de 5x10* min™, similar por ejemplo al de la inhibicién de la prostaglandina G/H

sintasa por la aspirina (2x10* min™") (277).

4.9.2.4 Ensayo de Reversibilidad.

Con el fin de evaluar la afinidad de un inhibidor de manera acertada es importante definir el
mecanismo de inactivacion en términos de si es rapidamente reversible, lentamente reversible
o irreversible. Esta informacion es relevante para entender qué tipo de equilibrio se establece
entre la enzima y el inhibidor y asi poder definir qué tratamiento dar a los datos
experimentales obtenidos para determinar la constante de inhibicién (230).

La reversibilidad de una inhibicién se puede determinar con facilidad analizando la
recuperacion de la actividad enzimatica tras una rapida dilucién del complejo enzima
inhibidor. Para esto se toma una cantidad de enzima superior a la utilizada en el ensayo de

actividad y se incuba con una cantidad de inhibidor también superior. Tras un periodo de
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incubacioén, la mezcla se diluye con una solucién que contenga el sustrato y se determina la
actividad enzimatica (229,230).

Con objeto de obtener una demostracion adicional y directa de la irreversibilidad de nuestro
proceso de inhibicién, incubamos durante 16 h TryR con TRL35 a unas concentraciones de
400 nM y 75 uM respectivamente. Como control se realizé la incubacién de la misma
concentracion de enzima con 75 pM de mepacrina. En todos los casos la reaccion fue iniciada
con una mezcla que contenia DTNB, NADPH, NADP" y TS,, quedando enzima e
inhibidores a unas concentraciones finales de 7 nM y 1.3 uM. Cuando en nuestro ensayo
enzima e inhibidor se mezclan directamente a estas concentraciones ninguno de los dos
inhibidores (mepacrina o TRL35) es capaz de reducir de forma apreciable la velocidad de la
reaccion. Sin embargo, los resultados que se muestran en la Figura 4.63 indican que la
enzima incubada con TRL35 sufre una inactivaciéon completa. Ello nos permite afirmar que
la interaccion que se establece entre TryR y TRL35 durante la preincubacion (400 nM y 75
uM respectivamente) causa una inactivacion de la enzima que no puede ser revertida en las
nuevas condiciones en las que se realiza la reacciéon enzimatica (7 nM y 1.3 pM
respectivamente), demostrandose por tanto un mecanismo de inhibicién irreversible por
TRIL35. Los resultados obtenidos en el caso de TRL35 son completamente distintos a los
mostrados para la mepacrina, la cual se comporta como un inhibidor reversible clasico,

permitiendo la recuperacion de la actividad de la enzima tras el proceso de dilucion.
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Figura 4.63 | Actividad tras dilucién (57x) del complejo EI incubado durante 16 horas. Los
circulos hacen referencia al ensayo sin inhibidor, los cuadrados al ensayo en presencia de mepacrina
y los triangulos al ensayo en presencia de TRL35.
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4.9.2.5  La inactivacion irreversible de TryR por TRL35 es debida a lIa

precipitacion de la enzima

La observacion de un precipitado turbio tras la incubacion de TryR con TRIL35 durante las
16 horas de incubacion de los ensayos de dimerizacion nos llevé a plantear la hipotesis de la
precipitacion de la TryR como resultado final del proceso de inactivacion por parte de
TRIL35. Dado que en nuestras condiciones la precipitacion no podia ser demostrada por
espectrofotometria (para determinar la precipitaciéon de agregados proteicos se requiere una
concentracion de proteina superior a 10 uM (278)), nos planteamos un sencillo ensayo en el
cual, tras la incubacion de la TryR durante 16 horas con diferentes péptidos, se centrifugan

las muestras y se recuperan los sobrenadantes para realizar un western-blot en el que detectamos

la presencia de la enzima mediante anticuerpos o-HIS.

kDa MW 1 2 3 4 5 6 7
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T — o, R
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1. DMSO (sin centrifugar)
2. DMSO
35 - 3. DMS().(ticmpo cero)
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5. TRL.23
25- 6. TRL35
7. TR1L43

Figura 4.64 | Ensayo de precipitacién de TryR. Solo en presencia de TRL35 la TryR precipita y

no puede ser detectada en el sobrenadante de la incubacién mediante Western-Blot con un
anticuerpo a-HIS.

Tras este experimento, usando como como controles negativos TRL43 (péptido scrambled),
mepacrina y una preparacion con DMSO, pudimos comprobar que solo en la muestra tratada
con TRIL35 se observa una completa desaparicion de la TryR en solucion (Figura 4.64, linea
6), confirmando que la turbidez observada originalmente se debia a la precipitacion de la
proteina como consecuencia de la presencia del péptido. Es interesante indicar que TRL23,
(version de TRL35, K2E), que tiene efecto en el ensayo de dimerizacion (Cly, TRL35= 17
uM; Cl;, TRL23=33 uM), no induce precipitacion de la enzima (Figura 4.64, linea 5). En
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los controles negativos con DMSO se usé una preparacion sin centrifugar (Figura 4.64,
linea 1) asi como una preparacion sin incubar (Figura 4.64, linea 3). Esto se hizo para
comprobar que ni la incubacién por 16 horas ni la centrifugacion de la enzima tienen efecto
alguno sobre la cantidad de proteina total en solucion.

En su conjunto, los resultados presentados en este trabajo demuestran que TRL35 es un
inhibidor irreversible que muestra una inhibicién tiempo-dependiente de tipo no competitivo
basada en un proceso de modificacion de la enzima TryR que conduce a una forma insoluble
de la misma.

La existencia de un proceso de catalisis reduce en mas de un orden de magnitud el tiempo
necesario para que se alcance el estado de inactivacion irreversible. La actividad de TRL35
como inhibidor queda definida por un valor de K; de 0.5 uM y una potencia inhibitoria de
5x10* min". Finalmente, es importante destacar que TRL35 no muestra una capacidad

inhibitoria significativa frente a la GluR humana.
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5.1 ¢Por qué Leishmania? ;:Por qué Tripanotion Reductasa?

Aunque en Europa, sobretodo en la cuenca del mediterraneo, existen dos especies de
Leishmania que son endémicas (L. znfantum 'y L. tropica), la leishmaniosis sigue siendo de poco
interés epidemiolégico en el mundo desarrollado, estando considerada un problema mas
veterinario que de la clinica humana. De hecho, cuando la enfermedad se introduce en nuevas
areas los facultativos responsables no se encuentran familiarizados y no incluyen la
leishmaniosis entre sus diagnosticos diferenciales. De esta manera, los tratamientos
adecuados no son suministrados a los pacientes y se permite la libre circulacion del parasito
(279). En otras palabras, para muchos la leishmaniosis es considerada aun una enfermedad
del tercer mundo, ya que es en estos paises en donde su forma visceral sigue matando decenas
de miles de personas cada afio (13). Sin embargo, en Europa los fenémenos migratorios
masivos debido a conflictos armados en paises que son endémicos junto al cambio climatico
que sufre el planeta permite el contacto de parasitos con vectores permisivos y reservorios
tan comunes como perros, liebres y ratas; exponiendo a un nimero mas elevado de
individuos afio tras afio. Hay que tener en cuenta que la leishmaniosis es considerada
fundamentalmente una zoonosis en la cual el humano suele ser un hospedador accidental y
que las condiciones necesarias para que se dé la enfermedad (la presencia del vector, un
reservorio y un hospedador susceptible) pueden cumplirse en lugares donde antes no se
reportaban casos autbctonos como es el caso en el norte de Italia, el sur de Francia e inclusive
Alemania (280-282).

Con lo anteriormente expuesto simplemente se pretende acentuar que la Leishmaniosis no
es solo un problema de los paises pobres, maxime teniendo en cuenta que solo en Espafia
mas de 30 millones de personas estan en riesgo de adquirir la enfermedad, por lo que la
investigacion basica y aplicada en esta tematica esta mas que justificada (13).

Ademas de un interés epidemiolégico, los kinetoplastidios son organismos muy particulares
que poseen rasgos tanto de eucariotas como de procariotas, con caracteristicas que estan
relacionadas con las algas y moléculas que se crefan eran exclusivas de los hongos. Este tipo
de particularidades siempre han suscitado mucho interés desde el punto de vista de la
investigacion basica a la vez que la investigacion aplicada ha tratado de explotarlas con el fin
de identificar potenciales blancos terapéuticos tnicos del parasito (17,283,284).

Es justo una de esas particularidades sobre la que se encuentra cimentado este trabajo, mas

especificamente en la forma particular mediante la que el parasito destoxifica su ambiente
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intracelular de especies oxidantes al carecer del sistema GSH/GIuR y reemplazarlo por el
sistema T(SH),/TryR.

El estudio de la TryR y de las posibles formas de inhibirla suscité mucho interés durante la
ultima década del siglo pasado ya que al ser una enzima tnica del parasito que emplea un
sustrato inexistente en el hospedador, cumplia con uno de los requisitos fundamentales para
ser un excelente blanco terapéutico. Su potencial fue confirmado cuando los estudios
mostraron que los parasitos knock-out para esta enzima no eran viables y que una baja
expresion de esta, hacifa a los parasitos virtualmente avirulentos e incapaces de sobrevivir
dentro del macréfago (102). Sin embargo, el gran tamano del sitio activo, su carga y el hecho
de que se necesite inhibir su actividad en mas de un 90% para que se observe un efecto
deletéreo en los parasitos, indica que cualquier inhibidor que pretenda competir por la unién
al sitio activo de la enzima debera tener una altisima afinidad. Este tipo de contratiempos
hicieron virar el interés hacia otros blancos que podrian tener una mayor repercusion en el
metabolismo del tripanotion debido su rol insustituible. Entre estos se encuentra la
inhibicién de la Glucosa-6-Fosfato Deshidrogenasa de la via de las pentosas, que incidirfa en
la producciéon del NADPH consumido por la Tripanotion Reductasa, o en la inhibicién de
la Tripanotion Sintetasa per se, lo que serfa desastroso para el parasito. El mismo descubridor
del Tripanotion, Alan H Fairlamb, el cual lleva investigando desde los afios 80 a la Tripanotion
Reductasa y formas de inhibirla, reconoce las dificultades de esta aproximacion y ha virado
su interés hacia la Tripanotion Sintetasa (285,286).

Somos conscientes de que la inhibicion de la TryR no despierta el mismo interés que afios
atras, aun cuando todavia en 2017 se sigan publicando estudios de inhibidores competitivos
que van directamente al sitio activo (287-289). Sin embargo, queremos recalcar que el
estudio aqui presentado esta enfocado hacia la inhibicién de la enzima mediante el estudio
de su interfaz de dimerizacién y no su sitio activo, con el interés ultimo de afectar su
condiciéon de dimero e inactivarla. Esta diferencia en la aproximacion hacia la inhibicién de
la enzima es fundamental, ya que la interfaz de dimerizacién no posee las caracteristicas que
hacen al sitio activo una pobre diana terapéutica. Estudios similares se llevaron a cabo en la
Glutation Reductasa Humana en 1997 y en la de Plasmodium falciparum en 2003 pero, en ambos
casos, se han usado agentes desnaturalizantes en el ensayo de desdimerizacién del complejo
y revisando la literatura no nos encontramos con que se haya seguido con estos esfuerzos

(126,290).
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5.2 Analisis bioinformatico de TryR: universalidad de Glu436, Gln439

y un presunto nuevo dominio.

Nuestro analisis de la secuencia de aminoacidos del dominio de dimetizacién ha incluido, de
forma novedosa, secuencias de oxidoreductasas ausentes en analisis anteriores, como es el
caso de las de tripanosomatidos que infectan insectos como Stringomonas spp, y Angomonas spp
(257,258). Ademas, como grupo externo que nos ha servido para realizar la raiz del arbol
generado, hemos empleado una oxidoreductasa de Arhea publicada en 2015 (257,258). El
alineamiento y el analisis MEME del dominio de dimerizacién han revelado la importancia y
la fuerte presion evolutiva que recae sobre los aminoacidos E436 y Q439 (numeracién con
respecto a la secuencia de L. znfantum) dentro de la hélice a2 del dominio de dimerizacion.
Estos aminoacidos, como sera discutido mas adelante, son fundamentales en la interaccion
del péptido con la subunidad, habiéndose demostrado ya en la tesis del Dr. David Moreno
la importancia del E436 en la interfaz de dimerizaciéon (91). Dentro de esta misma region
también hemos identificado un motivo FAVA (Phe-Ala-Val-Ala) que, curiosamente, esta
ausente en las secuencias de los tripanosomatidos. Aunque todavia no sabemos la relevancia
que este motivo pueda tener, su ausencia en el parasito podria presentar un punto de partida
para explorar una inhibicién selectiva entre la TryR y la GluR.

Una de las particularidades que encontramos en nuestro analisis zz-sifico con la suite MEME
ha sido la identificaciéon de un dominio de funcién desconocida (ademas de los 4 ya
descritos). En un primer momento podria parecer que este hallazgo puede no ser mas que
una curiosidad o el resultado de aplicar un algoritmo diferente a la secuencia proteica de la
TryR pero una publicacién reciente que sugiere la interacciéon de una subunidad de la TryR
con una subunidad de la Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, otra de las enzimas mencionadas
como potenciales blancos, podria darle sentido a este dominio de funcién desconocida que
quizas sea el responsable de la interaccion con la G6PD (291). Un analisis mas profundo,

tanto zx-silico como experimental, de esta posible nueva interaccion serfa necesario.

5.3 Validacion de los ensayos empleados

5.3.1 NADPH: ;Regulador de la actividad TryR dentro del parasito?

Uno de nuestros objetivos principales ha sido la optimizacion de la capacidad inhibitoria del

Péptido 3 obtenido en la tesis del Dr. David Moreno mediante cambios puntuales en las
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diferentes posiciones de la secuencia peptidica, la realizacion de restricciones
conformacionales y el acortamiento de la secuencia. Puesto que ello suponia la evaluacion de
cientos de variantes del Péptido 3, durante las primeras etapas de esta Tesis Doctoral se hizo
un gran esfuerzo para optimizar los analisis de actividad de la TryR y de cuantificacion de
dimero (ensayo de dimerizacién), en un intento de generar ensayos muy robustos y altamente
reproducibles.

Durante la implementacion del ensayo de actividad de la TryR, que emplea el DTNB para
reciclar el TS,, nos encontramos con una inconsistencia sistematica en los resultados
obtenidos que se relacionaba directamente con una falta de consistencia en el grado de
oxidacién de las alicuotas de NADPH empleadas en la soluciéon de reaccion. Es bien sabido
que la exposicién tanto de la TryR como de la GluR al NADPH por periodos prolongados
provoca una inactivacion de la enzima (263). El mecanismo no es conocido, aunque se
presume que podria estar relacionado con una sobre-reduccion de la enzima a un estado EH,
por parte del NADPH (245,261). En el caso de la glutatiéon reductasa, la forma EH, es
considerada una enzima en sfandby inactiva, mas importante desde el punto de vista
metabolico que catalitico debido a su susceptibilidad a la inactivaciéon proteolitica (95). Esta
posible regulacion de la GluR mediante su paso a la forma EH, podria ser utilizada también
en el caso de la TryR, que de igual forma es susceptible a una sobre-reduccién y subsecuente
desactivacion por parte del NADPH, tal y como hemos demostrado con nuestros resultados.
En nuestro caso una proporciéon 5:1 NADPH:NADP® solucioné los problemas de
inactivacion de la enzima y variabilidad del ensayo, logrando obtenerse valores de K, para
TS, (10 uM) y NADPH (13 uM) en consonancia con los reportados en la literatura para el
ensayo no acoplado de reduccion de NADPH (263,292). Ademas, se empled el inhibidor
mepacrina tanto para poner a punto el ensayo que permite obtener las Cly, de los péptidos
como para validar la constante de inhibicién de TRL35. Los valores de Cl;, y de K; obtenidos
para la mepacrina fueron exactamente iguales a los reportados en la literatura, validando de
manera inequivoca nuestra aproximacion experimental en la bisqueda de inhibidores de la

actividad TryR.

5.3.2 Dimerizacion: el beneficio del desarrollo in-house
En el caso del ensayo de dimerizacion, también fue necesario realizar modificaciones con el

fin de lograr aumentar al maximo su reproducibilidad. En primer lugar, en el ensayo original

presentado por el Dr. David Moreno se empleaban dos diferentes TryR (HH y FF), las cuales
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se premezclaban antes de ser puestas en la placa en presencia del inhibidor con el fin de
obtener la especie TryR HF (91). En nuestro caso la coexpresion de ambas proteinas en una
misma bacteria facilitaba la obtencion de la especia HF en una misma purificacion. Esta
forma de producir la TryR HF demostré ser mas eficiente en tiempo y también mas
reproducible, logrando obtener cantidades similares de la especie HF tras diferentes
purificaciones. Dado que no observamos diferencias apreciables en la actividad de las
especies HF, HH y FF, tanto los ensayos de actividad como los de dimerizacion se realizaron
con los preparados proteicos obtenidos a partir de la bacteria que contiene ambos plasmidos.
De manera sorprendente, descubrimos que los resultados obtenidos empleando placas
comerciales sensibilizadas con anticuerpos anti-FLAG también sufrian de cierta variabilidad,
por lo que decidimos elaborarlas nosotros mismos, aumentando de esta manera la
reproducibilidad del ensayo. Probablemente el pobre comportamiento de las placas
comerciales esté relacionado con el empleo de agentes bloqueantes no adecuados para la
TryR. Esto lo concluimos al implementar el ensayo con la GluR humana bajo las mismas
condiciones empleadas para TryR, encontrandonos de nuevo con una alta variabilidad en los
resultados. Esta variabilidad fue solventada simplemente cambiando el agente bloqueante del
ensayo (293). Otro de los focos de variabilidad en los ensayos tipo ELISA suele ser el tiempo
que se permite que se desarrolle la reaccion y la aparicién del color, con lo que la intensidad
del mismo refleja de manera imprecisa la cantidad de anticuerpo primario arrojando un
resultado falso-positivo (294). De aqui la importancia de emplear siempre la misma cantidad
de proteina inicial y un agente que finalice la reaccién en tiempos establecidos. De igual
manera, y con el fin de blindar el ensayo a futuro, la utilizacién de anticuerpos monoclonales
conjugados directamente con HRP evita la necesidad de un anticuerpo secundario. Todas
estas medidas han mantenido los resultados obtenidos por esta técnica altamente
reproducibles durante varios afios, permitiéndonos evaluar cientos de compuestos.

Aunque este tipo de optimizaciones de los ensayos suelen pasarse por alto por no
considerarse dignos de mencién en un trabajo doctoral, el &now-how adquirido y la
modularidad del ensayo han permitido su adaptacién con éxito, de manera sencilla y rapida,
al estudio de diversas proteinas diméricas como la Glutation Reductasa Humana, la Glutation
Reductasa de Plasmodiun falciparum y la transcriptasa reversa del VIH, evaluando inhibidores
de la dimerizacién en todas ellas.

Ya que en el trabajo del Dr. David Moreno se establecié que el Péptido 3 es capaz de causar
una pérdida de dimero de TryR, este constituy6 un perfecto control positivo para evaluar el

ensayo de dimerizacion. De igual manera la mepacrina, que se sabe no interfiere con el estado

198



dimérico de la enzima, se empled como control negativo. Como era de esperar, el Péptido 3
causa una disminucioén del dimero de manera dosis dependiente con una Cly, de 40 uM

mientras que la mepacrina no tiene ningin efecto sobre el dimero de TryR.

5.4 Optimizacion del péptido inhibitorio

5.4.1 Unalisina en posiciéon 2 mejora mas de 30 veces la actividad inhibitoria:

generacion de TRL35

Una vez ambos ensayos se encontraban validados, nos dispusimos a mejorar el Péptido 3.
Para comenzar, y teniendo en cuenta la importancia del glutimico en la posicion 2 del péptido
y en la posicion 436’ del mondémero, se realizé una sustitucion de este aminoacido con carga
negativa por uno con carga positiva. Segin la matriz de sustitucion BLOSUMG2, el
aminoacido positivo mas adecuado para esta sustitucion es la lisina, seguido de la histidina y
de la arginina. De esta forma el glutamico 2 del péptido fue reemplazado por lisina en el
denominado TRL14. Tras los ensayos, comprobamos que TRIL14 tiene una capacidad
inhibitoria 6 veces superior al control positivo de inhibicién en actividad (mepacrina) y casi
mas de dos veces superior al control positivo del ensayo de dimerizaciéon (Péptido 3). Las
otras sustituciones realizadas en este sitio no mejoraron al Péptido 3 ni a TRL14.

Otra de las modificaciones que se hizo sobre el Péptido 3 y que fue subsecuentemente
aplicada a TRIL14 fue la sustitucién de las metioninas 11 y 13 por norleucinas (N, ;). Como
es bien sabido, el grupo tioeter de la metionina es susceptible de oxidarse por agentes
oxidantes, en particular por peréxido de hidrogeno (295). Esta susceptibilidad puede ser
solventada al reemplazar las metioninas del péptido por norleucinas (N, ), mas resistentes a
estos agentes. Aunque el cambio de una metionina por una leucina o una valina es
considerado como una sustitucién conservadora, estos cambios pueden llevar a una
disminucién de la actividad en la proteina. Por el contrario, el cambio por una notrleucina
mantiene las propiedades cataliticas (295-297). De esta forma se generaron TRL23
(derivado del Péptido 3 en el que las metioninas 11 y 13 son sustituidas por norleucinas) y
TRL35 (derivado de TRI.14 con las mismas modificaciones). Ambos péptidos mostraron
pequenas mejoras en los resultados del ensayo de dimerizacion (34 pM 25 41 uM en el caso
de TRL23, y 16 uM »s 18 uM en el caso de TRL35). En el caso de las actividades, no
apreciamos diferencias significativas derivadas de estas sustituciones. Esto es facilmente

explicable debido a los tiempos prolongados (=16 h) del ensayo de dimerizaciéon »s los
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tiempos mas cortos (S1h) del ensayo de actividad, lo que daria tiempo a una oxidacién de
los péptidos en el medio acuoso disminuyendo un poco su actividad con respecto a aquellos
protegidos. Cuando se trabaja con péptidos, es comun emplear el agente reductor DTT en
las soluciones tampén con el fin de minimizar la oxidacién de aminoacidos susceptibles
como cisteinas y metioninas. Sin embargo, ello no es posible en nuestros ensayos al estar
disefiados para la evaluacion de la actividad de una oxidoreductasa. Por todo lo anterior, los
péptidos protegidos con norleucinas son preferidos a aquellos con metioninas. Cabe anotar
que la proteccion de todos los péptidos empleados en este estudio en el extremo amino (que
se encuentra acetilado) y el extremo carboxilo (en forma de amida) esta dirigida a evitar su
degradacion por proteasas y no debe confundirse con la protecciéon frente a agentes
oxidantes.

Aunque las sustituciones de las metioninas causan una pequefia mejorfa tanto en la capacidad
de inhibir la actividad de la enzima como su capacidad de inducir desdimerizacion, el cambio
mas relevante consistié en el reemplazo del glutamico en posicién 2 por una lisina. Debido
a la importancia de este aminoacido en la interacciéon entre ambas subunidades de TryR,
donde se encuentra interaccionando con la serina 464’ y la alanina 465’, es sorprendente que
su cambio por un aminoacido con carga opuesta no disminuya la potencia inhibitoria del
Péptido 3 sino que, por el contrario, la mejore. Durante las simulaciones de dinamica
molecular que el Dr. Pedro Sanchez realizé con el Péptido 3 y una tinica subunidad de TryR
se demostrd que las interacciones entre el glutamico 2 y los protones del enlace amida de la
serina 464’ y la alanina 465’ son muy estables, apreciandose ademas una interaccion adicional
de la cadena lateral del glutimico con la serina 433’ (240). Estas interacciones permiten una
fuerte unién entre el péptido y la superficie de dimerizacién de la enzima que explica la
capacidad del péptido 3 para desestabilizar el dimero de TryR. En el caso de TRL.14 y TRL35
era de esperar que, ante la ausencia del glutamico, esta interaccién se viera afectada y se
disminuyera el efecto sobre la actividad y la dimerizacion del péptido en TryR. Sin embargo,
las simulaciones de dinamica molecular del TRL35 con el monémero mostraron que, de
forma estable a lo largo del tiempo, la cadena lateral de la lisina 2 encuentra los grupos
carboxilato de los residuos E436” y D432’; estableciendo con ellos una fuerte interaccion
electrostatica. Ademas de esto, el oxigeno carbonilico de la prolina 1 de TRL35 se ancla al
monoémero por medio de dos interacciones de enlace de hidrogeno con la serina 464°. Estas
interacciones son suficientes para justificar el mejor comportamiento de este péptido en los
dos ensayos experimentales, con un valor de Cl;, en el ensayo de actividad enzimatica 30

veces inferior al del péptido 3 (1.6 uM »s >75uM). Ademas, es muy importante sefialar que
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la pendiente de la curva de reaccion en presencia de TRL35 se ve drasticamente afectada tras
unos pocos minutos, llegandose a aplanar por completo en un valor cercano a cero. Este tipo
de comportamiento nos hizo sospechar que quizas el péptido podria estar interaccionando
con alguno de los reactivos de la reaccion acoplada y que la inhibicién que estabamos
observando fuera mas artefactual que real. Sin embargo, tan solo la adicién de una alicuota
fresca de la enzima fue capaz reactivar la reacciéon y la producciéon de TNB. Este
comportamiento es similar al observado en las curvas de inhibicién tanto de la GluR como
de la TryR por el 6xido de merlasen, inhibidor tiempo dependiente de ambas enzimas que
reacciona con el sito activo (298). Al emplear el ensayo acoplado hay que ser especialmente
cuidadoso debido a que se ha reportado que un exceso de DTNB en la reacciéon puede
generar curvas que se correspondan con este tipo de inhibicion (245). Sin embargo, este no
es nuestro caso ya que tanto en la reaccion sin inhibidor como en aquella en presencia de un
inhibidor competitivo como la mepacrina, el comportamiento de las curvas es

consistentemente lineal.

5.4.2 La inhibicién de la actividad de la TryR por TRL35 esta ligada a la

desestabilizacion del estado dimérico de la enzima.

A pesar de que TRLL35 muestra un potente efecto tanto en los ensayos de actividad como en
los de dimerizacion, fue necesario demostrar que ambos eventos derivan de un mismo
mecanismo de accién. La implementacion de un procedimiento experimental que acopla
ambos ensayos demostré de manera inequivoca que la disminucién de la actividad enzimatica
y la disminucién de especies diméricas estan directamente relacionadas. Ademas, estudios
subsecuentes en los que se pretendia establecer la importancia de los tiempos de
preincubacién de la enzima con TRL35 revelaron que estos son practicamente irrelevantes y
que la rapida pérdida de actividad enzimatica, asociada a la disrupcion del dimero, tan solo
se observa cuando la enzima esta catalizando la reducciéon del tripanotion. El proceso de
catalisis requiere de reorganizaciones transitorias tanto del sitio activo como de sitios
distantes de la enzima. Hay que recordar que la TryR es un dimero compuesto por dos
subunidades y posee dos sitios cataliticos independientes funcionando, presuntamente, de
manera asincronica (299-301). Todas estas fluctuaciones en el conjunto de conformaciones
nativas de una proteina, que incluyen movimientos que van desde vibraciones atémicas, a
movimientos mas lentos de conformaciones secundarias, dominios o incluso subunidades,

son conocidas como breathing de la proteina (302,303). Presumiblemente, este movimiento
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de la enzima durante la catalisis facilita la unién del péptido y explica por qué, bajo estas
condiciones, solo se requieren minutos para inactivar la enzima en comparacioén con las horas
necesarias en el ensayo de dimerizacion (ausencia de reaccion enzimatica).

Nos gustaria también anotar que, en el caso de las reacciones en las que se lleva a cabo la
transferencia de particulas livianas como electrones y protones, se ha planteado un modelo
de catalisis que va mas alla de estabilizar el estado de transicion y llegar al estado de activacion
para facilitar la transferencia de estos y que, en su lugar, se plantea una transferencia por
medio de una tunelizacion cuantica o guantum tunneling (303-307). Este tipo transferencia ha
sido demostrado en enzimas que transfieren el poder reductor del NADPH como la
dehidrofolato reductasa (DHFR), en flavoproteinas como la trimetilamina deshidrogensa
(TMADH) y en enzimas de conformacion tetramérica como la sarcosina deshidrogenasa
(TSOX) (308). Si este fuera el caso en TryR, el alto nivel vibracional de la enzima requerida
para la tunelizaciéon también podria favorecer la exposicion de sitios de la enzima
comunmente enterrados, promoviendo asi la unién del péptido.

Lo anteriormente expuesto es una forma de interpretar los datos experimentales observados
en base a la literatura disponible. Sin embargo, la mejor manera de desvelar la naturaleza de
la unién de TryR con TRIL35 serfa obtener una estructura cristalina de esta interaccion. Este
tipo de estudios se estan llevando a cabo en el momento que se realiza esta memoria en
conjunto con el laboratorio del Dr. Juan Hermoso del Instituto de Quimica Fisica
Rocasolano (CSIC) y para ello se ha producido una tripanotiéon reductasa con una pureza

superior al 95% y que carece de los 7ags empleados durante el proceso de purificacion.

5.4.3 La actividad de TRL35 es dependiente de secuencia

De momento es irrefutable que TRL35 tiene un efecto tanto en la actividad de TryR como
en la estabilidad de su forma dimérica. Para validar que el efecto del péptido sobre la enzima
es dependiente de su secuencia, se realizaron dos péptidos scrambled (TRLA2 y TRL43) que
cuentan con la misma composiciéon de aminoacidos que TRL35 y con sus mismas
caracteristicas en los extremos, pero con una ordenacion aleatoria de los residuos. Ambos
péptidos carecen de capacidad inhibitoria tanto en el ensayo de dimerizaciéon como en el de
actividad enzimatica, quedando demostrado que el efecto del TRL35 sobre la enzima es
dependiente de su secuencia (309).

Tras estos resultados, TRLL35 (Ac-PEIIQSVGISNgKNg-NH,) se constituyé en nuestro

péptido prototipo sobre el que comenzaron a realizarse mejoras en base a restricciones
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conformacionales, acortamiento del péptido y la caracterizacion bioquimica de su actividad.
Las diferencias entre este péptido y la hélice o que emula en la TryR son: i) el residuo de
glutamico en posiciéon 2 es sustituido por una lisina, ii) la cisteina en la posiciéon 10 esta
sustituida por una serina, iii) las metioninas 11 y 13 estan sustituidas por norleucinas y iv) el

extremo amino se encuentra acetilado y el extremo carboxilo en forma de amida.

5.4.4 Acortamiento de TRL35: generacion de TRL38

Una vez demostrada la capacidad inhibitoria de TRLL35 sobre TryR nos dispusimos a evaluar
qué residuos eran mas relevantes para su actividad. Al remitirnos al analisis de secuencia
realizado inicialmente encontramos que, ademas de la fuerte presiéon evolutiva sobre el
glutamico 2 y la glutamina 5 (numeracién en el péptido), también se observa que en todas las
especies de Lezshmania la hélice a de interés finaliza con un motivo MKM. Justo estas
metioninas son las que han sido sustituidas por norleucinas para proteger el péptido ante
eventos de oxidaciéon. Con el fin de evaluar, posicién por posicion, la relevancia de cada
residuo presente en el péptido se realiz6 un escaneo de alanina empleando como péptido de
referencia TRI.35. Tal y como esperabamos, comprobamos que los cambios mas deletéreos
en la actividad del péptido se corresponden con las sustituciones K2A y Q5A, que causan
una disminucién de la potencia de TRLL35 en un 14% y un 36% respectivamente. El segundo
mayor impacto en la potencia inhibitoria del péptido se observa justo en los 3 aminoacidos
finales correspondientes al motivo MKM (N, ;KN ), observandose una pérdida de actividad
en torno al 9% como consecuencia de la sustitucién de cualquiera de los aminoacidos de este
motivo. Por el contrario, la potencia del péptido se ve aumentada en un 9% y un 4%
respectivamente al reemplazar las serinas por alanina (S6A y S10A). Cabe anotar que la serina
10 corresponde a la cisteina 444 en la hélice o de la subunidad de TryR y que su cambio por
serina es resultado del cambio realizado en el Péptido 3 original para protegerlo contra la
oxidacion (91).

De estos resultados, el mas interesante es el que demuestra la importancia de la glutamina 5
en la potencia inhibitoria de TRL35. Este residuo corresponde a la Q439 en la subunidad de
TryR que, junto al E436, mostré la mas relevante en cuanto a su contribucion a la energfa de
dimerizacion. Mientras que la mutacion E436A mostrd ser catastrofica para la funcién de
TryR, validandose asi la calidad de Aotspor de este residuo, el estudio en profundidad de la
sustitucion Q439A tanto desde el punto de vista catalitico como de plegamiento y union al

FAD indic6 que esta variante de la proteina es idéntica a la version wild-tjpe en todos los
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parametros estudiados (91,309). La diferencia de comportamiento de esta sustitucion en la
proteina completa y en el péptido podria ser debida a la diferencia en el patrén de enlaces de
hidrogeno generados entre las subunidades de la proteina y en la interacciéon péptido-
subunidad. Mientras que entre los monémeros se observa una interaccion de la Q439 con el
oxigeno carbonilico de la 1458’ y el protén amidico de la V460’, la simulacién de dinamica
molecular de TRIL35 con la subunidad de TryR desvel6 nuevas interacciones de la glutamina
5 con el oxigeno de la V460’ y el hidroxilo de la T453’ (240). Hay que tener en cuenta ademas
que la contribucion de la Q439 en el marco de la dimerizacion entre las subunidades no es
tan preponderante como lo es la del E436 y que, como consecuencia del menor numero de
residuos implicados en la interaccion entre péptido y proteina, la contribucion relativa de Q5
entre TRL35 y el monémero es mucho mayor que la observada entre subunidades.
Destacamos por tanto que un residuo inicialmente descartado como hot-spot de dimerizacion
finalmente se constituye en esencial en la unién del péptido al monémero.

Tras la identificaciéon de los residuos relevantes en TRIL35, quisimos evaluar cual es la
secuencia minima con capacidad de retener la capacidad inhibitoria del péptido. Para esto se
empleo una baterfa de péptidos que acortaban uno a uno, desde el extremo carboxilo, los 13
residuos originales de TRL35. De esta manera demostramos que 9 aminoacidos son
suficientes para mantener la actividad inhibitoria del péptido. La eliminacién del noveno
residuo, que corresponde a una isoleucina, causa una pérdida completa de la actividad
inhibitoria. Este péptido corto de 9 aminoacidos con capacidad inhibitoria es denominado
TRL38 (Ac-PEIIQSVGI-NH,) y muestra una Cl;, de 3.6 uM »s los 1.6 pM de TRL35.
Aunque TRL38 no mejora a TRL.35 en potencia inhibitoria, la CI;; del péptido corto es 3
veces inferior a la de la mepacrina, molécula utilizada como control positivo del ensayo. En
el caso del ensayo de dimerizacioén, la Cl;; de TRL38 es de 23 uM »slos 15 uM de TRL35.
La explicaciéon de la disminuciéon en el poder inhibitorio, tanto en actividad como en
dimerizacion, de este péptido corto estarfa dada por la pérdida del motivo MKM. Mas
interesante aun es la importancia de la isoleucina 9 en la potencia inhibitoria del péptido
corto: el cambio de este residuo por una alanina en TRL35 no genera un cambio en la
potencia del péptido. Sin embargo, el rol que desempefia esta isoleucina en posicion 9 en el
marco del péptido corto es claramente relevante. En un estudio profundo de la interfaz de
dimerizacion de TryR que tenfa en cuenta las contribuciones hidréfobas y electrostaticas, la
Dra. Marta Ruiz-Santaquiteria revelo la importancia de la zona hidréfoba que rodea a la valina
441, la fenilalanina 454 y la leucina 468 (241). Justo en esta region se aloja la cadena lateral

de la isoleucina 9 de TRL35 y TRL38 que, ante la ausencia del motivo MKM, gana
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importancia en la interacciéon entre TRL38 y el monémero de TryR. De nuevo, de forma
similar a lo descrito para la Q439, un residuo con escasa relevancia en el contexto de la
proteina completa adquiere una gran importancia en la interacciéon que se establece entre

péptido inhibitorio y monémero de la proteina.

5.5 Inhibicion de la TryR silvestre: un proceso naturalmente complejo

Como se mencioné anteriormente, las condiciones de una enzima en el laboratorio distan
mucho de las condiciones encontradas dentro de la célula. El hacinamiento molecular
caracteristico del citoplasma de las células podria reducir tanto la tendencia de la enzima a
exponer sus partes hidréfobas como su posible breathing (310). Asimismo, cabria esperar que
las modificaciones postraduccionales de la proteina recombinante fueran distintas a las
generadas en el interior de los parasitos, lo que podria causar un impacto en la efectividad
del péptido inhibitorio sobre la TryR (311). Es por ello que decidimos evaluar la actividad
inhibitoria de TRL 35 sobre extractos de promastigotes de L. znfantum. 1os resultados
demostraron que el TRL35 es capaz de inhibir la enzima silvestre incluso en presencia del
gran numero de macromoléculas, metabolitos y otros componentes celulares que se
encuentran presentes en el lisado y que podrian interaccionar de manera inespecifica con el
péptido, demostrando asi su especificidad. El paso légico a seguir entonces fue desarrollar
un TRL35 unido a FITC (TRL58) para hacer un seguimiento mediante microscopia confocal
del péptido y de su capacidad para llegar hasta el parasito pasando por el macréfago. Los
experimentos con macréfagos demostraron que, en las condiciones de ensayo, el péptido
forma agregados fluorescentes que son fagocitados dando lugar a una localizacién de la
fluorescencia en compartimentos intracelulares discretos. La repeticion de los experimentos
con macroéfagos infectados con amastigotes de Lezshmania fluorescentes (DSRED) en
presencia de TRL58 permitié observar, de nuevo, una compartimentalizaciéon del péptido
pero, en ninguno de los campos observados, una colocalizacién parisito/péptido. Esto
podria deberse a 3 factores: 1) el péptido no es capaz de mantener su estructura helicoidal, ii)
el péptido es degradado por proteasas extra o intracelulares y iii) el péptido no llega a alcanzar
el interior de las vacuolas parasitéforas.

Con de fin de solventar el primer supuesto se desarrollé una baterfa de péptidos con
restricciones conformacionales mediante enlaces hidrocarbonados (grapas) y puentes

lactama. Los enlaces hidrocarbonados han demostrado ser efectivos en los 3 aspectos que
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querfamos solventar: helicidad del péptido, proteccién ante proteasas y penetracion al

interior de la célula (312).

5.5.1 Estabilizacion de la hélice a de TRL23 y TRL35: restricciéon de la

estructura (pero también de la actividad).

Un analisis inicial de TRL 23 (2E) y TRL35 (2K), mostré un bajo grado de helicidad de
alrededor del 0.69%. Al integrar los cierres hidrocarbonados (péptidos grapados) en
diferentes posiciones de ciclacion tanto de TRLL23 como de TRL35 se obtuvieron progresos
en los valores de helicidad (71%) pero las potencias inhibitorias no mejoraron las de los
prototipos lineales mientras que, por el contrario, disminuy6 su capacidad para reducir las
especies diméricas de TryR. De manera sorprendente, los derivados grapados de TRLL35 no
solo no reducen las especies diméricas de TryR, sino que aumentan el porcentaje final de
dimero tras el ensayo de dimerizacion, es decir, se comportan como estabilizadores de la
tripanotién reductasa. Por tanto, la aproximacion de estabilizacion por grapas, en nuestro
€aso, no es una opcion adecuada.

Los cierres tipo lactama han sido analizados de manera extensa desde la década de los 90 en
lo referente a su capacidad de estabilizar la estructura helicoidal de péptidos e inducir mejoras
en la bioactividad y biodisponibilidad de los mismos. Un ejemplo claro son los péptidos
derivados de la nocioceptina que, al ser estabilizados con puentes lactama, aumentan su
potencial analgésico tras ser inyectados, demostrandose asi la estabilidad que este tipo de
cierres brinda a los péptidos dentro de los organismos (313). Dependiendo de la ubicacion
de los mismos, la presencia de puentes lactama en los derivados de TRL23 y 35 genera una
mejora marginal tanto en actividad como en dimerizacion, siendo las posiciones de ciclacion
3,7 (TRL39) y 4,8 (TRI1.44) las mas favorecedoras y los cierres 7,11 (TRL45) y 8,12 (TRL406)
los peores.

Aunque la restriccion conformacional de los péptidos lineales mediante la aproximacion de
grapas o clerres tipo lactama no mejor6 la potencia de los péptidos lineales de manera
significativa, si que aument6 su nivel de helicidad y, mas importante ain, los volvié mas
resistentes a la degradacion por proteasas aumentando su tiempo de vida medio en un orden
de magnitud con respecto a los prototipos TRL.23 y TRIL35.

Las simulaciones de dinamica molecular de los analogos lineales y ciclicos unidos a la
superficie del mondémero de TryR ofrecen una explicacion racional de la diferencia

encontrada entre los péptidos con cierres hidrocarbonados y aquellos con puentes lactama:

206



estos ultimos mantienen la orientaciéon correcta de la glutamina 5 mientras que los
hidrocarbonados no (240,314).

La estrategia de restriccion conformacional de los péptidos resulté adecuada para la
generacion de péptidos mas estables y resistentes con una actividad similar a la de los
péptidos prototipo. Sin embargo, la misma estrategia aplicada a TRL38 (péptido corto)
resulté en una pérdida absoluta de su actividad, tanto en los ensayos enzimaticos como en
los de dimerizacion.

Otro de los resultados mas llamativos durante esta exploracion fue la estabilizacion del
dimero de TryR por parte de los péptidos con cierres hidrocarbonados derivados de TRILL35.
Esta estabilizacion no parece ser debida a la formacion las grapas per se ya que el fenémeno
estabilizador también se observa en los precursores del péptido antes de que se dé la reaccion
de metatesis que forma la grapa. Recordemos que, con el fin de realizar la sintesis de los
péptidos grapados, en las posiciones de interés se introducen aminoacidos modificados de
naturaleza hidréfoba similares a alanina (314). Es por ello que el comportamiento
estabilizador podtia atribuirse a la naturaleza hidréfoba del péptido grapado y de su precursor
lineal.

Es posible plantear diversas hipdtesis sobre la conducta de estos péptidos. Podriamos
considerar que su naturaleza hidréfoba los dirige al sitio activo (también hidréfobo) de la
enzima, donde establecerian contacto con ambas subunidades, estabilizando la interaccion
entre las mismas. Sin embargo, el gran tamafio de los péptidos junto con su estructura en
hélice a dificultan este escenario.

Como mencionamos antes, el dimero en solucién es susceptible de exponer de manera
transitoria secciones hidréfobas que normalmente se encontrarfan enterradas y asociarse
consigo mismo o, en condiciones de laboratorio, con el recipiente que lo contiene. Esto en
ultima instancia lleva a una agregacién y/o precipitacion de la proteina que acatrea una
pérdida de actividad (310,315). Este efecto de perdida de dimero es contrastable en los
controles sin péptido inhibidor en el ensayo de dimerizacién en los que, tras 16 horas de
incubacioén, existe una pérdida de alrededor del 40% de dimero. Teniendo en cuenta lo
anterior, es posible plantear una hipotesis alternativa segun la cual los péptidos
estabilizadores se unirfan a estos parches hidréfobos actuando como chaperones moleculares
que evitarfan, de forma reversible, las interacciones que conducen a la agregacion inespecifica

de la proteina.
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Por tanto, la diferencia entre actividad disruptora y estabilizadora en los derivados de TRL35
vendria dada por un equilibrio entre fuerzas hidréfobas y electrostaticas, haciendo de un
péptido con capacidad de desestabilizar el dimero de TryR un estabilizador al aumentar su
naturaleza hidréfoba. De la misma forma, el péptido unido en estos parches inducirfa un
cambio conformacional que conduciria a una pérdida de actividad de la enzima. Existen
ejemplos como los de la timidilato sintetasa y la kinasa de EphA2, ambas proteinas diméricas,
en las que la unién de un péptido inhibitorio a la interfaz de dimerizacién provoca cambios
conformacionales que estabilizan el dimero e inhiben su actividad de forma alostérica
(316,317). Este tipo de inhibicién explicaria también por qué las curvas de inhibiciéon de los
péptidos grapados derivados de TRL35 describen un comportamiento lineal, mas similar al
encontrado con un inhibidor como la mepacrina, y no curvilineo, como en el caso de TRIL35.
Aunque este comportamiento dual de inhibicion/estabilizacién localizado en la misma
region de una protefna parece contraintuitivo, existen ejemplos como el de la proteina
adaptadora 14-3-3 que indican que en el mismo sitio pueden unirse moléculas que pueden

funcionar como estabilizadores e inhibidores (318).

5.5.2 De péptidos a moléculas pequeiias y la promiscuidad de TryR

El trabajo desarrollado en la optimizacion del péptido 3 inicial nos ha permitido obtener la
prueba de concepto que valida el uso de disruptores de dimerizacién como estrategia en el
desarrollo de moléculas con capacidad de inhibir la TryR. Sin embargo, el uso de los péptidos
esta ampliamente limitado por las pobres propiedades farmacocinéticas de estas grandes
estructuras (319,320). Por lo anterior, y teniendo en cuenta que la exploracién en lo referente
a variaciones en la secuencia, acortamiento de la misma y estabilizaciéon nos suministro las
referencias suficientes para determinar qué interacciones son las mas relevantes en la
interaccion del péptido con el monémero de TryR, utilizamos toda esta informaciéon para
intentar dar el salto desde péptido a molécula pequena (241). Para ello condensamos la
informacién obtenida en un modelo de farmacoforo que tuviera en cuenta 3 premisas: i) la
relevancia de la lisina en la posicién 2, ii) la importancia de la glutamina en posicion 5 vy iii) la
influencia de la isoleucina 9 en los péptidos cortos. Un cribado virtual de mas de 200 000
compuestos empleando este modelo farmacoférico condujo a la identificacion de
aproximadamente 100 moléculas que, tras ser curadas de forma manual, derivaron en 17 hits
de interés. La evaluacion experimental de estas 17 moléculas mostré que solo 3 posefan

potencial inhibitorio (TRL66, TRLG69 y TRL70). TRL6Y es el compuesto mas potente,
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aunque sus valores de Cl;; (48 uM) estan todavia muy alejados de los de TRL35 y TRL38
(1.4 y 3.6 uM respectivamente). En el caso del ensayo de dimerizaciéon nos encontramos de
nuevo con un fenémeno de estabilizacion del dimero, pero en este caso mas pronunciado
que el observado por parte de los péptidos grapados. Como discutimos anteriormente en el
caso de la estabilizacion del dimero por parte de los péptidos, una de las primeras hipotesis
a tener en cuenta ante este comportamiento es la que supone el alojamiento de las moléculas
en el sitio activo. El gran tamafio de los péptidos grapados supone un serio handicap para la
aceptacion de esta hipotesis pero, en el caso de las moléculas pequefias (50% mas pequenas
que TS,) esta explicaciéon es mucho mas plausible. Los ensayos de dimerizacioén en presencia
de mepacrina (la mepacrina se une al centro activo sin causar estabilizaciéon del dimero)
demostraron que esta compite con la uniéon de nuestras moléculas y elimina su efecto
estabilizador, lo que permite concluir que todas ellas comparten el mismo sitio de unién
(116). Por tanto, las moléculas pequefias seleccionadas tras nuestro proceso de cribado se
alojan en sitio activo de la TryR interaccionando con ambas subunidades y estabilizando la
conformaciéon dimérica de la enzima. Aunque estos resultados no eran los esperados,
demuestran de primera la mano lo promiscuo que es el sitio activo de la TryR, potenciando
nuestro interés en inhibidores no clasicos para esta enzima.

Es interesante sefalar que el modelo farmacoférico planteado en esta tesis esta sirviendo de

base para el desarrollo “/uteligente” de nuevos peptidomiméticos con excelente potencial

inhibitorio de TryR.

5.6 TryR y hGluR: Igualmente distintas

Aunque la TryR y la GluR son enzimas con sustratos mutuamente excluyentes, estas enzimas
son tan similares desde el punto de vista estuctural que es posible hacer que la Glutation
Reductasa humana y la de E.co/i catalicen la reducciéon de tripanotiéon tras un reducido
numero de mutaciones (321,322). Por lo anterior, es importante caracterizar el efecto de
nuestros inhibidores (no dirigidos al sitio activo de la enzima) en hGIluR. Para ello
expresamos y purificamos hGluR en nuestro laboratorio y evaluamos sobre ella los péptidos
inhibitorios descritos en esta memoria. Curiosamente, al revisar la literatura nos encontramos
con que, de forma consistente, la expresion en E. co// de glutation reductasas procedentes de
diversas especies se ha realizado siempre en una cepa que tiene delecionado el gen gor
bacteriano (GluR de E.co/i ) y que fue desarrollada en los anos 80 (94,275,323-325) . No

sabemos si esto se debe al temor de que al expresar de forma simultinea la GluR
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recombinante otras especie junto a la GluR de E.co/i se puedan producir especies hibridas de
la enzima o al propio procedimiento de purificacién, basado en el empleo de columnas con
2’5" ADP-Sepharosa, que conducirfa a la copurificaciéon de ambas enzimas (326). En nuestro
caso, la hGluR recombinante fue producida de forma analoga a como se expresa y purifica
la TryR del parasito, obteniéndose una enzima que muestra las mismas constantes cinéticas
tanto para NADPH como para GSH reportadas para la GluR humana. Con respecto a las
actividades de los sistemas TtryR/ T(SH), y hGluR/ GSH es sabido que aunque el GSH es
un mejor nucleéfilo que el T(SH), este ultimo es mas reactivo al permanecer ionizado en un
rango mas amplio de pH. Ademas, la mayor velocidad de oxidaciéon del tripanotiéon cuando
se emplea DTNB deja patente que la naturaleza intramolecular de la oxidacién del segundo
tiol del tripanotién hace que este sea mucho mas efectivo en su labor reductora que el
glutation (77). Es interesante, sin embargo, comprobar de primera mano cémo estas
caracteristicas del tripanotién permiten la implementacién del ensayo de actividad acoplado
al DTNB sin ningun problema y como, al intentarlo en hGluR, la ralentizacién en la
oxidacién de las especies intermediarias GS-TNB por una segunda molécula de GSH hace
inviable la utilizacién de esta aproximacién. Ademas, nuestros resultados nos permiten
postular que las especies intermediarias producidas que tardan mas tiempo en resolverse (GS-

TNB) tienen un efecto en la afinidad de la GluR por el NADPH (Ver apartado 4.8.2).

5.6.1 TRL35 discrimina entre TryR y hGluR

Tras la implementacién y validacion de un ensayo estandar de evaluacion de la actividad de
la hGluR mediante el seguimiento por espectrofotometria de la oxidacion de NADPH,
determinamos la capacidad inhibitoria de los péptidos TRLL23 (2E), TRL.35(2K) y el péptido
scrambled TRIL42. Los ensayos de inhibicion de la actividad enzimatica en ausencia de
preincubacién no fueron capaces de detectar ninguna actividad inhibitoria en nuestros
péptidos. Sin embargo, sabemos que su comportamiento y su interaccion con la proteina
puede verse favorecido con el tiempo, tal y como ocurre en los ensayos de dimerizaciéon de
TryR. Por ello realizamos preincubaciones de péptidos y enzima a concentraciones mas altas
y por un tiempo mas prolongado, observando que TRIL23 tiene un efecto deletéreo en la
actividad mientras que TRL35 y TRL42 se comportan exactamente igual que el control sin
péptido. Es muy relevante que el simple cambio del residuo de glutimico presente en la
posicion 2 de TRLL23 (residuo original en la hélice de la interfaz de dimerizacién) por una

lisina en TRIL35 sea responsable de la dramatica diferencia observada en la actividad de estos
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péptidos frente a ambas enzimas. Este resultado es un muy buen indicador de la posibilidad
de inhibir la enzima del parasito sin afectar a la contraparte humana y constituye un estimulo
para el desarrollo de estrategias similares que puedan resultar utiles en otros escenarios en
los que la inhibicién de la Glutation Reductasa es importante, como en el caso de las
infecciones por Plasmodium o el desarrollo de algunos tumores (141,327-330).

Cabe recordar que en el caso de la hGluR existe un enlace disulfuro entre las cisteinas 90 que
une ambas subunidades de forma covalente haciendo la conformacién dimérica mucho mas

estable y restringiendo los movimientos de esta (299,331).

5.7 TRL35 inhibe la TryR mediante un mecanismo no competitivo

irreversible que causa la precipitacion de la enzima inactiva

A pesar de saber con certeza que el TRL35 interacciona con la TryR llevando a la enzima a
perder su conformacién dimérica y perder su actividad, hasta que no se cuente con un cristal
de la proteina acomplejado con el inhibidor que demuestre coémo se da la interaccion entre
péptido y enzima, las hipotesis que planteemos con respecto a esta interaccion seran tan
buenas como los datos experimentales y la literatura que nos ayuden a explicarlas. Sin
embargo, la bioquimica nos provee de poderosas herramientas que, a partir de estudios de
cinética enzimatica, nos permiten hacer una aproximacién muy precisa al modo de acciéon de
nuestros péptidos. En nuestro caso, los datos de las cinéticas de inhibicién de la TryR por
TRIL35 no pudieron ser ajustados a los modelos clasicos de inhibiciéon. En ningin momento
debe de plantearse que el seguimiento de la actividad de la enzima acoplada a la reduccion
del DTNB no es apto para este tipo de estudios, ya que en las mismas condiciones nuestro
control con mepacrina describié con éxito el modelo competitivo de inhibicién que esta
molécula exhibe.

Como ya habfamos mencionado con anterioridad, las curvas de actividad que describen la
reaccion en presencia de TRIL35 son similares a las descritas por el 6xido de merlasen, que
es un inhibidor tiempo dependiente de la TryR que tiene como diana el sitio activo de la
enzima. Curiosamente, en la publicacién en la que se describe la reaccién acoplada a DTNB
también describen inhibidores tiempo-dependientes como la lunarina y un derivado de esta,
el PK43 (245).

Al recurrir a un modelo de inhibicién mas complejo, como lo es la inhibicién tiempo
dependiente, en el que se tiene en cuenta la funcién curvilinea producto del proceso lento de

inhibicién que genera un cambio de las velocidades durante el transcurso de la reaccion, el
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ajuste de nuestros datos probo ser consistente con este mecanismo. Los resultados de este
analisis nos dicen que el TRLL35 es un inhibidor irreversible no competitivo de la tripanotién
reductasa con una K, de 0.5 uM, muy inferior a los 304 uM de la lunarina, los 59 uM del
PK43 y los 18 uM del 6xido de merlasen (245). Una de las implicaciones mas importantes
de que la inhibicién sea de naturaleza no competitiva es que corrobora de manera inequivoca
que el inhibidor peptidico es capaz de unirse tanto a la enzima sola (ensayo de dimerizacion)
como a la enzima acomplejada con el sustrato (ensayo de actividad). Esta explicacion desde
la cinética enzimatica es completamente compatible con la hipétesis de inhibicién planteada
a lo largo de este trabajo.

Las inhibiciones tiempo dependientes de tipo irreversible estan basadas en un mecanismo
que contempla una modificaciéon permanente de la enzima tras su unién al inhibidor que
conduce a una modificacién irreversible de la misma (230). Teniendo en cuenta que tras la
incubacién de TryR con TRL35 es comun observar un precipitado en la solucién, nos
planteamos una hipotética inhibicién irreversible causada por la precipitacion de la enzima.
Tras incubar la TryR con diferentes moléculas inhibitorias como mepacrina, TRI.23, TRL35
y el control scrambled TRI.42, comprobamos que solo TRL35 tiene la capacidad de generar
una completa disrupcién del dimero de TryR y llevar a la enzima a un punto de no retorno
que, postulamos, es debido a la precipitacion sus especies monoméricas. El hecho de que la
irreversibilidad de la actividad venga dada por una precipitacion de la enzima tras la pérdida
de su forma dimérica nos confirma, una vez mas, la naturaleza disruptiva de los dimeros por

parte del TRL35.

5.8 Observaciones Finales

Los resultados obtenidos en la presente Tesis demuestran que la unién de TRIL35 a la enzima
induce en ella una serie de cambios conformacionales que son dependientes de la correcta
distribucion de grupos hidréfobos, de la carga y de la flexibilidad estructural del péptido. Es
probable que durante la unién de TRL35 a la enzima se produzcan modificaciones
estructurales en busca de la conformaciéon mas adecuada para su interacciéon con la interfaz
de dimerizacion y que la estructura final no suponga una conformacion de hélice o canénica.
Esto explicarfa porque los péptidos conformacionalmente restringidos pueden unirse a la
enzima, pero no pueden desdimerizarla o, por lo menos, no al nivel de TRL35.

La acusada aceleracion del proceso de inactivacion cuando la enzima esta implicada en el

proceso de catalisis sugiere que los probables movimientos de la enzima durante este proceso
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facilitan el acceso, y por tanto la interaccion, del péptido a la interfaz de dimerizacion. Parece
razonable suponer que una de las gufas mas importantes en el proceso de ubicacién dinamica
del péptido en la interfaz este dada por la lisina en posicion 2, lo que explicaria la potencia

de TRL35 en comparacién con la de TRLL23.

Los resultados aqui presentados nos llevan a concluir que TRL35 interacciona con la interfaz
de dimerizaciéon de la tripanotién reductasa de Lezhmania infantum desestabilizando la
conformaciéon dimérica de esta y causando una pérdida irreversible de actividad como

consecuencia de la precipitacién de sus monémeros.
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CONCLUSIONES
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)

2)

3)

4

5)

0)

7)

La presencia de NADP" en el medio de reaccion es imprescindible para que la TryR
de L. infantum ejerza su actividad catalitica en los ensayos 7 vitro con la enzima

purificada.

La sustitucion del glutamico en posicion 2 por una lisina en un péptido prototipo de
13 aminoacidos, derivado de una hélice o que forma parte de la interfaz de
dimerizacion de TryR, mejora drasticamente su capacidad de desestabilizar el dimero

e inhibir su actividad catalitica.

La glutamina 5 del péptido resultante, TRIL35, es un aminoacido que ha demostrado
ser esencial para la interaccion con la enzima, a pesar de que su equivalente en TryR,

la GIn439, no es un hot spot de dimerizacion.

Los derivados de TRLL35 con conformacion restringida, por la introduccion de grapas
o puentes lactama, tienen un indice de helicidad mas alto que el péptido prototipo y
una mayor resistencia a la digestion por proteinasa K. Sin embargo, estas
restricciones disminuyen la capacidad inhibitoria del péptido, lo que sugiere que la

existencia de cierta flexibilidad es importante para su actividad.

La actividad inhibitoria de TRL35 no se ve reducida sustancialmente por el
acortamiento de su secuencia desde el extremo C-terminal mientras se mantengan
los 9 primeros aminoacidos. Este comportamiento revela la importancia de la

isoleucina 9 en la interacciéon del péptido con la enzima.

La identificacién de las posiciones 2, 5y 9 de TRL35 como las mas relevantes para
su interaccion con la proteina nos ha permitido generar un farmacéforo con el que

se han realizado cribados virtuales de quimiotecas y se podran disefiar nuevos

inhibidores de TryR.
La capacidad de TRL35 de inhibir a la TryR silvestre en un ambiente molecularmente

complejo, como son los extractos celulares de promastigotes de L. znfantum,

demuestra una alta especificidad de este péptido por su diana.
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8) A pesar de la similitud estructural entre la TryR estudiada y la GluR humana, TRL.35

solo muestra capacidad para inhibir la enzima del parasito.

9) La capacidad de TRIL35 para desestabilizar la estructura dimérica de TryR se ve

drasticamente aumentada cuando la enzima esta ejerciendo su actividad catalitica.

10) TRL35 es un inhibidor no competitivo, de unién lenta, de la TryR de L. infantum.

11) La disrupcién del dimero de TryR es un proceso no reversible que conduce a la

precipitacion de la enzima.

12) La inhibicién de la TryR de L. énfantum mediante la disrupciéon de su estructura
dimérica constituye una estrategia novedosa que puede conducir al desarrollo de

nuevos farmacos antileishmania.
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Tripanotion Reductasa H

Plasmido

T7
‘ ATG
— HIS lgg

BamHI ELEMENTO SITIO

Promotor T7 20
ATG inicial 100
—TryRH His Tag 112
pRSET A TryR H BamHI 203
4338 bp HindIII 1685
Stop 1681
B lactamasa
HindIII
Oligonucleotidos
Forward CCCGGATCCATGTCCCGCGCGTACGA
Reverse CCCAAGCTTTCAGAGGTTGCTGCTGA
Gen

En azul se muestra la secuencia que codifica para el HIS 7zg y en verde el ATG inicial de la

TryR.

ATGCGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGG
ATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCGAT GGGGATCC-TCCCGCGCGTACGACCTCGTGGTGCTTGG
CGCCGGATCTGGAGGTCTGGAGGCGGGATGGAACGCGGCCGTCACGCACAAGAAGAAGGTGGCCGTCGTC
GATGTGCAGGCGACGCACGGTCCGCCGCTCTTCGCTGCGCTCGGCGGCACGTGCGTGAACGTCGGCTGCG
TGCCAAAGAAACTCATGGTGACAGGTGCCCAGTACATGGACCTGATCCGTGAGTCTGGCGGCTTCGGATG
GGAGATGGACCGCGAATCGCTCTGCCCCAACTGGAAGACGCTCATCGCCGCGAAGAACAAGGTGGTGAAC
AGCATCAACGAGAGCTACAAGAGCATGTTCGCTGATACGGAGGGCCTCAGCTTTCACATGGGCTTCGGTG
CCCTTCAAGACGCTCACACGGTGGTGGTGCGCAAGTCGGAAGACCCACACAGCGACGTGCTGGAGACCCT
CGACACGGAGTACATCCTCATTGCCACCGGCTCCTGGCCGACGCGCCTCGGAGTCCCCGGCGACGAGTTC
TGCATCACGAGCAACGAGGCCTTCTACCTCGAGGATGCCCCCAAGCGGATGCTGTGCGTCGGCGGCGGCT
ACATCGCCGTTGAGTTTGCCGGCATCTTCAACGGCTACAAGCCCTGCGGTGGCTATGTCGACCTGTGCTA
CCGCGGCGATCTTATTTTGCGCGGCTTCGATACAGAGGTGCGCAAGAGCCTGACGAAGCAGCTGGGGGCG
AACGGAATAAGAGTGCGTACAAACTTGAACCCGACGAAGATCACGAAGAATGAGGACGGCTCGAATCACG
TTCACTTCAACGATGGCACGGAGGAGGACTACGATCAGGTCATGCTCGCGATCGGTCGCGTGCCGCGCTC
GCAGGCACTACAGCTCGACAAGGCCGGCGTCCGAACAGGAAAGAACGGTGCCGTGCAGGTCGACGCGTAT
TCGAAGACATCGGTGGACAACATCTACGCCATCGGCGACGTGACGAACCGCGTGATGTTGACGCCGGTGG
CCATCAACGAAGGCGCCGCCTTCGTTGAAACCGTCTTCGGTGGCAAGCCCCGCGCCACCGACCACACGAA
GGTCGCGTGCGCCGTGTTCTCCATACCGCCGATCGGCACGTGCGGCATGACGGAGGAGGAGGCGGCGAAG
AACTACGAAACCGTCGCCGTGTACGCGAGCTCCTTCACGCCCCTTATGCACAACATCAGCGGCAGCAAGC
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ACAAGGAATTCATGATCCGCATCATCACGAACGAATCCAACGGCGAGGTTCTGGGTGTTCACATGCTCGG
CGACAGTGCGCCTGAGATCATCCAGAGCGTCGGCATTTGCATGAAGATGGGTGCCAAGATCAGCGACTTC
CACAGCACCATCGGAGTCCACCCGACGAGCGCCGAGGAGCTCTGCTCCATGCGCACCCCAGCGTACTTCT
ACGAGAGTGGCAAGCGCGTCGAAAAGCTCAGCAGCAACCTC*

Proteina

En azul se muestra la secuencia que codifica para el HIS 7sg y en verde la metionina inicial

de la TryR.

MRGSHHHHHHGMASMTGGQOMGRDLYDDDDKDRWGSMSRAYDLVVLGAGSGGLEAGWNAAVTYKKKVAV I
DAQATHGPPFFAALGGTCVNVGCVPKKLMVTGAQYMDLIRESGGEFGWEMNRESLCPNWKTLIAAKNKVVN
DINESYKSMFADTEGLSFHMGFGALQDAHTVLVRKSEDPNSDVLETLDTEYILIATGSWPTRLGVPGDEF
CITSNEAFYLEDAPKRMLCVGGGYIAVEFAGIFNGYKPRGGYVDLCYPGDLILRGFDTEVRKSLTKQLGA
NGIRVRTNLNPTKITKNEDGSNHVHEFNDGTEEDYDQVMLAIGRVPRSQALQLDKVGVQTGKNGAVQVDAY
SKTSVDNIYAIGDVTNRVMLTPVAINEGAAFVETVEGGKPRATDHTKVACAVESIPPIGTCGMTEEAAAK
NHETVAVYESCEFTPLMHNISGSKHKEFMIRIITNQPTGEVLGVHMLGDSAPETITIQSVGICMKMGAKISDFE
HSTIGVHPTSAEELCSMHTPAYFYESGKRVEKLSSNL

Propiedades de la Proteina

Analisis Proteina Completa
Tamafio 527

Peso Molecular (MW) 57176.90 Da

1pg 17.490 pMoles
Coeficiente de Extincion Molar 51530

1 A[280] 1.11 mg/ml

A[280] de 1 mg/ml 0.90 AU

Punto Isoeléctrico 5.89

CargaapH 7.0 -10.62
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Tripanotion Reductasa F

Plasmido
HindIII
TrvR F o Aminoglucésido
AN " Quinasa ELEMENTO SITIO
Promotor T7 4984
FLAG fag \ FLAG Tag 5114
BamHl —\ pET 24 d>a TryR F \‘\] BamHI 5107
A 6791 bp J HindIII 6614
/ \ //
Promotor T7 \ // Stop 6611
Oligonucleotidos

Forward GGGGAGCTCGATTACAAGGATGACGATGACAAGATGGCCCTGCTGCCCCGAGC

Reverse GGGAAGCTTTCAACGAAGTGTGACCAGC

Gen

En rojo se muestra la secuencia que codifica para el FLAG fag y en verde el ATG inicial de

la TryR.

ATGACTGGTGGACAGCARATGGGTCGCGGATCC B ATC rccCcGCGCG
TACGACCTCGTGGTGCTTGGCGCCGGATCTGGAGGTCTGGAGGCGGGATGGAACGCGGCCGTCACGCACA
AGRAGAAGGTGGCCGTCGTCGATGTGCAGGCGACGCACGGTCCGCCGCTCTTCGCTGCGCTCGGCGGCAC
GTGCGTGAACGTCGGCTGCGTGCCAAAGAAACTCATGGTGACAGGTGCCCAGTACATGGACCTGATCCGT
GAGTCTGGCGGCTTCGGATGGGAGATGGACCGCGAATCGCTCTGCCCCAACTGGAAGACGCTCATCGCCG
CGAAGAACAAGGTGGTGAACAGCATCAACGAGAGCTACAAGAGCATGTTCGCTGATACGGAGGGCCTCAG
CTTTCACATGGGCTTCGGTGCCCTTCAAGACGCTCACACGGTGGTGGTGCGCAAGTCGGARGACCCACAC
AGCGACGTGCTGGAGACCCTCGACACGGAGTACATCCTCATTGCCACCGGCTCCTGGCCGACGCGCCTCG
GAGTCCCCGGCGACGAGTTCTGCATCACGAGCARCGAGGCCTTCTACCTCGAGGATGCCCCCAAGCGGAT
GCTGTGCGTCGGCGGCGGCTACATCGCCGTTGAGTTTGCCGGCATCTTCARCGGCTACAAGCCCTGCGGT
GGCTATGTCGACCTGTGCTACCGCGGCGATCTTATTTTGCGCGGCTTCGATACAGAGGTGCGCAAGAGCC
TGACGAAGCAGCTGGGGGCGAACGGAATAAGAGTGCGTACAAACTTGAACCCGACGAAGATCACGAAGAA
TGAGGACGGCTCGAATCACGTTCACTTCAACGATGGCACGGAGGAGGACTACGATCAGGTCATGCTCGCG
ATCGGTCGCGTGCCGCGCTCGCAGGCACTACAGCTCGACAAGGCCGGCGTCCGAACAGGARAGAACGGTG
CCGTGCAGGTCGACGCGTATTCGAAGACATCGGTGGACAACATCTACGCCATCGGCGACGTGACGAACCG
CGTGATGTTGACGCCGGTGGCCATCAACGAAGGCGCCGCCTTCGTTGAAACCGTCTTCGGTGGCAAGCCC
CGCGCCACCGACCACACGAAGGTCGCGTGCGCCGTGTTCTCCATACCGCCGATCGGCACGTGCGGCATGA
CGGAGGAGGAGGCGGCGAAGAACTACGAAACCGTCGCCGTGTACGCGAGCTCCTTCACGCCCCTTATGCA
CAACATCAGCGGCAGCAAGCACAAGGAATTCATGATCCGCATCATCACGAACGAATCCAACGGCGAGGTT
CTGGGTGTTCACATGCTCGGCGACAGTGCGCCTGAGATCATCCAGAGCGTCGGCATTTGCATGAAGATGG
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GTGCCAAGATCAGCGACTTCCACAGCACCATCGGAGTCCACCCGACGAGCGCCGAGGAGCTCTGCTCCAT
GCGCACCCCAGCGTACTTCTACGAGAGTGGCAAGCGCGTCGAAAAGCTCAGCAGCAACCTC

Proteina

En rojo se muestra la secuencia que codifica para el FLAG #4gy en verde la metionina inicial

de la TryR.

MASMTGGQOMGRG S| BEIBIRN S RA Y DLVVLGAGSGGLEAGWNAAVT YKKKVAVIDAQATHGPPFFAAL
GGTCVNVGCVPKKLMVTGAQYMDLIRESGGFGWEMNRESLCPNWKTLIAAKNKVVNDINESYKSMFADTE
GLSFHMGFGALQDAHTVLVRKSEDPNSDVLETLDTEYILIATGSWPTRLGVPGDEFCITSNEAFYLEDAP
KRMLCVGGGYIAVEFAGIFNGYKPRGGYVDLCYRGDLILRGFDTEVRKSLTKQLGANGIRVRTNLNPTKI
TKNEDGSNHVHFNDGTEEDYDQVMLAIGRVPRSQALQLDKVGVQTGKNGAVQVDAYSKTSVDNIYAIGDV
TNRVMLTPVAINEGAAFVETVFGGKPRATDHTKVACAVFSIPPIGTCGMTEEAAAKNHETVAVYESCFTP
LMHNISGSKHKEFMIRIITNQPTGEVLGVHMLGDSAPEIIQSVGICMKMGAKISDFHSTIGVHPTSAEEL
CSMHTPAYFYESGKRVEKLSSNL

Propiedades de la Proteina

Analisis Proteina Completa
Tamafio 513 aa

Peso Molecular (MW) 55482.13

1pg 18.024 pMoles
Coeficiente de Extincion Molar 45840

1 A[280] 1.21 mg/ml

A[280] de 1 mg/ml 0.83 AU

Punto Isoeléctrico 5.68

CargaapH 7.0 -10.14
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Tripanotion Reductasa Para Cristalizacion

Plasmido

T7 ATG
/| HIS 1ag
‘ 17 tag

S ELEMENTO SITIO
= BamHI

- Promotor T7 20
. Sitio de corte
LEVLFQ e ATG inicial 100
4
/ His Tag 112
//// — TI')’R H
{ pRSET A TryR H T7 tag 133
Cristalizacion BamHI 203
4362 b
P Sitio Corte 208
P HindIII 1709
B lactamase Stop 1705
. — \3'
HindIII

Oligonucleotidos

Forward GGGGGATCCCTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCATGTCCCGCGCGTACGA

Reverse CCCAAGCTTTCAGAGGTTGCTGCTGA

Gen
En azul se muestra la secuencia que codifica para el HIS 7sg, en amarillo el sitio de corte de

la proteasa y en verde el ATG inicial de la TryR.

ATGCGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGG
ATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCGAT GGGGATCCCTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCC-TCCCG
CGCGTACGACCTCGTGGTGCTTGGCGCCGGATCTGGAGGTCTGGAGGCGGGATGGAACGCGGCCGTCACG
CACAAGAAGAAGGTGGCCGTCGTCGATGTGCAGGCGACGCACGGTCCGCCGCTCTTCGCTGCGCTCGGCG
GCACGTGCGTGAACGTCGGCTGCGTGCCAAAGAAACTCATGGTGACAGGTGCCCAGTACATGGACCTGAT
CCGTGAGTCTGGCGGCTTCGGATGGGAGATGGACCGCGAATCGCTCTGCCCCAACTGGAAGACGCTCATC
GCCGCGAAGAACAAGGTGGTGAACAGCATCAACGAGAGCTACAAGAGCATGTTCGCTGATACGGAGGGCC
TCAGCTTTCACATGGGCTTCGGTGCCCTTCAAGACGCTCACACGGTGGTGGTGCGCAAGTCGGAAGACCC
ACACAGCGACGTGCTGGAGACCCTCGACACGGAGTACATCCTCATTGCCACCGGCTCCTGGCCGACGCGC
CTCGGAGTCCCCGGCGACGAGTTCTGCATCACGAGCAACGAGGCCTTCTACCTCGAGGATGCCCCCAAGC
GGATGCTGTGCGTCGGCGGCGGCTACATCGCCGTTGAGTTTGCCGGCATCTTCAACGGCTACAAGCCCTG
CGGTGGCTATGTCGACCTGTGCTACCGCGGCGATCTTATTTTGCGCGGCTTCGATACAGAGGTGCGCAAG
AGCCTGACGAAGCAGCTGGGGGCGAACGGAATAAGAGTGCGTACAAACTTGAACCCGACGAAGATCACGA
AGAATGAGGACGGCTCGAATCACGTTCACTTCAACGATGGCACGGAGGAGGACTACGATCAGGTCATGCT
CGCGATCGGTCGCGTGCCGCGCTCGCAGGCACTACAGCTCGACAAGGCCGGCGTCCGAACAGGAAAGAAC
GGTGCCGTGCAGGTCGACGCGTATTCGAAGACATCGGTGGACAACATCTACGCCATCGGCGACGTGACGA
ACCGCGTGATGTTGACGCCGGTGGCCATCAACGAAGGCGCCGCCTTCGTTGAAACCGTCTTCGGTGGCAA
GCCCCGCGCCACCGACCACACGAAGGTCGCGTGCGCCGTGTTCTCCATACCGCCGATCGGCACGTGCGGL
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ATGACGGAGGAGGAGGCGGCGAAGAACTACGAAACCGTCGCCGTGTACGCGAGCTCCTTCACGCCCCTTA
TGCACAACATCAGCGGCAGCAAGCACAAGGAATTCATGATCCGCATCATCACGAACGAATCCAACGGCGA
GGTTCTGGGTGTTCACATGCTCGGCGACAGTGCGCCTGAGATCATCCAGAGCGTCGGCATTTGCATGAAG
ATGGGTGCCAAGATCAGCGACTTCCACAGCACCATCGGAGTCCACCCGACGAGCGCCGAGGAGCTCTGCT
CCATGCGCACCCCAGCGTACTTCTACGAGAGTGGCAAGCGCGTCGAAAAGCTCAGCAGCAACCTC*

Proteina (tras escision)

En verde la metionina inicial de la TryR.

GPMSRAYDLVVLGAGSGGLEAGWNAAVTHKKKVAVVDVQATHGPPLFAALGGTCVNVGCVPKKLMVTGAQ
YMDLIRESGGFGWEMDRESLCPNWKTLIAAKNKVVNSINESYKSMFADTEGLSFHMGFGALQDAHTVVVR
KSEDPHSDVLETLDTEYILIATGSWPTRLGVPGDEFCITSNEAFYLEDAPKRMLCVGGGYIAVEFAGIEN
GYKPCGGYVDLCYRGDLILRGEFDTEVRKSLTKQLGANGIRVRTNLNPTKITKNEDGSNHVHFNDGTEEDY
DOQVMLAIGRVPRSQALQLDKAGVRTGKNGAVQVDAYSKTSVDNIYAIGDVTNRVMLTPVAINEGAAFVET
VFGGKPRATDHTKVACAVFSIPPIGTCGMTEEEAAKNYETVAVYASSFTPLMHNISGSKHKEFMIRIITN
ESNGEVLGVHMLGDSAPEITIQSVGICMKMGAKISDFHSTIGVHPTSAEELCSMRTPAYEFYESGKRVEKLS
SNL

Propiedades de la Proteina (tras escision)

Analisis Proteina Completa
Tamafio 493 aa

Peso Molecular (MW) 53176.82 Da

1pg 18.805 pMoles
Coeficiente de Extincion Molar 44560

1 A[280] 1.19 mg/ml

A[280] de 1 mg/ml 0.84 UA

Punto Isoeléctrico 5.85

CargaapH 7.0 -8.14
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Glutation Reductasa Humana H

Plasmido

T7-Promotor

ATG
~_HIS #ag
- ELEMENTO SITIO
Xho I Promotor T7 20
ATG inicial 100
pRSET A hGluR H Xhol 212
4311 bp HindIII 1658
Stop 1654
B lactamasa
HindIII
Oligonucleotidos
Forward GGGCTCGAGATGGCCCTGCTGCCCCGA
Reverse GGGCTCGAGATGGCCTGCAGGCAGGAGCC
Gen

En azul se muestra la secuencia que codifica para el HIS 7zg y en verde el ATG inicial de la

GluR humana.

ATGCGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGG
ATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCGAT GGGGATCCGAGCTCGAG-GCCTGCAGGCAGGAGCCGCA
GCCGCAGGGCCCGCCGCCCGCTGCTGGCGCCGTGGCCTCCTATGACTACCTGGTGATCGGGGGCGGCTCG
GGCGGGCTGGCCAGCGCGCGCAGGGCGGCCGAGCTGGGTGCCAGGGCCGCCGTGGTGGAGAGCCACAAGC
TGGGTGGCACTTGCGTGAATGTTGGATGTGTACCCAAAAAGGTAATGTGGAACACAGCTGTCCACTCTGA
ATTCATGCATGATCATGCTGATTATGGCTTTCCAAGTTGTGAGGGTAAATTCAATTGGCGTGTTATTAAG
GAAAAGCGGGATGCCTATGTGAGCCGCCTGAATGCCATCTATCAAAACAATCTCACCAAGTCCCATATAG
AAATCATCCGTGGCCATGCAGCCTTCACGAGTGATCCCAAGCCCACAATAGAGGTCAGTGGGAAAAAGTA
CACCGCCCCACACATCCTGATCGCCACAGGTGGTATGCCCTCCACCCCTCATGAGAGCCAGATCCCCGGT
GCCAGCTTAGGAATAACCAGCGATGGATTTTTTCAGCTGGAAGAATTGCCCGGCCGCAGCGTCATTGTTG
GTGCAGGTTACATTGCTGTGGAGATGGCAGGGATCCTGTCAGCCCTGGGTTCTAAGACATCACTGATGAT
ACGGCATGATAAGGTACTTAGAAGTTTTGATTCAATGATCAGCACCAACTGCACGGAGGAGCTGGAGAAC
GCTGGCGTGGAGGTGCTGAAGTTCTCCCAGGTCAAGGAGGTTAAAAAGACTTTGTCGGGCTTGGAAGTCA
GCATGGTTACTGCAGTTCCCGGTAGGCTACCAGTCATGACCATGATTCCAGATGTTGACTGCCTGCTCTG
GGCCATTGGGCGGGTCCCGAATACCAAGGACCTGAGTTTAAACAAACTGGGGATTCAAACCGATGACAAG
GGTCATATCATCGTAGACGAATTCCAGAATACCAACGTCAAAGGCATCTATGCAGTTGGGGATGTATGTG
GAAAAGCTCTTCTTACTCCAGTTGCAATAGCTGCTGGCCGAAAACTTGCCCATCGACTTTTTGAATATAA
GGAAGATTCCAAATTAGATTATAACAACATCCCAACTGTGGTCTTCAGCCACCCCCCTATTGGGACAGTG
GGACTCACGGAAGATGAAGCCATTCATAAATATGGAATAGAAAATGTGAAGACCTATTCAACGAGCTTTA
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CCCCGATGTATCACGCAGTTACCAAAAGGAAAACAAAATGTGTGATGAAAATGGTCTGTGCTAACAAGGA
AGAAAAGGTGGTTGGGATCCATATGCAGGGACTTGGGTGTGATGAAATGCTGCAGGGTTTTGCTGTTGCA
GTGAAGATGGGAGCAACGAAGGCAGACTTTGACAACACAGTCGCCATTCACCCTACCTCTTCAGAAGAGC
TGGTCACACTTCGT™*

Proteina

En azul se muestra la secuencia que codifica para el HIS 7sg y en verde la metionina inicial

de la hGluR.

MRGSHHHHHHGMASMTGGQOMGRDLYDDDDKDRWGSELEMALLPRALSAGAGPSWRRAARAFRGFLLLLP
EPAALTRALSRAMACRQEPQPQGPPPAAGAVASYDYLVIGGGSGGLASARRAAELGARAAVVESHKLGGT
CVNVGCVPKKVMWNTAVHSEFMHDHADYGEFPSCEGKEFNWRVIKEKRDAYVSRLNAIYQONNLTKSHIEIIR
GHAAFTSDPKPTIEVSGKKYTAPHILIATGGMPSTPHESQIPGASLGITSDGFFQLEELPGRSVIVGAGY
IAVEMAGILSALGSKTSLMIRHDKVLRSEFDSMISTNCTEELENAGVEVLKESQVKEVKKTLSGLEVSMVT
AVPGRLPVMTMIPDVDCLLWAIGRVPNTKDLSLNKLGIQTDDKGHIIVDEFONTNVKGIYAVGDVCGKAL
LTPVATAAGRKLAHRLFEYKEDSKLDYNNIPTVVESHPPIGTVGLTEDEATHKYGIENVKTYSTSEFTPMY
HAVTKRKTKCVMKMVCANKEEKVVGIHMOGLGCDEMLQGFAVAVKMGATKADFDNTVAIHPTSSEELVTL
R

Propiedades de la Proteina

Analisis Proteina Completa
Tamafio 561 aa

Peso Molecular (MW) 60754.03 Da

1pg 16.460 pMoles
Coeficiente de Extincion Molar 47570

1 A[280] 1.28 mg/ml

A[280] de 1 mg/ml 0.78 AU

Punto Isoeléctrico 8.23

CargaapH 7.0 4.65
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ANEXO II - Desarrollo y validacion del ensayo de
actividad TryR
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Determinacion de las concentraciones saturantes de NADPH y TS;

Debido a que la TryR utiliza dos sustratos (NADPH y TS,), era necesario determinar las
concentraciones saturantes de ambos con el fin de poder establecer las contantes cinéticas
de la enzima recombinante y contrastar estos valores con los reportados en la literatura.
Para esto se utilizaron diferentes concentraciones tanto de TS, (400 pM — 500 uM) como de
NADPH (144 uM — 300 uM). Como se observa en la Figura A.1 A, una concentraciéon de
400 uM de TS, satura por completo a la enzima, por lo que se decidi6 usar esta concentracion
para hallar la K; para NADPH. De la misma forma, la saturacién para el NADPH se alcanza

a 150 pM, por lo que es esta la concentracion utilizada para calcular la Ky para el TS, (Figura

A.1B)
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X
0.05 £ 0.08
ot 4
fesan !
0.04 g .
g A g
b= ECLS:?'T‘ f‘ 0.06
[
¥ 0.03 gi“ﬁ“ S
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0.02 ey NADPH
Uf TS, ] o 300 uM
o — > 250 M
0.01] o =500 uM 0.02 £ 208 ﬁM
e 0450 uM > 173 pM
s 400 M x 144 uM
0 & . 0 . . . . . -
0 500 1000 1500 2000 2500 0 100 200 300 400 500 600
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Figura A.1 | Basqueda de las concentraciones saturantes de los sustratos de la TryR en el ensayo
de actividad. A. saturacién de TS, A partir de 400 uM el TS, se encuentra en condiciones
saturantes. T'odas las reacciones se realizaron a una concentraciéon de 300 uM de NADPH B. A
partir de 150 pM el NADPH se encuentra en condiciones saturantes. Todas las reacciones se
realizaron a una concentracion de 400 uM de TS;

Determinacion de los valores de Km para NADPH y TS;

Tras determinar las concentraciones saturantes de ambos sustratos, se realiz6 el ensayo para
evaluar la Ky; de cada uno de ellos. Segin los valores obtenidos por Hawmilton en su ensayo
en presencia de DTNB, la K, para TS, en la TryR toma un valor de 10 uM (245). Por su
parte, Fairlamb y colaboradores, usando el ensayo clasico de oxidacion de NADPH, reportan
una Ky, que vatia entre 33 y 72 uM (263). Al usar nuestro ensayo modificado con NADP”,
encontramos que el valor de la Ky, para el TS, es de 10 uM (Figura 7.2 A). El valor de K
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obtenido por nosotros confirma las diferencias manifestadas en la literatura en funcién del
método de ensayo empleado.

De la misma forma, el valor de Ky, obtenido para el NADPH es de 13 uM (Figura 7.2 B),
equivalente a los valores reportados generalmente para para esta enzima en diferentes
especies de tripanosomatidos(292). Por tanto, nuestros resultados demuestran que la adicion

de NADP" al ensayo no tiene efecto alguno sobre las constantes cinéticas de la enzima.

A B
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E . §__ 4e” -
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-2e - i
-de' - -6e2-:
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-0.4 -0.2 0 02 04 -06 -04 02 0 02 04 06
1/[NADPH] 1/[TS)]
Parametro  [uM] +/- Parametro  [uM] +/-
Viax 0.0002 3.1163¢° Viax 0.0121 0.0005
K, 10.2788  0.6706 K, 12.9118 0.9963

Figura A.2 | Graficas de velocidad inicial de la TryR recombinante de L. infantum usando el ensayo
de actividad modificado con NADP*. A. Diagramas de velocidad de reaccién en funcién de la
concentraciéon de NADPH B. Idem que A para TS,

Mepacrina como control de inhibicion de la actividad de TryR.

Ademas de asegurarnos de que la adiciéon del NADP” en el ensayo de actividad no afecta a

las constantes cinéticas de la enzima para ambos sustratos, también quisimos determinar si
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podria tener algun efecto sobre la actividad de inhibidores. Para ello decidimos usar
mepacrina, que es un inhibidor competitivo de la TryR ampliamente descrito (117,276,332).
La mepacrina (Figura A.3 A) es un compuesto triciclico derivado de acridina y un inhibidor
competitivo selectivo de la TryR que no tiene efecto sobre la GluR humana. Esta molécula

interacciona con el sitio hidréfobo de unién a espermidina que se encuentra dentro del centro

activo de la enzima (116,332).

A B
100 - 2 g
g 17 >
( & 80
'U .
3 o)
N < 60
HNJ\/\/ ~~ -
S 40
o) PR R
N ™~ Z 20
= |
Cl 10" 1 10' 10°
[uM] Mepacrina
Mepacrina Parametro  [uM] +/-
N'-(6-Cloro-2-metoxi-9-acridinil)- CIL,, 12.6310 1.0466

N'.N'-dietil-1.4-pentandiamina Slope factor 1.3868 01333

Figura A.3 | Mepacrina como inhibidor de la TryR. A. Estructura de la Mepacrina. B. Calculo de

Clso para la mepacrina en nuestro ensayo de actividad. El slope factor hace referencia a la pendiente
en el punto en el cual la actividad de la TryR es el 50%.

Como se observa en la Figura A.3 B, el valor de ClIj; para la mepacrina en nuestro ensayo
es de 12 uM. Este valor se encuentra en el mismo orden de magnitud y muy cercano a los 19
uM reportados para la K; de la mepacrina (276). Mientras que la K es la constante de
disociacioén del complejo inhibidor-enzima, la Cly, cuantifica la concentracion de inhibidor
necesaria para reducir a la mitad la velocidad de la reaccién bajo unas condiciones especificas
de ensayo. Asi, la K es un valor constante, mientras que la Cl, es un valor relativo cuya
magnitud depende de la concentraciéon de sustrato usada en el ensayo (333). Sin embargo, si
la inhibicién se ajusta a los mecanismos clasicos de inhibicién (competitiva, acompetitiva y
no competitiva) se puede establecer una relacién entre los dos valores usando las férmulas

de Cheng-Prusoff (334). Para un inhibidor competitivo la relacion entre la Ky la CIj, viene

dada por la Ecuacién 7.1.

ICso = K, < 14 ﬂ) Ecuacion A.1 |Formula de Cheng-Prusoff para

v un inhibidor competitivo
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[1uM]
30 uM

19 uM <1 + ) =19.7 uM Sustitucién en la ecuaciéon A.1

Al reemplazar los valores de Ki (19 uM) , de concentracién de TS, usada en el ensayo (1 pM)
y de K,, determinada para TS, (30 uM), obtenemos que la CI;, para nuestro ensayo deberia
ser de 19,7 uM ya que, como esta descrito, cuando el inhibidor es competitivo y la
concentracioén de sustrato usada en el ensayo es baja (como es nuestro caso), la Cl;; = K;
(333,334). Por tanto, la adicion de NADP" en el ensayo de actividad de la TryR en presencia
de DTNB, ademas de proteger a la enzima de la inactivaciéon por el NADPH vy eliminar los
problemas de variabilidad del ensayo, no afecta a la actividad catalitica de la enzima y no

constituye un impedimento en la busqueda de inhibidores.
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Probing the Dimerization Interface of Leishmania infantum
Trypanothione Reductase with Site-Directed Mutagenesis

and Short Peptides

Miguel A. Toro,” Pedro A. Sdnchez-Murcia,”® ¢

I David Moreno,”® Marta Ruiz-Santaquiteria,™

Juan Fernando Alzate,' Ana Negri,' Maria-José Camarasa,” Federico Gago,™
onsoles Veldzquez,™ and Antonio Jiménez-Ruiz
S les Vel ®l'and Ant J Ruiz*®

Trypanothione reductase (TryR), characteristic of trypanosoma-
tids, is an NADPH-dependent flavoprotein oxidoreductase that
maintains the dithiol of trypanothione in its reduced state
(T[SHI,).™ The cellular role of trypanothione and TryR is pre-
serving a balanced intracellular redox state—equivalent to that
of the glutathione/glutathione reductase (GR) pair in mam-
mals.” TryR and GR are closely related, from both structural
and mechanistic viewpoints, but their substrate specificities
are mutually exclusive. Interestingly, in the three major perox-
idase families identified in pathogenic trypanosomatids, T[SH],
is the sole source of reducing equivalents for defense against
oxidative stress;®! several genetic approaches have demon-
strated the essential nature of TryR in these parasites.” For
these reasons this enzyme is a very attractive target for drug
development.”

Most of the research efforts to inhibit TryR have focused on
identifying or designing molecules directed at the active
site.’™® The major problem faced by this classical approach is
that the pocket used to accommodate oxidized trypanothione
(T[S],) is quite large and relies to a great extent on charge-
charge interactions, because the substrate is made up of two
molecules of glutathione (a zwitterion) joined by a positively
charged spermidine (polyamine) linker.”” Although several new
TryR inhibitors have been described in the last decade,” no
clear evidence of their mode of binding to the enzyme has
been reported, with the notable exceptions of mepacrine (also

[a] M. A. Toro,* Dr. D. Moreno," Prof. Dr. A. Jiménez-Ruiz
Departamento de Biologia de Sistemas
Unidad Asociada de |+ D+1 al CSIC, Universidad de Alcald
28871 Alcald de Henares, Madrid (Spain)
E-mail: antonio.jimenez@uah.es

=

P. A. Sdnchez-Murcia,* M. Ruiz-Santaquiteria, Prof. Dr. M.-J. Camarasa,
Dr. S. Veldzquez

Instituto de Quimica Médica, CSIC

Juan de la Cierva 3, 28006 Madrid (Spain)

P. A. Sdnchez-Murcia,* Dr. A. Negri, Prof. Dr. F. Gago

Departamento de Ciencias Biomédicas

Unidad Asociada de |+ D -1 al CSIC, Universidad de Alcald

28871 Alcald de Henares, Madrid (Spain)

Prof. Dr. J. F. Alzate

Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Medicina
Universidad de Antioquia

Carrera 53 # 61-30, Medellin (Colombia)

These authors contributed equally to this work.

[c

[d

[+

Supporting information for this article is available on the WWW under
http://dx.doi.org/10.1002/cbic.201200744.

SWILEY 8 o 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
ONLINE LIBRARY

known as quinacrine)® and a series of 3,4-dihydroquinazo-
lines.”’

Because the biologically functional form of TryR is a homodi-
mer, we sought to explore the dimerization interface of this
enzyme as an alternative site that could be targeted to
hamper or prevent monomer-monomer association."” Devel-
oping modulators of protein—protein interaction (PPI) is consid-
ered challenging because protein—protein interfaces usually
lack well-defined binding pockets.""” However, it is recognized
that a significant contribution (>80%) to the binding energy is
localized in small regions (“hot spots”)."? This suggests that it
might be sufficient for a developed PPI disruptor to bind with
high affinity to only a small subset of key interface residues.

We have used the recently reported X-ray crystal structure
of Leishmania infantum TryR (Li-TryR; PDB ID: 2JK6)"" to identi-
fy some putative hot spots of dimer stabilization. We first per-
formed a computational study on the crystal data to assess,
firstly, the burial of solvent-accessible surface area (SASA) in
each monomer upon dimerization," and secondly, the electro-
static and van der Waals contributions to the inter-subunit
interaction energy™ (see Figures S1 and S2 in the Supporting
Information).

We found that residues W81, E436, and Q439 (the latter two
in an a-helix from P435 to M447) provide some of the most
relevant contributions to these three measured quantities.
W81 is buried in a hydrophobic pocket lined by residues Y69',
M70’, 173', L88’, P90’, G209', and Y210' of the complementary
monomer (Figure 1A, left); the carboxylate of E436 forms two
hydrogen bonds with the backbone NH groups of S464’ and
A465’, which contribute to the helix dipole (Figure 1A, center);
and the side-chain carboxamide of Q439 hydrogen bonds to
the CO of 1458’ and the NH of V460’ (Figure 1A, right).

To validate these residues as hot spots for enzyme dimeriza-
tion, W81A, E436A, and Q439A mutant enzymes were generat-
ed by site-directed mutagenesis. Native PAGE and analytical ul-
tracentrifugation (AUC) experiments were carried out to deter-
mine the percentages of monomeric and dimeric species in
wild-type (wt) and mutated forms of Li-TryR. Both assays re-
vealed that the wt protein is almost exclusively in its dimeric
form, as no band corresponding to the monomer were detect-
ed by PAGE (Figure 1B), and only about 4% of the protein was
seen to sediment as the monomeric form in AUC (Figure S3).
Similar results were obtained for the W81A and Q439A mu-
tants. In contrast, a clear band corresponding to the monomer-
ic form was observed when the E436A mutant was subjected
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Figure 1. A) Predicted hot spots at the dimerization interface of Li-TryR, se-
lected on the basis of their contributions to the solvent-accessible surface
that is buried upon dimerization, and to electrostatic and van der Waals in-
teraction energies (see also Figures S1 and S2). One Li-TryR subunit is cov-
ered by a semitransparent van der Waals surface, and the other is shown as
a cartoon (C atoms in cyan). B) Native (left) and SDS (right) PAGE of the wt
enzyme and W81A, E436A, and Q439A mutants. C) A,se/As ratio (R) of wt,
W81A, E436A, and Q439A enzymes. *** p < 0.0001.

to PAGE, and this result was corroborated by the finding of
approximately 22% monomeric protein in the sedimentation
velocity experiment.

It has been reported that mutated forms of GR that are de-
fective in dimerization fail to bind the prosthetic group, FAD."
Accordingly, the ratio between the absorbances at 450 nm
(due to FAD) and 280 nm (due to the protein) of purified Li-
TryR might also be useful to analyze the dimerization status of
all mutated versions of this enzyme. The results demonstrate
a significant reduction in this ratio for E436A (Figure 1C); this
constitutes an additional indication of the significant displace-
ment of the equilibrium for this mutant towards the monomer-
ic form. However, the similar a-helical content in all enzyme
variants, as measured by circular dichroism (CD), supports the
view that these single amino acid substitutions do not signifi-
cantly effect the overall folding of the monomers (Figure S4).

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Analysis of the kinetic constants of wt and variant Li-TryR
showed that the catalytic activity of the E436A mutant was
severely compromised (Table 1), thus confirming the high rele-
vance of residue E436 for enzymatic proficiency. The reduced
catalytic efficiency of the W81A mutant in the absence of

Table 1. Kinetic parameters for wt Li-TryR and W81A, E436A, and Q439
mutants.

wt W81A E436A Q439A
K., TISI, [um] 206 493 1922 253
Ko [s71] 30.2 166 08 40.8
Koo/ Ky [um~"'s71] 1.5 03 0.004 1.6

changes in dimerization status suggests that W81 must have
a role in properly configuring the active site of Li-TryR. In con-
trast, the Q439A substitution was not accompanied by a signifi-
cant change in enzymatic activity. The fact that K, values for
NADPH were similar for all the enzyme variants ((6.941.1) um)
indicates that the binding site for NADPH is not affected in any
of the mutants.

Taken together, this preliminary work identified and validat-
ed E436 as a key amino acid for the structural stability and
function of the dimer. As a consequence, the region that ac-
commodates this residue from the complementary monomer
can be regarded as a hot spot for Li-TryR dimerization, and can
be seen as a potential binding site for a PPl disruptor. To prove
the concept of druggability of this site, we initially designed
and tested a few peptides whose sequences were directly de-
rived from the a-helix containing E436 (Figure 2).

active site

P1  Ac-PEIIQSVGISMKM-NH,
P2  Ac-PKIIQSVGISMKM-NH,
P3  Ac-PEIIQSVGISN,KN,-NH,
P4 Ac-PKIIQSVGISN, KN, -NH,
P5 Ac-KMGISSMVQPKII-NH,
Ac-KIPKVQGMSIMS-NH,

helix P435 - M447

Figure 2. Amino acid sequences of peptides P1-P4, which were designed as
mimics of a-helix P435-M447 (black), and model showing them bound to

a monomer of Li-TryR (gray). Peptides P5 and P6 are scrambled-sequence
versions of P2. N, norleucine.

Thus, the 13-mer peptide P1 contained residues P435-M447
of Li-TryR, but with the substitution of Ser for Cys at posi-
tion 444 (Figure 2). This replacement was done to avoid the
possibility of redox-dependent disulfide formation with
Cys444’ in the complementary monomer and the consequent
lack of reversibility of binding. In P2 the glutamic acid at posi-
tion 2 of the peptide (E2) was replaced by lysine (K2) in order
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to assess the importance of a possible interaction with the
nearby E436’ of the other subunit, given that TryR is a C,-sym-
metric dimer and the two a-helices interact in a parallel
fashion. With peptides P3 and P4 we evaluated the effect of
replacing both methionines at the C terminus (positions 11
and 13) with the more stable norleucine (N,), with a view to
avoiding potential oxidation problems. To rule out nonspecific
effects arising from the presence of two positively charged Lys
residues (possibly interacting with the active site), we designed
two extra peptides, P5 and P6, that contained random permu-
tations of the amino acid sequence of P2 (Figure 2).

The effects of peptides P1-P6 on dimer stability was evalu-
ated by using a highly sensitive and versatile in-house-devel-
oped ELISA (Figure 3). Briefly, two versions of wt Li-TryR (one
with a His tag, one with a FLAG tag) were coexpressed in
BL21(DE3) Escherichia coli cells. Dimers containing a His tag
were purified on a nickel-nitriloacetic acid (Ni-NTA) matrix, and

No Peptide Peptide

oFD Peptide disrupts

HIS subunit and
N
.
@

signal decreases

ELISA
signal

Peptide

FLAG-tag His-tag Anti-FLAG (M2) Anti-His-HRP

Figure 3. Our in-house dimer quantitation assay. Note that even though two
different dimers are purified from the Ni-NTA column (His-His, His-FLAG),
only His-FLAG heterodimers are detected by the assay. OPD, o-phenylenedia-
mine (substrate for HRP).

then bound to an ELISA plate that had been coated with anti-
FLAG antibody. As enzyme dimers lacking a His tag are not iso-
lated upon passage through the Ni-NTA column and those
without the FLAG tag are not bound to the plate, only hetero-
dimers (one His-TryR monomer and one FLAG-TryR monomer)
are detected when using anti-His antibodies conjugated to
horseradish peroxidase (HRP). If a peptide is able to disrupt
enzyme dimerization, the His-TryR monomer separates from
plate-bound FLAG-TryR and the ELISA signal decreases.

Dose-dependent Li-TryR dimer dissociation was apparent
upon overnight incubation with micromolar concentrations of
peptides P1-P4, with lower ICy, values for P2 (and its ana-
logue, P4) than for P1 and P3 (Table 2, column 3; Figure S5).
Our results demonstrate that replacement of E2 by K2 is ad-
vantageous for inhibition, and also that the M—N;, substitution
is not detrimental. The finding that neither P5 nor P6 showed
any significant effect on dimerization provides strong evidence
of sequence specificity.

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Table 2. IC,, values of peptides P1-P4 in the Li-TryR monomer-displace-
ment and oxidoreductase-activity assays.

Peptide Sequence ICso [um]® ICso [um]®
P1 Ac-PEIIQSVGISMKM-NH, 40.8+24 >75

P2 Ac-PKIIQSVGISMKM-NH, 17.9+0.5 1.6+0.1
P3 Ac-PEIIQSVGISN,KN,-NH, 33.6+3.1 >75

P4 Ac-PKIIQSVGISN_KN,-NH, 15.7+1.1 1.4+0.2
P5 Ac-KMGISSMVQPKII-NH, >75 >75

P6 Ac-KIIPKVQGMSIMS-NH, >75 >75

[a] Dimer quantitation assay. [b] Enzymatic activity > 75 indicates that ICs,
is higher than 75 um (maximum assayed). Results are representative of
three independent experiments each performed in triplicate. N, =norleu-
cine.

P2 and P4 were also able to strongly inhibit the oxidoreduc-
tase activity of the enzyme, which was measured by using
Ellman’s reagent (5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoic acid), DTNB;
Table 2, column 4; Figure S5). The assay was designed to keep
the T[S], concentration constant (and therefore also the enzy-
matic rate) until exhaustion of DTNB, at which point the re-
action reaches a plateau (Figure 4A, DMSO). In the presence of
P2 (and also of P4, data not shown) the reaction rate dimin-
ished gradually, as indicated by the curvature of the plot of
product formation over time, and the plateau appeared at
a lower product concentration (Figure 4A, P2). This behavior
was not a result of increased consumption of any of the reac-
tants, because only addition of new enzyme (but not of
NADPH, T[S],, or DTNB) was able to restore 2-nitro-5-thioben-
zoic acid (TNB) production (Figure 4B). These observations are
consistent with time-dependent inactivation of the enzyme
and not with substrate depletion or other artifacts of the ex-
perimental design.

In view of the apparent discrepancies between the IC,
values obtained in the dimerization and enzyme activity assays
(Table 2), we hypothesized that binding of the peptides to TryR
could be affected by an ongoing enzymatic reaction. As func-
tional enzyme is almost completely inactivated after 50 min
(30005) in the presence of 25 um P2 (Figure 4C) we tested
whether preincubation with the peptide (for 120 min prior to
initiation of the assay reaction) would result in abolition of
enzyme activity. However, only a slight decrease in the initial
rate of the reaction was observed, and the time for full inhibi-
tion was not reduced. It must be pointed out that a similar
slight reduction in initial velocity was also observed when the
enzyme was preincubated for 120 min with 1.75% DMSO or
25 um mepacrine (TryR competitive inhibitor). Therefore, it ap-
pears that the full inhibitory capability of the peptide at rela-
tively short times is only realized when the enzyme is engaged
in catalysis. This finding provides a plausible explanation for
the finding that the ICy, values for P2 and P4 in the dimeriza-
tion assay are approximately tenfold higher than those for the
enzymatic assay.

Because P2 was shown to disrupt TryR dimerization and also
to act as an inhibitor, our next goal was to demonstrate that
the reduced enzymatic activity was actually due to TryR dimer
disruption. To this end, the standard enzymatic reduction of
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Figure 4. Oxidoreductase activity of Li-TryR measured as the increase in ab-
sorbance at 412 nm (reduction of DTNB coupled to T[SH], production).

A) Activity of the enzyme in the presence of either 1.75% DMSO (e) or

25 um P2 (0). B) Enzymatic activity in the presence of 25 um P2 (o) is re-
stored upon addition of fresh enzyme at 6000 s. C) Effect of preincubation
of enzyme with inhibitor. Enzymatic activity in the presence of 1.75% DMSO
(circles), 25 um mepacrine (diamonds), or 25 um P2 (triangles), each without
(solid symbols) and with (empty symbols) 120 min preincubation.

T[S], was now conducted with a His/FLAG heterodimeric ver-
sion of TryR attached to the anti-Flag-coated plate described
above (Figure 5). After 150 min of reaction, all reagents were
washed from the wells, and the standard dimerization assay
was carried out. We found that in wells showing a ~50% P2-
induced decrease in enzymatic activity, the amount of dimeric
enzyme was also decreased by ~50%. This result supports
a mechanism for enzyme inhibition by P2 through disruption
of the TryR dimer in a process that is kinetically slow but be-
comes accelerated when the enzyme is engaged in the catalyt-
ic cycle.

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Figure 5. Dimerization status of TryR after catalytic activity. Three reactions
with His/Flag-tagged TryR immobilized on a flag-coated plate were carried
out in the presence of DMSO (e), 50 um P2, (a) or 50 pm mepacrine ().
Inset: after 150 min reaction, plates were washed, and percentage dimeric
enzyme was assessed with anti-His antibodies.

To shed additional light on the binding process and to
assess the relative importance of individual peptide residues,
we performed molecular dynamics (MD) simulations in explicit
solvent of an Li-TryR monomer (from PDB ID: 2JK6) in complex
with P2. The peptide was modeled with the corresponding
helical fragment from the other monomer as a template (see
the Supporting Information), and by replacing E2 with K2. The
evolution of the RMSD from the initial structure of the back-
bone heavy atoms (C,, C, N, and O) over 20 ns and visual in-
spection of the trajectory suggested that the system had stabi-
lized after ~1 ns (Figure S7). Analysis of the simulation results
revealed that the side chain of K2 in P2 established a hydro-
gen-bonding interaction with the carboxylate of E436" for
more than 80% of the time (Figures 6 and S8). Moreover, this
basic residue also interacted occasionally with D432’, an amino
acid that is close to E436'. These simulated interactions provide
a rationale for the higher measured affinities of P2 and P4

Figure 6. Snapshot showing the electrostatic basis for the strong interaction
between K2 of P2 (green) and E436’ (red), a key residue for the stability of
Li-TryR (gray). This image was taken from an average structure obtained
from the MD simulation.
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over P1; K2 appears to strongly anchor the N terminus of
these peptides in the binding groove of the Li-TryR monomer,
thereby disrupting dimer formation and inhibiting enzymatic
activity.

Because the inhibitory activities displayed by P2 were fully
maintained in the less oxidation-prone P4, we considered the
latter peptide as a suitable candidate for further analysis and
optimization. We began by exploring the importance of each
side chain by means of alanine scanning (peptides P7-P17),
and we then tried to determine the minimal peptide length by
designing and testing five truncated analogues (P18-P22;
Table 3). In all these peptides, a proline at position 1 was used
to limit the conformational freedom of the N terminus. The

Table 3. Peptides containing an Ala residue in place of the original
amino acid in P4 (P7-P17), and truncated peptides (P18-P22).

P4 Ac-PKIIQSVGISN,KN,-NH,

P7 Ac-PAIIQSVGISN,KN,-NH, P15 Ac-PKIIQSVGISAKN,-NH,
P8 Ac-PKAIQSVGISN.KN-NH, P16 Ac-PKIIQSVGISN,AN,-NH,
P9 Ac-PKIIASVGISN,KN,-NH, P17 Ac-PKIIQSVGISN, KA-NH,

P10 Ac-PKIIQAVGISN,KN,-NH, P18
P11 Ac-PKIIQSAGISN,KN,-NH, P19
P12 Ac-PKIIQSVAISN,KN,-NH, P20
P13 Ac-PKIIQSVGASN.KN,-NH, P21
P14 Ac-PKIIQSVGIAN KN,-NH, P22

Ac-PKIIQSVGISN,K-NH,
Ac-PKIIQSVGISN,-NH,
AC-PKIIQSVGIS-NH,
AC-PKIIQSVGI-NH,
Ac-PKIIQSVG-NH,

A =Ala scanning, N, =norleucine.

effects of peptides P7-P17 on the oxidoreductase activity of
Li-TryR were compared to that of parent P4 (Figure 7). For this
purpose, only initial velocities were considered, and these
were used to calculate “apparent” 1Cs, values for the peptides
under the assay conditions. Replacement by alanine had the
greatest deleterious effect at position 5 (P9), which implies
that the side chain of Q5 largely contributes to binding affinity.
The K—A substitution at position 2 (P7) was also slightly detri-
mental, whereas inhibition was enhanced by the S—A change
at position 6 (P10).

1001
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Figure 7. Oxidoreductase activity (absorbance at 512 nm caused by DNTB re-
duction after 20 min reaction) by Li-TryR in the presence of 25 um P7-P17
or P4, relative to DMSO (control).
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The remaining amino acid replacements hardly affected po-
tency (P8 and P11-P17). In this regard, the unrestrained MD
simulation of P2 bound to the Li-TryR monomer revealed a
stable hydrogen-bonding interaction between the Q5 side
chain and the backbone of A465' (Figure S9). This alanine,
1458, and V460’ line a well-defined pocket (~450 A% into
which the side chain of Q5 was buried throughout the simula-
tion. Therefore this residue effectively acts as an anchor for the
attachment of P2 to the surface of the Li-TryR monomer, even
though mutation to alanine of the corresponding residue
(Q439 in the whole enzyme) did not result in any significant
changes in dimerization or oxidoreductase activity. Thus, a resi-
due that was initially identified as a possible dimerization hot
spot (Figure 1A) but then turned out not to be essential for
enzyme integrity appears to be highly relevant for the binding
of a short peptide to the monomer. This finding clearly empha-
sizes the context dependence of individual side chains at the
interface when designing PPI disruptors.

With regard to the minimal length that is required for inhibi-
tion, the results obtained with the truncated P4 derivatives
showed that nine amino acids were sufficient to maintain I1Cs,
values below 4 pm (P18-P21); the inhibitory activity was com-
pletely lost with further deletion at the Cterminus (P22; Fig-
ure S10). Thus, the four terminal residues appear not to be
essential for maintaining significant binding affinity.

Finally, and encouraged by the in vitro results presented
above, peptides P4 and P21 were evaluated against L. infan-
tum axenic amastigotes. Unfortunately, no activity against this
form of the parasite was detected. This negative result might
be attributable to inability of these peptides to cross the cell
membrane and/or to the possibility that higher levels of
enzyme inhibition are needed for significant leishmanicidal
activity. Further studies for optimizing the drug-like properties
of these peptides are ongoing.

In summary, we have analyzed some crucial PPIs at the di-
merization interface of Li-TyrR. We identified and validated resi-
due E436 as a hot spot for structural integrity of the dimer and
catalytic activity of the enzyme. To examine whether the
region that accomodates this residue in the complementary
monomer can be regarded as a putative target site for inhibi-
tor design, we tested an exploratory series of peptides: rational
variants of the a-helix spanning residues P435 to M447. Our
screening methods found that a peptide containing lysine in
place of glutamic acid specifically at position 2 outperformed
the original sequence in inhibiting both Li-TryR dimerization
and oxidoreductase activity, whereas replacement of glutamine
at position 5 with alanine resulted in poorer inhibition. MD
simulations provided a rationale for these findings. Dimer dis-
ruption caused by this peptide is a kinetically slow process
when the enzyme is idle, but is greatly accelerated during en-
zymatic reaction. Although studies on dimerization of other di-
sulfide reductases have been carried out previously,®'*'® to
the best of our knowledge this is the first time that a key func-
tional role for E436 of Li-TryR has been revealed, and that
a novel putative target site for the development of small-mole-
cule PPI disruptors has been identified.

ChemBioChem 2013, 14, 1212-1217 1216


www.chembiochem.org

BIO

Experimental Section

Complete details of the expression of wt and mutant Li-TryR, bio-
chemical experiments, solid-phase peptide synthesis (SPPS), and
molecular dynamics studies are provided in the Supporting Infor-
mation.
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All-hydrocarbon and lactam-bridged staples linking amino acid side-chains have been used to stabilize the
a-helical motif in short 13-mer peptides that target critical protein—protein interactions at the dimerization
interface of Leishmania infantum trypanothione reductase (Li-TryR). The design of the best positions for
covalent hydrocarbon closure relied on a theoretical prediction of the degree of helicity of the
corresponding cyclic peptides in water. Selected (i, i + 4) and (i, i + 7) hydrocarbon-stapled peptides
were prepared by using solid-phase synthesis protocols and optimized ring-closing metathesis reactions
under microwave conditions. Structural analysis by NMR spectroscopy confirmed high helical contents in
aqueous TFE solutions for both types of helix-constrained cyclic peptides. Remarkably, the ability to

prevent Li-TryR dimerization was reduced in both (i, i + 4) and (i, i + 7) hydrocarbon stapled peptides but
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Accepted 17th June 2015 was retained in the corresponding (i, i + 4) Glu-Lys lactam-bridged analogue, which also showed a

higher resistance to proteolytic degradation by proteinase K relative to the linear peptide prototype. In
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Introduction

Leishmaniasis is a parasitic infection caused by unicellular
protozoan organisms (Leishmania spp.) belonging to the Try-
panosomatidae family. Although this disease is seen nowadays
as a global health problem,' currently available drugs are
decades old and have several drawbacks including poor effi-
ciency and bioavailability, toxicity to humans, high cost, and the
emergence of drug-resistant parasitic strains.>® Thus, there is
an urgent need to find new targets and/or inhibition mecha-
nisms against these parasites. Trypanothione reductase (TryR;
EC 1.8.1.12) is a NADPH flavoenzyme unique to and absolutely
essential for protozoan parasites from the genera Trypanosoma
and Leishmania. TryR catalyzes the reduction of trypanothione
disulfide to the dithiol form.*® The cellular role of trypano-
thione and TryR is preserving a balanced intracellular redox
state, a task equivalent to that of the glutathione/glutathione
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critical interactions required for proper binding of the peptide to the Li-TryR monomer.

reductase (GR) pair in mammals.® Because of the lack of cata-
lase and glutathione peroxidase activities, these parasites rely
solely on the trypanothione system as a defense mechanism
against the oxidative stress that is generated either by their own
metabolism or by the host immune response.

In addition to playing a pivotal role in the parasite, another
characteristic that makes TryR a potential target for antipara-
sitic drugs is the different substrate specificity from that of GR,
the enzyme with the most similar function in humans. These
facts make TryR a very attractive validated target for drug
development against trypanosomatid-caused infections. Several
inhibitors of TryR have been reported including those based on
tricyclic antidepressants,”’® polyamine conjugates'** and
substrate analogues.®** Most of the efforts to inhibit TryR have
relied on the design of molecules directed towards the active
site but with limited success. Taking advantage of the fact that
the functional form of TryR is a homodimer, we have recently
reported an alternative inhibition strategy aimed at disrupting
the dimer interface of the enzyme by means of protein—-protein
interaction inhibitors*® (Fig. 1). By a combination of molecular
modelling and site-directed mutagenesis studies we identified
and validated E436 as a key amino acid (hot spot) for the
structural stability and function of the dimer. On the basis of
these results and as a “proof of concept” of this novel approach
we designed and tested a small library of linear peptides whose

sequences were directly derived from the helical

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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homodimerization domain containing E436 (residues P435-
M447) of Leishmania infantum TryR (Li-TryR). Among the
synthesized peptides, the linear PEIIQSVGISMKM (1) and
PEIIQSVGIS-Nle-K-Nle (2) 13-mers, in which a Cys and/or the
two Met residues of the wild-type peptide sequence were
replaced by isosteric Ser and Nle (in order to prevent potential
oxidation), stood out as promising Li-TryR dimerization inhib-
itors in the micromolar range (Fig. 1).**

Covalent side-chain to side-chain linkage (“stapling”) within
small o-helical segments derived from a protein has allowed to
overcome the little or no helical character shown in solution by
these oligopeptides when they are excised from their native
context.’® Thus, incorporation of both lactam bridges° and
short hydrocarbon chains®*** as staples has been shown to
enhance helicity, resistance to proteolysis and cell permeability.
To date, numerous examples of stapled peptides with affinity
for several therapeutic targets and the ability to modulate
protein—protein interactions have been reported.**

In order to stabilize the a-helical structure of the short linear
prototype 2, we herein describe our initial studies on the effects
of side-chain hydrocarbon stapling (peptides 5 and 8) [at either
one (i, i +4) or two turns (i, i + 7) of the a-helix] or incorporation
of a lactam bridge (peptide 11) (Fig. 1) on (i) the peptide helical
conformation, (ii) the proteolytic stability, and (iii) the ability to
disrupt Li-TryR dimerization. Our data show that the all-
hydrocarbon stapled peptides are inactive in Li-TryR dimeriza-
tion assays whereas the lactam-bridged cyclic peptide stands
out as a potent inhibitor of TryR dimerization. A rationale for
these significant differences was provided by analysing the
results obtained from molecular dynamics (MD) simulations in
explicit solvent.

Results and discussion
In silico design of stapled peptides

From available helix stabilization strategies,'®'” we first selected
the all-hydrocarbon stapling approach developed by Verdine
and colleagues.” It is well established that fori, i + 4 ori,i+ 7

dimer inhibition

l stapling approach

Li-TryR homodimer

Ac-PEl-cycle{(CH,);CH=CH(CH,),]*"'[(D)-AQSVGISA]-KN,-NH,
peptide 5

Ac-PEl-cycle[(CH,),CH=CH(CH,),]*¢[(D)-AQSVA] -ISN_KN,-NH,
peptide 8

Ac-PEl-cycle[(CH,),CONH(CH,),]*¥[GQSVG]-ISN, KN -NH,
peptide 11 (amide)

Fig.1 Li-TryR dimer inhibition strategy and designed stapled peptides
synthesized in this work. N : norleucine.
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stapling, the most stereochemically favourable cross-link to
stabilise helices is through two units of (S)-a-methyl-a-pente-
nylglycine (3) to form S; ;4 S(8)** staples or between one unit of
(R)-a-methyl-a-octenylglycine (4) (figure in Table 1) and one unit
of 3 to form R;; .+ ,S(11)** staples according to the nomenclature
described by Verdine et al.*'* Since the staple position critically
influences the overall degree of structure and biological activity
of a given peptide,***® we first performed an in silico analysis to
select the best positions for covalent 7, i + 4 and i, i + 7 closures
that would lead to a higher degree of stabilization of the helical
structure in linear peptide 2 (Table 1). All the staples in peptide
2 were placed on the face opposite to that used for binding to
the Li-TryR monomer so as to preserve the crucial interactions
at the interface.

Table 1 highlights all possible positions in the sequence of 2
for the introduction of the non-natural a,a-disubstituted residues
bearing the double bonds (3 and 4) which would lead to the
hydrocarbon bridge after ruthenium-catalyzed ring closing
metathesis (stapled peptides 5-10). There are six possible stapled
peptides: 5 and 6 (i, i + 7 staples) and 7-10 (i, i + 4 staples).

Stapled peptides 5-10 showed increased degrees of predicted
helicity per residue compared to the linear peptide 2 (Fig. 2). In
addition, significant differences were found depending on the
position and the length of the hydrocarbon staples.

In general, the i, 7 + 7 stapling system was found to be more
stabilizing than i, i + 4 in terms of absolute helicity values.
Among the possible 7, i + 7 staples, peptide 5 displayed the
highest a-helix propensity towards the N-terminus, reaching
absolute values close to 50% helicity (Fig. 2, in red). On the
other hand, peptide 8 with the i, i + 4 staple located at the centre
of the helix (Fig. 2, in purple) exhibited the highest a-helix
stabilization towards the C-terminus. On the basis of these
findings, stapled peptides 5 and 8 (linking positions 4 and 11
and 4 and 8, respectively) were selected for synthesis and further
study.

For comparative purposes, the constrained 7, i + 4 cyclic
analogue with a lactam bridge between the side-chains of Glu-
Lys residues at positions 4 and 8 [Ac-PEI(EQSVK)IS-Nle-K-Nle-
NH, (11)] was also selected for study. This enabled us to
compare the effects of hydrocarbon versus lactam linkers on
helix stabilization and on Li-TryR dimerization disruption.

Chemical synthesis

For hydrocarbon-stapled peptides, we first synthesized the
required optically pure a,a-disubstituted amino acids (S)-3 and
(R)-4. This was made from the commercially available chiral
diphenyloxazinones following the procedure described by Wil-
liams and colleagues® and the modifications reported by Ver-
dine's group.*“ In brief, two consecutive asymmetric alkylations
on C-3, scaffold cleavage, and final Fmoc protection of the N-
terminal amino acid gave the desired quaternary amino acids
(8)-3 and (R)-4 (Scheme S1, ESIY).

Target stapled peptides 5 and 8 were synthesized manually
following the standard Fmoc/tBu solid-phase orthogonal
protection strategy on Rink amide-MBHA polystyrene resin
(Scheme 1). The appropriate o-methyl-a-alkenylamino acids

RSC Adv., 2015, 5, 55784-55794 | 55785
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Table 1 Chemical structure of non-proteinogenic amino acids (5)-3 and (R)-4 and helical wheel projection of linear peptide prototype 2 onto

the Li-TryR monomer showing all possible stapling positions at the non-recognition side that would lead to stapled peptides 5-10¢

o}
FmocHN
%LOH
(R)-4
Position
Peptides 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1 (linear) P E I I Q S \'% G I S M K M
2 (prototype) P E 1 1 Q S A% G I S N K N
5 P E I 4 Q S \% G I S 3 K NL
6 P E 4 I Q S \Y% G I 3 Ny, K N
7 P E 3 I Q S 3 G I S N K N
8 P E I 3 Q S \Y% 3 I S N, K N
9 P E I I Q S 3 G I S 3 K N
10 P E I I Q S \Y% 3 I S Ny, 3 N

% Ny: norleucine.

were introduced at the right positions of the sequence in the
elongation step. Dicarba bridge formation was accomplished
from the linear precursors 12 and 13 through on-resin ring-
closing metathesis (RCM) using Grubb's second-generation
ruthenium catalyst. The optimal microwave conditions for the

100 -
80 -
z ]
< %0
%
2 40
20 -
0
Q@\ 0\\{" NNy 0\83 @e}b qé\ @\~\Q’ \\&%Q«’@\&@\"\ dé‘q;‘@\"%

—2—5—6

o helicity (%)

RCM reaction were 100 °C using 20 mol% of catalyst, LiCl as a
chaotropic agent® and CH,Cl, as the solvent. Next, the
N-terminus of the peptides was acetylated and cleaved from the

resin under standard conditions.

L
i,i+4
80
60 -
40
20
0
Ny O>L oL S XN L
O Y & @ o NN N
C ¥ T LIS

Fig. 2 Predicted a-helicities per residue (%) of peptides 5-10 and 2 (prototype) calculated with the dssp algorithm.
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FmocHN—()

Rink Amide-MBHA

2. Fmoc-Nle-OH

resin
R4 '3\4'
Fmoc—Pro~G|lu~|IefNH
tBu o Trt tBu

1. 20% piperidine/DMF

HCTU, DIEA, DMF, 2h
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Cycles of deprotection and coupling
1. DBU:piperidine:DMF, 1:1:1

2. Fmoc-AA-OH
HCTU, DIEA, DMF, 2 h

Rs

Rs' Ryra Rt
NH‘G!n—Sfer—Val—NH>H(NH‘IIe—S?r—NHX(NH‘L\/s—NIe—O
o O Boc

tBu

12 R4=7-octenyl, Rg=Rg =H, Ry;= 4-pentenyl, R4 = Ry;:=Me
13 R4=4-pentenyl, Rg = 4-pentenyl, R4 = Rg = Me, Ry;=Nle, Ry;:=H

2nd Grubbs's catalyst/DCM
LiCI/DMF, MW, 100 °C

N

Ac-Pro-Glu-lle—NH

1. DBU:piperidine:DMF, 1:1:1

2. Ac,O/DIEA/DMF, 1:1
3. TFA:TIPS:H,0O

N .
NrNH-GIn-ser-val—Gly—lle-Ser—NH~ - NH-Lys—Nie-NH,

o

5a and 5b
E/Z isomers 85:15
(HPLC)

Ac-Pro-Glu-lle-NH~" - NH-

GIn—Ser-Val-NH

~rNH>lle-Ser-Nie-Lys—Nie-NH,

8a and 8b
E/Z isomers 60:40

(HPLC)

Scheme 1 Synthesis of target stapled peptides 5a, b and 8a, b.

Table 2 Potency of linear peptide 2 and cyclic peptides 5a, 8a, 8a, b
and 11 in the Li-TryR monomer displacement assay

Peptide IC50" (UM)
2 (linear prototype) 15.6 + 1.4
5a (major isomer; 4,11-hydrocarbon-stapled) >75
8a (major isomer; 4,8-hydrocarbon-stapled) >75
8a, b (mixture of isomers; 4,8-hydrocarbon-stapled) >75
11 (4,8-lactam-bridged) 24.8+04
Mepacrine (control) >75

“ Results are representative of three independent experiments each
performed in triplicate. >75 indicates that ICs, is higher than 75 uM
(maximum assayed).

The crude peptides were purified on reverse phase solid-
phase extraction (SPE) cartridges or semipreparative high
performance liquid chromatography (HPLC) to give the desired
stapled peptides 5 and 8 in 30% and 6% overall yields, respec-
tively. Both E and Z isomers were detected by HPLC in 85 : 15
and 60 : 40 ratios for 5 and 8, respectively, and could be partially
separated. The major isomers 5a and 8a very probably

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015

corresponds to the E isomers since the NMR coupling constant
*Juu between the vinyl protons is approximately 13-15 Hz.

Inhibition of Li-TryR dimerization

The effects on dimer stability of the (i, i + 4 or i, i + 7)-hydro-
carbon stapled peptides 5a (major isomer), 8a (major isomer),
8a, b (mixture of isomers) and the (i, i + 4) lactam-bridged
analogue 11, and the linear prototype peptide 2 were evalu-
ated by using a highly sensitive and versatile in-house ELISA"™
(Table 2). These studies revealed that all-hydrocarbon stapled
analogues 5a, 8a and 8a, b did not significantly promote
disruption of the Li-TryR dimer. In contrast, the lactam-bridged
analogue 11 reduced the detection of labeled Li-TryR dimer to
the same extent that did their linear counterpart 2. Thus, even
when the same positions are stapled (8a or 8a, b vs. 11), the
nature of the covalent linkage has a deep impact on the potency
of the peptides as Li-TryR dimerization disruptors.

NMR structural studies

In order to elucidate whether the nature of the covalent linkage
could have a differential effect on the structure of the all-

RSC Adv., 2015, 5, 55784-55794 | 55787
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hydrocarbon-stapled 8 and lactam-bridged 11 peptides we
examined the structural behaviour of these peptides in solution
by 1D and 2D NMR spectroscopy. In particular, we selected the
lactam-bridged derivative 11 and the major geometric isomer of
peptide 8a (isomer E according to a NMR coupling constant *Jy
between the vinyl protons >15 Hz). Both peptides 8a and 11, in
the TFE-H,O solvent,” showed medium-range NOE cross-peaks
characteristic of a-helices, i.e. daN(;, j2), daN(;, j13), doaN(, 14y,
and dafl; ;) (Fig. 3). As an example, a detail of the 'H,'H-
NOESY spectra of 8a and 11 is shown in Fig. 3A and B. Addi-
tionally, the deviations of chemical shifts from random coil
values shown by the Ha protons (Ady, = 0y, Observed — 0y,
random coil, ppm) are positive and large in magnitude
(Fig. S1t), which are also characteristic of helices. The
percentages of helix formed by peptides 8a and 11 in 30% TFE at
PH 5.5 and 25 °C are 71% and 88%, respectively, as estimated
from the averaged Adyy, values.®

Given the large helical populations presented by stapled
peptides 8a and 11, and to visualize their 3D structure, we next
performed structure calculations from geometric constraints
(distances and dihedral angles; Table S1}) derived from NMR
parameters and using the CYANA program.*' The ensemble of
the 20 lowest target function conformers resulting for each
peptide was well defined, as seen in Fig. 4, and indicated by the
pairwise root mean square deviation (RMSD), which is 0.50 +
0.20 and 0.60 & 0.20 A for the backbone atoms of peptides 8a
and 11, respectively (Table S17).

On the other hand, the superimposition of the two best
calculated structures for cyclic peptides 8a and 11 with the Li-
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1 8a 07 7 hvr  [3©
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Glu2 Gin5

11 (88%)

Fig. 4 Superimposition of the 20 lowest target function calculated
structures for peptides 8a and 11 and their helix population (%) in
solution (in brackets). Backbone atoms are shown in black. Covalent
closures are highlighted in magenta.
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Fig.3 Detail of the 2D *H,*H-NOESY spectrum of 8a (A) and 11 (B) in 30% TFE in H,O/D,O 9 : 1v/vat pH 5.5 and 25°C. The intra-residue aN(, i + 1)
and sequential aN(i, i + 1) NOE cross-peaks are labelled and the medium-range aN(i, i + 2) and aN(i, i + 3) NOE cross-peaks are also boxed. (C) NOE

summary of 8a. (D) NOE summary of 11.
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TryR o-helix Pro435-Met447 in the native protein shows a correct
orientation of the side chains of those residues in the interaction
face with the protein (Fig. S21). This confirms our premise that
the staple is oriented on the opposite face. However, it is note-
worthy that there are no relevant differences in structuring both
cyclic peptides as a-helices in TFE/H,O solution, and therefore,
the observed variations in the activity of the peptides as dimer
disruptors cannot be attributed to differences in the ability of the
staples to stabilize the helical structure in solution.

Molecular modelling

The MD simulation studies (Fig. 5) complemented the NMR
solution experiments, as it is known that the conformation of a
protein-bound ligand can be different from that found in solu-
tion. In this case, we considered both geometric isomers E/Z of all-
hydrocarbon stapled peptides 5a, b and 8a, b, the lactam-bridged
derivative 11 and the linear prototype 2 (used as a control).

We have previously shown™ that the replacement of the GIn
side chain at position 5, in similar 13-mer peptides, by Ala has
the greatest deleterious effect on their potency as Li-TryR
inhibitors. Thus, we monitored the interaction of the former
residue with the Li-TryR monomer along the different MD
trajectories for all the simulated peptides. As an example, Fig. 5
shows the evolution of the distances between the crucial Gln5
side chain of the peptides and the amide N(Val460) and
O(1le458) backbone atoms of Li-TryR monomer for the
hydrocarbon-stapled derivative 8a, the lactam-bridged 11 and
the linear counterpart 2. As can be observed, the introduction of
the all-hydrocarbon staple in 8a (Fig. 5, in red) perturbs the
interaction of GIn5 with the Li-TryR monomer when compared
with the linear peptide 2. This is a common feature for the rest
of the hydrocarbon-stapled peptides studied along the different
MD simulations (data not shown). On the contrary, peptide 11
carrying an amide as the covalent bridge, keeps these interac-
tions to a similar extent as the linear counterpart.

Calculation of the total interaction energies for these peptides,
when bound to the Li-TryR monomer along the MD trajectories

OE1(GIn5) - N(Val460)

o

\/j
Q
A
distance (A)
&

o
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{
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/A ) <
{ lleds8 <10
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Fig. 5 Evolution of distances (A) between the GIn5 side chain (carbon
atoms coloured in green) of peptide 2 (green), 8a (red) and 11 (blue)
and the Li-TryR monomer (carbon atoms coloured in blue) along their
respective MD trajectories.
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(Fig. S3 and Table S2t), reveals that the introduction of the all-
hydrocarbon staple in both double-bond isomers 5 and 8 results
in a significant 30% decrease in the total binding energy relative to
the linear peptide 2. Regarding the amide-bridged derivative 11,
reduction in the total binding energy is much smaller (14%). These
results are in consonance with the experimental ICs, values shown
in Table 2. Visual inspection of the representative structures of the
major clusters of peptides 2, 8a, b and 11 calculated along the MD
trajectories (Fig. S41) reveals that the unsaturated all-hydrocarbon
stapled 8a, b, when bound to the protein, do not preserve the
helicity at both N- and C-terminus, in agreement with the fraying
observed in the NMR structure of 8a (Fig. 4). Instead, in 11, the
amide bridge is compatible with a good orientation of GIn5. Thus,
the binding differences observed along the MD trajectories can be
attributed to the hydrophobic nature of the hydrocarbon linker.
Hydrocarbon stapling technology is generally considered as an
effective tool to increase the affinity of a-helical peptides for their
targets. However, there are reported examples demonstrating that
disruption of stabilizing intramolecular interactions between side
chains® or reduction of the flexibility in the stapled peptide* can
prevent adoption of the conformation needed for efficient binding
to their target relative to the unstapled peptide. Thus, our studies
complement these previous observations that peptide stapling
with a view to increasing helicity does not necessarily result in
enhanced binding affinity for the target protein.

Proteolytic stability

Cleavage by proteases is one of the main pathways for inacti-
vation of peptides in a biological setting. Because proteases
bind to their substrates in an extended rather than in a helical
conformation, increasing or maintaining a helical conforma-
tion is expected to confer proteolytic stability. To determine the
influence of lactam-bridged stabilization on proteolytic stability
of the peptides, we compared the susceptibilities of the linear
prototype peptide 2 and the active lactam-bridged analogue 11
towards degradation by proteinase K, a promiscuous serine
protease. The half-live for the lactam-bridged analogue 11 was
significantly increased, with calculated ¢/, values of 316 min
compared to 23 min for the linear peptide 2.** This 14-fold
improvement could be due to the increased a-helical character
of the cyclic analogue and/or to the presence of the bridge itself,
which would be expected to sterically affect the access to
protease-sensitive peptide bonds. This result is consistent with
previous findings for helix-constrained peptides®® and makes
peptide 11 a new hit that retains the inhibitory potency shown
by the linear prototype but it is endowed with improved phar-
macokinetic properties. As an illustrative example of all-
hydrocarbon stapling, similar proteolytic stability studies with
hydrocarbon-stapled analogue 5a revealed comparable
improvement in stability compared to the lactam-bridged
analogue 11 (¢, values of 286 min vs. 316 min, respectively).

Conclusions

We have compared two different strategies for covalently link-
ing amino acid side-chains in a short linear peptide (13-mer)

RSC Adv., 2015, 5, 55784-55794 | 55789


http://dx.doi.org/10.1039/c5ra06853c

Published on 19 June 2015. Downloaded by Instituto de Ciencia de Materiales de Barcelona (ICMAB) on 13/10/2015 16:09:49.

RSC Advances

that targets a hotspot at the dimerization interface of Li-TryR. A
series of rationally designed (i, i + 4) and (i, { + 7) hydrocarbon
stapled derivatives linking amino acids at positions 4 and 8
(peptide 5) or 4 and 10 (peptide 8), respectively, and a lactam-
bridged analogue of 8 (peptide 11) were investigated.
Although the all-hydrocarbon stapling approach has been
reported as successful in many published examples, in our case
the hydrocarbon-stapled analogues were not able to disrupt the
dimerization process of the enzyme whereas the lactam-bridged
analogue 11 maintained the potency of the native linear peptide
2. Thus, our biological results reveal that the nature of the
covalent linker plays a major role in the peptide's ability to
prevent Li-TryR dimerization. Structural NMR studies in solu-
tion showed that both hydrocarbon and lactam-bridged
peptides 8 and 11 display a high a-helical content in TFE-
water mixtures. On the other hand, MD simulations of the
linear and cyclic analogues bound on the surface of a Li-TryR
monomer indicated that the lactam-bridged peptide 11 could
maintain the right orientation of the essential GIn5 side-chain
better than the hydrocarbon stapled analogue 8. Thus, our
studies represent an example of how the nature of the covalent
linkage (hydrocarbon vs. lactam) may perturb critical interac-
tions required for proper binding to the protein. These findings
may be taken into account when designing helix-constrained
peptides. Interestingly, the lactam-stabilized analogue 11 not
only affords the spatial arrangement of the critical residues in
the correct conformation for activity but also provides higher
proteolytic stability (14-fold) in comparison to its linear peptide
counterpart.

Experimental
Chemistry

Unless otherwise noted, analytical grade solvents and
commercially available reagents were used without further
purification. DMF and CH,Cl, were dried using activated
molecular sieves. Water sensitive reactions were carried out
under Ar atmosphere. Chiral diphenyloxazinones, Grubb's
second-generation ruthenium catalyst, HCTU, DIEA, piperi-
dine, sodium hexamethyldisilylamide, lithium hexamethyldisi-
lylamide and Ac,O were purchased from Aldrich (Germany),
and TFA from Fluka (Germany). Peptide Ac-PEI(EQSVK)IS-Nle-
K-Nle-NH, (11) cyclized through an amide bond between E4 and
K8 was purchased from Peptide Protein Research (UK). The
pure product was analyzed by HPLC and electrospray ionization
mass spectrometry (ESI-MS). Fmoc-protected amino acids were
purchased from Fluka, Novabiochem (Merck, Germany) and Iris
Biotech (Germany). Fmoc-protected Rink Amide MBHA resin
(0.47 mmol g ' loading) was purchased from GS Biochem
(China). All amino acids used were of the L-configuration.
Linear precursor peptides 12 and 13 were synthesized manu-
ally on a 20-positions manifold (Omega) in a 20 mL poly-
propylene syringe (Dubelcco) equipped with a porous
polyethylene filter following SPPS protocols. The coupling and
RCM reactions were carried out on solid phase using microwave
radiation in a Biotage Initiator reactor in a 5 mL vial. The rest of
the SPPS reactions were stirred using an IKA-100 orbital shaker.
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After cleavage, the acidic crudes were sedimented in Et,O on a
Hettlich Universal 320R centrifuge at 5000 rpm. All the crude
and samples were lyophilized using mixtures H,O : CH;CNon a
Telstar 8-80 instrument. The monitoring of the reactions was
also performed by HPLC/MS through a Waters 12695 HPLC
connected to a Waters Micromass ZQ spectrometer. Peptides
were purified by reverse-phase flash chromatography using C-18
derivatized silica cartridges (C18 Discovery SPE, Aldrich) in a
manifold system or by semipreparative HPLC on a Waters 600
apparatus using an ACE 5 C18-300 (10 x 250 mm) column at a
flow rate of 6 mL min~* and a Waters 2487 detector, monitored
at 214 nm. Mixtures of CH;CN (solvent A) and H,O with 0.05%
TFA (solvent B) were used a mobile phase. The purity of the
synthesized peptides was checked by an HPLC system (Waters
600 or an Agilent equipment) using in all cases a Sunfire C18
column (4.6 mm x 150 mm, 3.5 pm) and the same solvents as
the mobile phase (1.0 mL min ' flow). Peak detection was
carried out at 214 and 254 nm. High-resolution mass spectra
(HRMS) were obtained in an Agilent 6520 Accurate-Mass Q-TOF
LC/MS mass spectrometer using 1% formic acid MeOH or
MeOH-CH;CN mixtures. *H and **C-NMR spectra were recor-
ded in general in CDCl;, acetone-ds or DMSO-ds on a Varian
INOVA-400 (400 & 100 MHz), a Varian MERCURY-400 (400 & 100
MHz), a Varian UNITY-500 (500 & 125 MHz) or in a Bruker Avance
600 (600.13 & 150.03 MHz) spectrometer using TMS or DSS as
the internal reference. The latter was equipped with a TXI
cryoprobe. NMR experiments of helix-constrained analogues 5a,
8a and 11 were recorded at 1-2 mM concentration in 30% TFE/
H,O0 solution. 'H- and "*C-NMR chemical shifts (6) assignation
of the former peptides was performed following the standard
sequential assignation method using the SPARKY software.*®
Optical rotation measurements were performed in a Perkin
Elmer 241 MC using a 1 mL cell at 589 nm (sodium p-line).

Synthetic procedures

Peptide elongation. MBHA-Rink Amide resin (1 equiv)
previously swollen in CH,Cl,/DMF/CH,Cl,/DMF (4 x 0.5 min)
was treated with a solution of piperidine : DBU : DMF, 1: 1 : 48
(1 x 1 min) and (3 x 10 min) (incomplete Fmoc deprotection
was observed with the standard 20% piperidine in DMF) and
the resin was drained and washed with DMF/CH,Cl,/DMF/
CH,Cl,/DMF (4 x 0.5 min). Then, a solution of the corre-
sponding N-Fmoc-protected amino acid (1.2 equiv), HCTU
(1.2 equiv) and DIEA (2.4 equiv) in anhydrous DMF (0.5-1.0 mL)
was added over the swollen peptidil-resin (1.0 equiv) in anhy-
drous DMF in a microwave vial (5-10 mL). The coupling reac-
tion was heated at 40 °C using microwave radiation for 10 min.
Each coupling step was repeated 3 times using freshly prepared
Fmoc-amino acid/coupling reagent mixtures. After complete
couplings, the resin was drained and washed with DMF/CH,Cl,/
DMF/CH,Cl, (4 x 0.5 min). Coupling reactions to primary and
secondary amines were monitored by the ninhydrin and the
chloranil tests, respectively.

Ring closing metathesis (RCM) reaction. To the peptidyl-
resins 12 and 13 (0.05-0.07 mmol) swollen in anhydrous
CH,Cl, (5 mL) in a microwave vial (5-10 mL) second generation
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Grubb's catalyst (0.2 equiv) was added and the vial was sealed
and gently bubbled with argon. Then, the reaction was heated at
40 °C using microwave radiation for 30-150 min. The resin was
then filtered and washed successively with CH,Cl,/MeOH.
Residual ruthenium impurities were removed by stirring the
resin bound peptide with a solution of DMSO (50 equiv relative
to the catalyst) in DMF for 12 h.*” Finally, the resin was washed
with DMF/CH,Cl,/MeOH (3 x 0.5 min).

Acetylation and cleavage procedure. The cyclic olefinic
peptidil-resins, previously swollen, were treated with 2 mL of
20% piperidine in DMF (1 x 1 min) and (3 x 10 min) and
washed with DMF/CH,Cl,/DMF/CH,Cl,/DMF (4 x 0.5 min).
Then, a mixture of acetic anhydride/DIEA/DMF (2 mL, 1:1:1)
was added (1 x 1 min) and (4 x 10 min) and washed with DMF/
CH,Cl,/DMF/CH,Cl,/DMF (4 x 0.5 min). The cyclic resin-
bounded peptides were then cleaved from the resin by treat-
ment with an acidolitic mixture of TFA : TIPS : H,0,90:5: 5 (6
mL) for 4 h at room temperature. The filtrates were precipitated
from cold diethylether (50 mL), centrifuged at 5000 rpm (3 x 10
min) and lyophilized. The cleaved products were purified by
reverse phase chromatography using SPE cartridges or semi-
preparative HPLC.

Ac-Pro-Glu-Ile-cycle[(CH,)sCH=CH(CH,);]**'[(p)-Ala-GIn-Ser-
Val-Gly-Ile-Ser-Ala-Lys-Nle-NH, (5a, b). After elongation of the
peptide starting from 0.05 mmol of Rink amide resin, the
metathesis reaction was carried out for 30 min following the
general protocol under microwave conditions. Then, the cyclic
peptide was N-acetylated and cleaved from the resin. The crude
was purified by reverse phase chromatography using SPE
cartridges to give the cyclic peptide 5a, b (23.7 mg, 30% overall
yield) as a partially solved mixture of E/Z isomers (85/15) in
three fractions: major isomer (12.0 mg), minor isomer (1.0 mg)
and mixture (10.7 mg). HPLC (waters, 5% to 100% of water in 30
min): 4.06 min (5a, major isomer, 92% analytical purity) and
3.89 min (5b, minor isomer). Major isomer 5a: HRMS (ESI, +) m/
z: calculated for C,;H;,,N16049 1502.9017; found 752.4580 [(M +
2H)/2]". "H-NMR (600 MHz, 30% TFA D,0 : H,0, 1 : 9) and *C-
NMR (150 MHz, 30% TFA D,0 : H,0, 1 : 9) in Table S3 (ESIY).

Ac-Pro-Glu-Ile-cycle[(CH,) ,CH=CH(CH,),,]**[(p)-Ala-GIn-Ser-
Val-Ala]-Ile-Ser-Nle-Lys-Nle-NH, (8a, b). After elongation of the
peptide starting from 0.07 mmol of Rink amide resin, the
metathesis reaction was carried out for 150 min following the
general protocol under microwave conditions. After N-acetyla-
tion and cleavage from the resin, the crude was purified by
semipreparative HPLC (waters, 3% to 30% of water, linear
gradient in 27 min) to yield the cyclic derivative 8a, b (7.8 mg,
6% overall yield) as a partially solved mixture of E/Z isomers
(60 : 40) in two fractions: major isomer (2.1 mg) and mixture
(5.7 mg). HPLC (Agilent, 10% to 100% of water in 10 min): 6.68
min (8a, major isomer, 90% analytical purity) and 6.49 min (8b,
minor isomer). Major isomer 8a: HRMS (ESI, +) m/z: calculated
for C;,H1,4N16014 1516.9208; found 759.4669 [(M + 2H)/2]". 'H-
NMR (600 MHz, 30% TFA D,O : H,0, 1: 9) and "*C-NMR (150
MHz, 30% TFA D,0 : H,0, 1 : 9) in Table S4 (ESIY).

Ac-Pro-Glu-Ile-cycle[(CH,) ,CONH{(CH,),,]**[Glu-GIn-Ser-Val-Lys]-
Ile-Ser-Nle-Lys-Nle-NH, (11). This peptide, cyclized through an
amide bond between E4 and K8, was purchased from Peptide

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015

View Article Online

RSC Advances

Protein Research (UK). The pure product was analyzed by HPLC
and electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS). HPLC
(Agilent, 10% to 100% of water in 10 min): 5.98 min, 95%
analytical purity. HRMS (ESI, +) m/z: calculated for
CeoH110N;70,0 1505.8823; found 1506.8900 [M + H]". 'H-NMR
(600 MHz, 30% TFA D,0 : H,0, 1: 9) and "*C-NMR (150 MHz,
30% TFA D,O0 : H,0, 1 : 9) in Table S5 (ESI{).

Protease susceptibility assays. Stock solutions of proteinase
K were prepared in tris-buffered saline (TBS buffer) (50 g mL ™"
based on weight to volume). Stock solutions of the linear
peptide 2 and amide-bridge cyclic analogue 11 (100 uM) were
prepared using 10% DMSO in TBS buffer (pH 7.6, Aldrich). For
the proteolysis reaction, the former peptide stock solutions (200
uL) were mixed with TBS (120 uL). Then, proteinase K stock
solution (80 pL) was added (final concentration enzyme 10 pg
mL "), the solution mixed, and finally allowed to proceed at
room temperature with orbital shaking. Then, the enzymatic
reaction was quenched (50 pL) at the desired time point (0, 5,
15, 30, 60, 180 and 300 min for linear peptide 2 and 0, 15, 30, 60,
120, 240, 360, 480 min and 24 h for cyclic analogue 11) by
addition of 1% TFA in water/acetonitrile 1 : 1 (100 pL). 30 pL of
the resulting quenched reaction was injected onto an HPLC-MS
(through a HPLC-waters 12695 connected to a Waters Micro-
mass ZQ spectrometer), and the amount of starting peptide
present was quantified by mass integration of the peak at 214
nm. Duplicate or triplicate reactions were run for each time
point reported and half-lives were determined by fitting time
dependent peptide concentration to an exponential decay using
GraphPad Prism.

NMR structural study of peptides 8a and 11. Due to poor
water-solubility, samples of peptides 8a and 11 were prepared at
a 1-2 mM concentration in a solution of deuterated TFE/H,0/
D,09:130:63:7 in volume at pH 5.5. This pH was selected
because amide NH signals are more intense and sharper at pH
5.5 than at pH 7.0, and the pK, values for the charged side
chains in these peptides (Glu & Lys) lie out of this pH range.
Hence, peptide conformation will be the same within this pH
range. 1D 'H spectra, 2D homonuclear (*H,"H-COSY, 60 ms
'H,"H-TOCSY, and 150 ms 'H,"H-NOESY) spectra, and 2D het-
eronuclear 'H,"*C-HSQC spectra at natural **C abundance were
acquired as previously described*®® using a Bruker AV-600 spec-
trometer operating at a 'H frequency of 600.13 MHz and
equipped with a cryoprobe. Data were processed using the
TOPSPIN program.*® 'H- and *C-NMR chemical shifts (6) were
assigned following the standard sequential assignment
method*® using the SPARKY software.**

Distance constraints for structure calculation were derived
from 2D NOESY spectra. The automatic integration subroutine
of the Sparky program® was used to integrate the NOE cross-
peaks. Dihedral angle restraints for ¢ and y angles were
derived from "H, "*Ca. and *CB chemical shifts using the TALOS
program.** Since TALOS does not include non-natural residues,
Nle and the hydrocarbon staple's residues were considered as
Lys for this program. Structure calculations were performed
using the program CYANA 2.1.** First, the non-natural residue
Nle and those required for the covalent closure in peptide 8a
(amino acid (S)-3) and 11 (Glu and Lys of the amide bridge) were
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generated in the format required for the CYANA library. Then,
the standard iterative protocol for automated NOE assignment
was run using as input the list of integrated NOE cross-peaks
and the full list of chemical shifts, and as additional
restraints, the TALOS-derived ¢, ¥ dihedral angle ranges, and
the upper and lower limit restraints required to link residues at
positions 4 and 8. The iterative protocol consists of seven cycles
of combined automated NOE assignment and structure calcu-
lation of 100 conformers per cycle, and a final step of standard
annealing calculation of 100 conformers.** The ensemble of the
20 lowest target function conformers resulting from were
examined and visualised with MOLMOL* and PyMOL.

Molecular dynamics (MD) simulations. Models for all
possible stapled peptides 5-10 analyzed in Table 1 were built
using the Cartesian coordinates of the a-helix formed by resi-
dues Pro435-Met447 of monomer B of Li-TryR (PDB entry 2JK6)
by introducing the all-carbon staple the Z isomer of the olefin in
the appropriate positions. In all cases, N- and C-terminal were
defined as acetyl carbamate and carboxamide, respectively. All
the systems were simulated in the same conditions as described
previously.'® Peptides 5-10 were introduced in a box of TIP3P
waters using the tool tleap, integrated in the suite of programs
AMBER 12.0.* To do this, it was previously necessary to calcu-
late the partial charges and force field parameters for the non-
proteinogenic residues (S)-3, (R)-4, and norleucine (Nle). The
cut-off distance for the nonbonded interactions was 12 A and
periodic boundary conditions were used. Electrostatic interac-
tions were treated using the smooth particle mesh Ewald (PME)
method with a grid spacing of 1 A. The SHAKE algorithm was
applied to all bonds involving hydrogen atoms and an integra-
tion step of 2.0 fs was used throughout. The system was
progressively relaxed by energy minimizations, heated to 300 K,
and further simulated for a total time of 100 ns without any
restraints, as described previously.” As a hypothesis, in all-
hydrocarbon stapled peptides the Z isomer of the olefin
bridge was used. All peptides were simulated with N- and
C-termini protected as acetyl and carboxamide, respectively.
The average degree of theoretical helicity per residue in 5-10
was assessed with the DSSP*® algorithm along the course of 100
ns MD simulations at 300 K. The linear prototype 2 was simu-
lated under the same conditions for comparative purposes.

To build the peptide : Li-TryR complexes, the corresponding
peptide was overlaid onto the Pro435-Met447 o-helix of mono-
mer B in the crystal structure of the enzyme. Then, a 30 ns
unrestrained MD simulation was performed for each system
following the general protocol. The total and per-residue
peptide-protein binding energies (kcal mol ") were calculated
by means of the fast and versatile program MM-ISMSA*” using
the snapshots collected during the last 20 ns of the respective
MD simulations.

Dimer quantitation assay. The stability of the Li-TryR
dimeric form in the presence of cyclic peptides 5a, 8a and 11
and linear precursors 1 and 2 was evaluated using the novel
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) recently devel-
oped in our laboratory."” Briefly a dual (HIS/FLAG) tagged Li-
TryR (400 nM) was incubated in a dimerization buffer (200 pL
300 mM NaCl, 50 mM Tris pH 8.0) for 16 h at 37 °C with
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agitation and in a humid atmosphere in the presence of
different peptide concentration (10 to 90 uM). Next the plates
were washed ten times with TTBS (Tween 0.1%, 138 mM NacCl, 2
mM Tris pH 7.6) and incubated with diluted monoclonal o-HIS
HRP conjugated antibody (200 pL, Abcam, Cambridge, UK) in
BSA (5%) in TTBS for 1 h at room temperature. The plates were
washed once again as previously described and 1,2-phenylene-
diamine dihydrochloride (OPD) substrate (100 pL, Dako,
Glostrup, Denmark) prepared according to manufacturer's
instructions was added. The enzymatic reaction was stopped
after 10 minutes with H,SO, (100 pL, 0.5 M) and the absor-
bances were measured at 490 nm in a VERSAmax microplate
reader (Molecular Devices, California, USA). All the assays were
conducted in triplicate in at least three independent experi-
ments. Data were analyzed using a non-linear regression model
with the Grafit6 software (Erithacus, Horley, Surrey, UK).
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A series of new selenocyanates and diselenides bearing interesting bioactive scaffolds (quinoline, quinoxaline, acridine,
chromene, furane, isosazole, etc.) was synthesized, and their in vitro leishmanicidal activities against Leishmania infantum
amastigotes along with their cytotoxicities in human THP-1 cells were determined. Interestingly, most tested compounds were
active in the low micromolar range and led us to identify four lead compounds (1h, 2d, 2e, and 2f) with 50% effective dose (ED5,) val-
ues ranging from 0.45 to 1.27 p.M and selectivity indexes of >25 for all of them, much higher than those observed for the reference
drugs. These active derivatives were evaluated against infected macrophages, and in order to gain preliminary knowledge about their
possible mechanism of action, the inhibition of trypanothione reductase (TryR) was measured. Among these novel structures, com-
pounds 1h (3,5-dimethyl-4-isoxazolyl selenocyanate) and 2d [3,3'-(diselenodiyldimethanediyl)bis(2-bromothiophene)] exhibited
good association between TryR inhibitory activity and antileishmanial potency, pointing to 1h, for its excellent theoretical ADME (ab-
sorption, distribution, metabolism, and excretion) properties, as the most promising lead molecule for leishmancidal drug design.

eishmaniasis is an infectious poverty-associated disease caused

by protozoan parasites of the genus Leishmania. In fact, this
term includes a wide spectrum of vector-borne diseases with great
epidemiological and clinical diversity. Even though exact statisti-
cal data are lacking (1, 2), within the 350 million people that live in
areas where leishmaniasis is endemic, approximately 12 million
people get infected per year. There are three major clinical types:
cutaneous (CL), mucocutaneous (MCL), and visceral leishmani-
asis (VL; also known as kala-azar), which differ in their immuno-
pathologies and degrees of morbidity and mortality (3). Among
the different manifestations, VL is the most severe form, with
nearly 200,000 to 400,000 new cases, causing more than 20,000
deaths, per year. Left untreated, it is usually fatal within 2 years.

The efficacy of the different drugs available seems to vary ac-
cording to the Leishmania species, and the current chemotherapy
is far from being satisfactory. Furthermore, they present several
problems, including toxicity, many adverse side effects, and high
costs. The most relevant problem is related to the fact that many of
these drugs were developed many years ago, and currently, there
are resistant strains (4).

Since their discovery in the 1940s, the toxic pentavalent anti-
mony [Sb(V)] compounds have been the mainstay of treatment
against all forms of leishmaniasis through parenteral administra-
tion, and their efficacy is progressively decreasing owing to the
development of resistance (5). For this reason, in the last decades
several drugs, such as amphotericin B and miltefosine (6), paro-
momycin and pentamidine (7), sitamaquine (8), and edelfosine
(9), have been used in the treatment of leishmaniasis. Neverthe-
less, their high cost and therapeutic complications limit their use.
Nowadays, several other drugs based on natural products show
promising antileishmanial activity, but despite significant prog-
ress, an ideal drug is still awaited (10).

The development of new antiparasitic drugs has not been
much of a priority for the pharmaceutical industry because many
of the parasitic diseases occur in poor countries where the popu-
lations cannot afford to pay a high price for the drugs. Thus, al-
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though important initiatives, such as the Drugs for Neglected Dis-
eases Initiative (DNDi), are attracting more interest in these
neglected pathologies, an investment in drug development against
parasitic diseases is needed.

The incorporation of different functionalities bearing the Se
atom (i.e., methylseleno, selenocyanate, and diselenide) onto or-
ganic scaffolds can be considered a promising rational design to
achieve potent and selective cytotoxic compounds (11). Several
reports have shown vast and miscellaneous types of structures
applying this approach, resulting in very promising antitumoral
compounds in preclinical models (12, 13). Recently, our research
group has been using this rational design in order to obtain new
derivatives with potent and selective antileishmanicidal activity.
Continuing with these efforts, herein we have designed novel Se
compounds which gather two different chemical entities: the se-
lenium entity on its selenocyanate and diselenide forms; and dif-
ferent carbo- and heterocyclic entities with proven leishmanicidal
activity. Below in this section, a brief description with several re-
ported data that supports the selection for each of these subunits
can be found.

During the last years, various reports have shown recognition
of an increase in plasma selenium levels as a new defensive strategy
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FIG 1 General structure of new pharmacophoric Se compounds.

against Leishmania infection (14, 15). The choice of the chemical
form for the selenium derivatives can modulate the level of this
element on the basis of several metabolic routes (16). The mech-
anism of action for selenium is unknown, though some enzymatic
pathways, such as mitochondrial peroxiredoxins (17), seleno-
phosphate synthetases (18), or ascorbate peroxidases (19), could
be implicated. On the other hand, the incorporation of selenium
into novel nanomaterials has demonstrated effectiveness in the
treatment of leishmaniasis (20). We have reported (21-24) new
selenium compounds with potent in vitro antiparasitic activity
against Leishmania infantum and Leishmania major, and selectiv-
ity indexes higher than those observed for the reference drugs
miltefosine, edelfosine, and paromomycin. Additionally, some of
them induced nitric oxide production and alterations in gene ex-
pression profiling related to proliferation (PCNA), treatment re-
sistance (ABC-transporter and a-tubulin), and virulence (QDPR)
(23). Among the various antileishmanial scaffolds containing se-
lenium earlier reported by us, selenocyanate and diselenide
showed promising activity against Leishmania parasites (24).

We have payed special attention to quinoline, which consti-
tutes the central nucleus of sitamaquine (25, 26), acridine (27, 28),
quinoxaline (29-31), and coumarins (32, 33). On the other hand,
nitrofuran compounds (34, 35), the most relevant registered as
nifurtimox, and derivatives of the benzodioxol core (36) have
been selected. In addition, substituted five-membered heterocy-
clic rings such as isoxazol (37) and thiophenyl (38) or pirrol (39)
have been tested as leishmanicidal agents. Furthermore, related to
heterocycles derivatives, some fused aryl azo and triazo molecules
have been described (34, 40). Finally, some carbocycles, such as
ones with an adamantane ring (41) or anthraquinone structure
(42, 43), have been described.

Among the potential molecular targets for the treatment of
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leihshmaniasis, trypanothione reductase (TryR) is considered an
ideal enzyme, since it is involved in the unique thiol-based metab-
olism observed in the Trypanosomatidae family and is a validated
target in the search for drugs against members of this family. TryR
catalyzes the reduction of trypanothione disulfide to trypano-
thione (44). Therefore, during recent years a great number of in-
hibitors of this key enzyme have been reported (45-47). Based on
the chemical analogy of sulfur and selenium, we decided to ex-
plore the relevance of this trace element to generate new TryR
inhibitors.

In summary, as a continuation of an ongoing program aiming
to find new structural leaders with potential leishmanicidal activ-
ity, we have constructed a new class of seleno derivatives. They
were designed by incorporating selenocyanate or diselenide moi-
eties onto other bioactive carbo- or heterocycles selected on the
basis of the above-mentioned findings. In this work, we present
the synthesis of 23 new Se compounds (Fig. 1) and their leish-
manicidal activities against the amastigote form of L. infantum. In
parallel, the cytotoxicities of these newly synthesized molecules
were assessed. Moreover, the leishmanicidal activities of the most
active compounds were evaluated in L. infantum-infected macro-
phages. Finally, in order to elucidate a preliminary mechanism of
action, their inhibitory activities against trypanothione reductase
were determined.

MATERIALS AND METHODS

Chemistry. Melting points (mp) were determined with a Mettler
FP82+FP80 apparatus (Greifense, Switzerland) and are not corrected.
The 'H nuclear magnetic resonance (NMR) and '>C NMR spectra were
recorded on a Bruker 400 Ultrashield spectrometer (Rheinstetten, Ger-
many) using TMS (tetramethylsilane) as the internal standard. The infra-
red (IR) spectra were obtained on a Thermo Nicolet FT-IR Nexus spec-
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trophotometer with KBr pellets. Mass spectrometry was carried out on an
ICP-MS (inductively induced plasma mass spectrometer), Agilent system
MSD/DS 5973N (G2577A). Elemental microanalyses were carried out on
vacuum-dried samples using a LECO CHN-900 elemental analyzer. Silica
gel 60 (0.040 to 0.063 mm) 1.09385.2500 (Merck KGaA, Darmstadt, Ger-
many) was used for column chromatography, and Alugram SIL G/UV,,
(layer: 0.2 mm) (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Germany)
was used for thin-layer chromatography (TLC). Chemicals were pur-
chased from E. Merck (Darmstadt, Germany), Scharlau (F.ER.O.S.A,,
Barcelona, Spain), Panreac Quimica S.A. (Montcada i Reixac, Barcelona,
Spain), Sigma-Aldrich Quimica, S.A. (Alcobendas, Madrid, Spain), Acros
Organics (Janssen Pharmaceuticalaan 3a, Geel, Belgium) and Lancaster
(Bischheim-Strasbourg, France).

General procedure for the synthesis of compounds 1a to lo. The
synthesis of compounds 1a to 1o was carried out according to the proce-
dure described in the literature (48-50), with a few modifications. Briefly,
KSeCN (4 mmol) was added to a solution of the appropriate halyl deriv-
ative (4 mmol) in acetone (50 ml) and the mixture was heated under
reflux for 2 to 4 h. The resulting precipitate (KBr) was filtered off. The
filtrate was evaporated under vacuum and the residue was treated with
water (2 X 50 ml) and dried. The target compounds were obtained with a
high degree of purity.

(Quinolin-8-yl)methyl selenocyanate (1a). Compound la was from
8-bromomethylquinoline and potassium selenocyanate. The compound
was washed with ethyl ether (2 X 50 ml). Brown solid. Yield: 71.5%. mp:
49.5 10 50.5°C. IR (KBr) cm ™ ': 2,138 (s, C=N); 1,593 (f, C=N)."H NMR
(400 MHz, DMSO-d,) : 4.89 (s, 2H, CH,-Se); 7.58 to 7.63 (m, 2H, H, +
H,); 7.88 (m, 1H, H,); 7.97 (dd, 1H, Hy, J; . = 8.1 Hz, ], , = 1.6 Hz); 8.4
(dd, 1H,H,, ], ; = 8.4 Hz, J, , = 2.2 Hz); 8.94 (dd, 1H, H,, ], ; = 4.3 Hz,
J,.4 = 2.2 Hz). >*C NMR (100 MHz, DMSO-d,) &: 29.5 (CH,-Se); 106.1
(CN); 123.6 (C,); 127.3 (C,); 129.5 (Cs, Cy); 131.7 (Cy); 136.0 (Cy); 138.1
(C,); 146.9 (C,); 151.4 (C,,). MS (m/z [percent abundance]): 222 (58);
158 (35); 142 (100); 130 (13); 115 (18); 89 (8); 63 (6). Elemental analysis
for C,,HgN,Se, calculated/found (percent): C, 53.44/53.35; H, 3.33/3.49;
N, 11.33/11.06.

(Quinolin-2-yl)methyl selenocyanate (1b). Compound 1b was from
2-chloromethylquinoline hydrochloride and potassium selenocyanate.
First, quinoline hydrochloride was treated with an aqueous solution of
NaOH (1 N) in water-methanol (40:20) for 15 min in order to obtain
2-chloromethylquinoline. The white powder obtained was washed with
water (4 X 25 ml) and dried. The compound was washed with ethyl ether
(2 X 50 ml). Brown solid. Yield: 27.5%. mp: 83 to 84°C. IR (KBr) cm™':
2,142 (m, C=N); 1,591 (m, C=N). 'H NMR (400 MHz, DMSO-d,) &:
473 (s, 4H, 2CH, ); 7.62 (t, 2H, Hy + H,, J, 5 = J,s = 11.0 Hz); 7.79 (d,
1H, H,, J,_, = 9.4 Hz); 7.98 (dd, 2H, H, + Hg, Js. = Jo, = 11.0Hz, ], =
Jos = 9.4 Hz); 8.41 (d, 1H, H,, J, ; = 9.4 Hz). '*C NMR (100 MHz,
DMSO-d,) 8: 35.8 (CH,-Se); 105.9 (CN); 122.6 (Cs); 127.3 (Cs,C,); 129.0
(Ce,Cy); 131.7 (Cy); 138.2 (C,); 147.8 (C); 158.0 (C,). MS (1m/z [percent
abundance]): 248 (25); 142 (100); 115 (35); 89 (8); 63 (5); 51 (4). Elemen-
tal analysis for C;,HgN,Se, calculated/found (percent): C, 53.44/53.52; H,
3.33/3.62; N, 11.33/11.10.

Acridin-9-ylmethyl selenocyanate (1c). Compound lc was from
9-(bromomethyl)acridine and potassium selenocyanate. The compound
was washed with ethyl ether (2 X 50 ml). Yellow solid. Yield: 92.3%. mp:
137 t0 138°C. IR (KBr) cm ™ ': 2,145 (m, C=N); 1,625 (d, C=N)."HNMR
(400 MHz, DMSO-d,) &: 5.47 (s, 2H, CH,-Se); 7.69 (t, 2H, H, + H,,
oy = Jys = 9.3 Hz); 7.87 (t, 2H, Hy + H, /5, = Jo.5 = 9.1 Hz); 8.19 (d,
2H,H, + Ha, ], 5 = Jo.c = 9.1Hz); 8.58 (d,2H, H, + Hg, ], , = Jo., = 9.3
Hz). >C NMR (100 MHz, DMSO-d,) 8: 24.4 (CH,-Se); 104.0 (CN); 124.9
(Cyy C1a); 125.3 (C,, Cy )3 127.0 (C,, Cyp); 130.7 (C,, Cg); 132.2 (Cs, Co);
142.1 (C,5); 149.4 (Cs, C,). MS (m/z [percent abundance]): 204 (12); 193
(100); 177 (5); 165 (9); 87 (7); 63 (4). Elemental analysis for C,sH,,N,Se,
calculated/found (percent): C, 60.60/60.74; H, 3.36/3.36; N, 9.42/9.13.

Quinoxalin-2,3-diyldimethanediyl bisselenocyanate (1d). Com-
pound 1d was from 2,3-bis(bromomethyl)quinoxaline and potassium
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selenocyanate. The compound was washed with ethyl ether (2 X 50 ml).
Brown solid. Yield: 46.5%. mp: 153 to 154°C. IR (KBr) cm™": 2,153 (s,
C=N); 1,608 (m, C=N). 'H NMR (400 MHz, DMSO-d,) &: 4.91 (s, 4H,
CH,-Se); 7.87 to 7.89 (m, 2H, H, + H,); 8.06 to 8.08 (m, 2H, H; + Hy).
13CNMR (100 MHz, DMSO-dj) 8: 32.3 (CH,-Se); 105.0 (CN); 129.9 (C,
Cy); 132.2 (C,, Cy); 141.3 (Cs, Cyp); 151.0 (C,, C5). MS (m/z [abun-
dance]): 262 (100); 235 (44); 156 (72); 129 (27); 102 (21); 76 (20). Ele-
mental analysis for C,,HgN,Se,, calculated/found (percent): C, 39.34/
39.16; H, 2.18/2.17; N, 15.30/15.06.

(6,7-Dimethoxy-2-ox0-2H-chromen-4-yl)methyl selenocyanate (le).
Compound le was from 6,7-dimethoxy-4-bromomethyl-2H-chromen-
2-one and potassium selenocyanate. The compound was washed with
ethyl ether (2 X 50 ml). Yellow solid. Yield: 28.1%. mp: 197 to 199°C. IR
(KBr) cm™': 2,150 (m, C=N); 1,709 (s, C=0). '"H NMR (400 MHz,
DMSO-dy) 8: 3.83 (s, 3H, OCH,); 3.87 (s, 3H, OCH,); 4.42 (s, 2H, CH,-
Se); 6.33 (s, 1H, CH-CO); 7.10 (s, 1H, Hs); 7.43 (s, 1H, Hg).">*C NMR (100
MHz, DMSO-d,) 8: 29.5 (CH,-Se); 56.3 (OCH,); 58.7 (OCH,); 100.1
(Cy); 102.7 (CN); 107.8 (C); 110.0 (Cy); 114.6 (Cy); 147.2 (C,,); 150.3
(C,);152.2 (Cy); 154.1 (C,); 161.5 (CO). MS (m/z [abundance]): 325 (59);
219 (73); 191 (100); 163 (12); 147 (25); 119 (7); 69 (8). Elemental analysis
for C,3H,,NO,Se, calculated/found (percent): C, 48.15/48.02; H, 3.40/
3.40; N, 4.32/4.20.

(5-Nitrofuran-2-yl)methyl selenocyanate (1f). Compound If was
from 5-nitro-2-bromomethylfurane and potassium selenocyanate. The
compound was washed with ethyl ether (2 X 50 ml). Yellow solid. Yield:
42%. mp: 87 to 88°C. IR (KBr) cm 12,152 (m, C=N).'"H NMR (400
MHz, DMSO-dj) 8: 4.45 (s, 2H, CH,-Se); 6.80 (d, 1H, H, J;_, = 7.8 Hz);
7.70 (d, 1H, H,, J, ; = 7.8 Hz). >*C NMR (100 MHz, DMSO-d,) 23.0
(CH,-Se); 101.1 (CN); 109.4 (C5); 111.2 (C,); 150.0 (C5); 156.3 (C,). MS
(m/z [abundance]): 126 (100); 113 (85). Elemental analysis for
C¢H,N,O;Se, calculated/found (percent): C, 31.17/31.28; H, 1.73/2.02;
N, 12.12/11.72.

(6-Bromo-1,3-benzodioxol-5-yl)methyl selenocyanate (1g). Com-
pound 1g was from 5-bromo-6-(bromomethyl)-1,3-benzodioxole and
potassium selenocyanate. The compound was washed with ethyl ether
(2 X 50 ml). White solid. Yield: 78.6%. mp: 110 to 111°C. IR (KBr) cm ™'
2150 (s, C=N); 1033 (s, C-Br)."H NMR (400 MHz, DMSO-d,) 8: 4.36 (s,
2H, CH,-Se); 6.10 (s, 2H, O-CH,-0); 7.11 (s. 1H, Hy); 7.27 (s, 1H,
H,).”>*CNMR (100 MHz, DMSO-d,) 8: 34.3 (CH,-Se); 103.5 (O-CH,-O);
105.9 (CN); 111.3 (Cy); 113.8 (C,); 115.1 (Cy); 130.6 (Cs); 148.2 (C,);
149.4 (C,). MS (m/z [abundance]): 213 (100); 157 (7); 75 (19); 50 (15).
Elemental analysis for CoH BrNO,Se, calculated/found (percent): C,
33.86/34.02; H, 1.88/2.05; N, 4.39/4.13.

3,5-Dimethyl-4-isoxazolyl selenocyanate (1h). Compound 1h was
from 4-chloromethyl-3,5-dimethylisoxazole and potassium selenocya-
nate. The brown oil obtained after washed with water was extracted with
dichloromethane (3 X 50 ml). The organic layer was dried with Na,SO,.
The dichloromethane was removed under vacuum, and the residue was
treated with ethyl ether (3 X 25 ml); a clear brown powder was obtained.
Yield: 21.3%. mp: 69 to 70°C. IR (KBr) cm 12,143 (s, C=N); 1,628 (s,
C=N). 'H NMR (400 MHz, DMSO-d,) 8: 2.23 (s, 3H, CH,-Cy); 2.40 (s,
3H, CH;-C,); 4.19 (s, 2H, CH,-Se). ">C NMR (100 MHz, DMSO-d,) &:
10.6 (C;-CHj,); 11.8 (C5-CHy); 21.4 (-CH,-Se-); 105.9 (C,); 112.3 (CN);
159.9 (C5); 168.2 (C5). MS (m/z [abundance]): 156 (4); 110 (100); 68 (89);
52(5);43 (45). Elemental analysis for C,HgN,OSe, calculated/found (per-
cent): C, 39.08/39.14; H, 3.75/3.88; N, 13.02/12.89.

(2-Bromothiophene-3-yl)methyl selenocyanate (1i). Compound 1i
was from 2-bromo-3-bromomethylthiophene and potassium selenocya-
nate. The compound was washed with ethyl ether (2 X 50 ml). Brown
solid. Yield: 88%. mp: 53 to 55°C. IR (KBr) cm ™ ": 2,148 (m, C=N).'H
NMR (400 MHz, DMSO-d,) 8: 4.27 (s, 2H, CH,-Se); 7.09 (d, 1H, H,,
T, = 5.7 Hz); 7.63 (d, 1H, H,, ], , = 5.7 Hz). ’C NMR (100 MHz,
DMSO-dy) 8: 26.5 (CH,); 105.3 (CN); 112.5 (C,); 128.4 (Cy); 129.7 (C,)s
138.3 (C;). MS (m/z [abundance]): 281 (M ™, 3); 175 (100). Elemental
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analysis for C;H,BrNSSe, calculated/found (percent): C, 25.62/25.44; H,
1.42/1.38; N, 4.98/4.59.

(2-Chlorothiophene-5-yl)methyl selenocyanate (1j). Compound 1j
was from 5-bromo-2-chloro-methylthiophene and potassium selenocya-
nate. The brown oil obtained after washed with water was extracted with
ethyl ether (3 X 50 ml). The organic layer was washed with water (3 X 50
ml) and dried with Na,SO,. The ethyl ether was removed under vacuum,
and a brown solid was obtained. Brown solid. Yield: 60%. mp: 37 to 39°C.
IR (KBr) cm ™ ': 2,149 (m, C=N). "H NMR (400 MHz, DMSO-d,) 8: 4.52
(s, 2H, CH,-Se); 6.98 (d, 1H, Hs, ], , = 7.8 Hz); 7.00 (d, 1H, H,, ], ; = 7.8
Hz). >C NMR (100 MHz, DMSO-d;) 8: 28.6 (CH,); 106.5 (CN); 127.5
(Cy); 128.4 (Cy); 129.3 (C,); 141.4 (C5). MS (m/z [abundance]): 131
(100); 95 (7); 87 (5); 69 (5); 45 (5). Elemental analysis for C;H,CINSSe,
calculated/found (percent): C, 30.44/30.04; H, 1.69/1.82; N, 5.92/5.80.

4-(1H-Pyrrol-1-yl)benzyl selenocyanate (1k). Compound 1k was
from 1-[4-(bromomethyl)phenyl]-1H-pyrrole and potassium selenocya-
nate. The solid obtained after the treatment with water was solved in THF
(tetrahydrofuran), and the insoluble fraction was rejected. The THF was
removed under vacuum, and the residue was washed with water (3 X 25
ml) and with hexane (3 X 25 ml). Brown solid. Yield: 73.3%. mp: 154 to
155°C. IR (KBr) cm ™ ': 2,145 (m, C=N). 'H NMR (400 MHz, DMSO-d,)
8:4.35 (s, 2H, CH,-Se); 6.27 (t, 2H, H; + H,, J; , = J,.s = 8.5 Hz); 7.38 (t,
2H,H, + Hs, J, 3 =J5., = 85Hz); 745 (d,2H,Hy, + Hy, [ 5 = J5. = 8.5
Hz); 7.58 (d, 2H, H,, + Hg\, ], 5 = Jor 5 = 8.5 Hz. >*C NMR (100 MHz,
DMSO-d,) &: 33.1(-CH,-Se-); 105.8 (CN); 111.5 (C5, C,); 119.8 (C,, Cs);
120.1 (C,/, C4); 131.1 (Cs,, Cs); 136.1 (Cy.); 140.2 (C,). MS (m/z [abun-
dance]): 262 (M + 17, 3); 156 (100); 128 (17); 89 (8); 78 (4). Elemental
analysis for C,,H,,N,Se, calculated/found (percent): C, 55.18/55.59; H,
3.86/4.01; N, 10.73/10.07.

1H-Benzotriazol-1-ylmethyl selenocyanate (11). Compound 11 was
from 1-chloromethyl-1H-benzotriazole and potassium selenocyanate.
The orange oil obtained after washed with water was extracted with di-
chloromethane (3 X 50 ml). The organic phase was washed with water
(3 X 20 ml) and dried over Na,SO,. The dichloromethane was removed
under vacuum, and the residue was recrystallized from ethanol to give an
orange solid. Yield: 19.7%. mp: 158 to 160°C. IR (KBr) cm™': 2,151 (m,
C=N). 'H NMR (400 MHz, DMSO-d,) &: 6.51 (s, 2H, CH,-Se); 7.49 (t,
1H,H,,J, , = 7.5Hz, ], 5 = 7.6 H2); 7.66 (t, IH, Hs, ], , = 7.5Hz, ] , =
7.6Hz);8.02 (d, 1H,H,,J,, = 7.5Hz); 8.12 (d, 1H, H,, ], 5 = 7.5 Hz).">C
NMR (100 MHz, DMSO-dj) 8: 45.4 (CH,); 105.3 (CN); 112.3 (Cy); 120.4
(Cs); 125.6 (Cq); 128.8 (C,); 132.9 (Cy); 146.41 (C,). MS (m/z [abun-
dance]): 132 (62); 77 (100). Elemental analysis for C;H,N,Se, calculated/
found (percent): C, 40.51/40.47; H, 2.53/2.75; N, 23.63/23.95.

2-Adamant-1-yl-2-oxoethyl selenocyanate (1m). Compound Im
was from 1-adamant-1-yl-2-bromoethanone and potassium selenocya-
nate. The compound was washed with ethyl ether (2 X 50 ml). Yellow
solid. Yield: 77%. mp: 108 to 110°C. IR (KBr) cm™': 2,149 (s, C=N); 1678
(s, C=0). "H NMR (400 MHz, DMSO-d,) &: 1.63 to 1.67 (m, 6H, CH,-
CH); 1.80-1.81 (m, 6H, CH,-C-CO); 1.99 (s, 3H, CH); 4.63 (s, 2H, CH,-
Se). 1>*C NMR (100 MHz, DMSO-d,) 8: 27.1 (CH,-Se); 29.0 (CH); 36.7
(CH,-CH); 38.4 (CH,-C-CO); 47.1 (C-CO); 104.5 (CN); 210.2 (C=0).
MS (m/z [abundance]): 163 (4); 135 (100); 107 (8); 93 (17); 79 (18); 67
(7). Elemental analysis for C,;H,,NOSe, calculated/found (percent): C,
55.31/55.38; H, 6.03/6.19; N, 4.96/4.70.

(9,10-Diox0-9,10-dihydroanthracen-2-yl)methyl selenocyanate (1n).
Compound 1n was from 2-chloromethylanthraquinone and potassium
selenocyanate. The compound was washed with ethyl ether (2 X 50 ml).
Yellow solid. Yield: 75.3%. mp: 168 to 169°C. IR (KBr) cm ™ *: 2,145 (m,
C=N); 1,674 (s, C=0). '"H NMR (400 MHz, DMSO-d,) &: 4.51 (s, 2H,
CH,-Se); 7.90 (dd, 1H, H;, 5, = 8.1 Hz, J5, = 2.5 Hz); 7.93 t0 7.96 (m,
2H, H, + H,); 8.22-8.25 (m, 4H, H, + H, + H, + H,).">C NMR (100
MHz, DMSO-d,) 8: 33.3 (CH,-Se); 106.5 (CN); 128.5 (C,, C,» Cg C,,)3
133.2 (Cy); 134.1 (Cy, Cyp); 135.0 (Cs, C,, Cyy, Cyy); 146.9 (C,); 183.4
(CO). MS (m/z [abundance]): 256 (9); 221 (100); 207 (4); 165 (22); 139
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(5); 76 (4); 63 (4). Elemental analysis for C,;H,NO,Se, calculated/found
(percent): C, 58.89/58.74; H, 2.76/2.86; N, 4.29/4.25.

(1,3-Dioxo-1,3-dihydro-2H-isoindol-2-yl)methyl selenocyanate (10).
Compound 1o was from N-bromomethylphthalimide and potassium sel-
enocyanate. The oil obtained after washed with water was extracted with
dichloromethane (3 X 50 ml). The organic phase was washed with water
(3 X 20 ml) and dried over Na,SO,. The dichloromethane was removed
under vacuum, and the residue was recrystallized from ethanol to give a
white-pink solid. Yield: 50.4%. mp: 162 to 164°C. IR (KBr) cm™ ' 2,155
(m, C=N); 1,778 (CO); 1,718 (CO)."H NMR (400 MHz, DMSO-d) &:
5.28 (s, 2H, CH,); 7.89-7.98 (m, 4H, H, + H, + H; + H).">CNMR (100
MHz, DMSO-dg) 8: 35.0 (CH,); 105.2 (CN); 124.5 (C,); 132.2 (C5); 136.0
(C5); 166.8 (C,). MS (m/z [abundance]): 160 (100); 104 (22). Elemental
analysis for C,,H¢N,O,Se, calculated/found (percent): C: 45.29/44.93; H:
2.26/2.49; N: 10.57/10.37.

General procedure for the synthesis of compounds 2a to 2g. The
appropriate selenocyanate derivative (3 mmol) was solved in absolute
ethanol (40 ml), and NaBH, (6.2 mmol) was added in small portions with
caution to the solution. To obtain compound 2g, NaBH;CN (6.2 mmol)
was used. The mixture was stirred at room temperature for 2 h. The
solvents were removed under vacuum by rotary evaporation, and the
residue was treated with water (50 ml) and purified in order to obtain
the target compounds.

8,8'-(Diselenodiyldimethanediyl)diquinoline (2a). Compound 2a
was from (quinolin-8-yl)methyl selenocyanate (1a) and sodium borohy-
dride. The resultant solid was washed with ethyl ether (3 X 50 ml) and
recrystallized from ethanol to give a yellow solid. Yield: 60.3%. mp: 103 to
104°C. IR (KBr) cm ™ ': 1591 (s, C=C); 790 (s, Se-Se). 'H NMR (400 MHz,
DMSO-d,) 8: 4.58 (s, 4H, 2 CH,-Se); 7.43 to 7.48 (m, 4H, H + H,, H, +
H,.); 7.57 (dd, 2H, H,, H,., ], , = 8.1 Hz, ], , = 4.6 Hz); 7.89 (dd, 2H, H.,
Hs, Js.c = 8.1 Hz, ], = 2.5 Hz); 8.38 (dd, 2H, H,, H,,, ], = 8.1 Hz,
J.» = 2.5 Hz); 8.97 (dd, 2H, H,, H,,, ], ; = 4.6 Hz, ], , = 2.5 Hz)."’C
NMR (100 MHz, DMSO-d) 8: 30.2 (CH,-Se); 122.5 (C;, C5/); 127.1 (C,,
C,); 128.0 (Cs, Cg, Csr, Cgr); 130.7 (Cg,Cyr); 137.9 (Cy, Cor); 138.4 (C,,
C,); 146.2 (C,, Cy/); 150.1 (Cy, Cy). MS (m/z [percent abundance]):
442 (M™, 5); 222 (75); 142 (100); 130 (10); 115 (17); 89 (7); 63 (5).
Elemental analysis for C, H;(N,Se,, calculated/found (percent): C,
54.30/54.80; H, 3.62/4.00; N, 6.33/6.10.

9,9'-(Diselenodiyldimethanediyl)diacridine (2b). Compound 2b
was from acridin-9-ylmethyl selenocyanate (1c) and sodium borohy-
dride. The resultant solid was washed with ethyl ether (3 X 50 ml) and
recrystallized from ethanol to give an orange solid. Yield: 45%. mp: 108 to
109°C. IR (KBr) cm™': 1552 (s, C=C); 752 (s, Se-Se). 'H NMR (400 MHz,
DMSO-d,) 8: 5.22 (s, 4H, CH,-Se, CH, -Se); 7.63 (t, 4H, H, + H., ], ; =
J,.o = 9.0 Hz); 7.84 (t, 4H, H, + Hy, J;, = J,, = 9.0 Hz); 8.14 (d, 4H,
H, + HaJys = Joo = 9.0Hz);8.41 (d,4H,H, + Hy, J, , = J5, = 9.1 Hz).
13C NMR (100 MHz, DMSO-d,) 8: 26.3 (CH,-Se); 123.1 (C,,, C,1.Cy/»
C,4); 125.0 (C;, C,1» Cy1r Cyy); 128.6 (Coy Cygr Cyrr Cyo); 130.0 (Cyy Co
C,»Cq);133.4(C;, Cy, C5, Cy); 141.8 (Cy 5, Cy50); 149.9 (Cs, C, Csr, ).
MS (m/z [percent abundance]): 204 (100); 165 (47); 63 (6). Elemental
analysis for C,4H, N,Se,, calculated/found (percent): C, 61.99/61.62; H,
3.69/4.03; N, 5.16/5.12.

5,5'-(Diselenodiyldimethanediyl)bis(6-bromo-1,3-benzodioxole)
(2¢). Compound 2¢ was from (6-bromo-1,3-benzodioxol-5-yl)methyl
selenocyanate (1g) and sodium borohydride. The resultant solid was
washed with ethyl ether (3 X 50 ml) and recrystallized from ethanol to
give a yellow solid. Yield: 70.3%. mp: 90 to 91°C. IR (KBr) cm™": 766 (s,
Se-Se). 'H NMR (400 MHz, DMSO-d,) &: 4.03 (s, 4H, CH,-Se, CH,-Se);
6.00 (s, 4H, O-CH,-0, O-CH,-0); 6.77 (s, 2H, Hg, Hy/); 7.01 (s, 2H, Hj,
H,.). >*C NMR (100 MHz, DMSO-d,) 8: 33.3 (CH,-Se); 103.1 (O-CH,-
0); 111.6 (C4,Cy )3 113.7 (Cyr, Cy0); 115.2 (Cs, C3)5 1329 (Cs, Cs )3 147.0
(C,, C,); 148.8 (C, C;). MS (m/z [percent abundance]): 213 (100); 157
(9); 135 (9); 75 (10); 50 (5). Elemental analysis for C,H,,Br,0,Se,, cal-
culated/found (percent): C, 32.76/32.99; H, 2.04/2.02.
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3,3’-(Diselenodiyldimethanediyl)bis(2-bromothiophene) (2d). Com-
pound 2d was from (2-bromothiophene-3-yl)methyl selenocyanate (1i)
and sodium borohydride. The mixture was extracted with ethyl ether (3 X
50 ml). The organic phase was washed with water (3 X 50 ml) and dried
with anhydrous Na,SO,. The ethyl ether was removed under vacuum, and
a yellow powder was obtained. Yield: 29%. mp: 49 to 50°C. IR (KBr)
cm ™1 3,099 (w, C-H); 722 (s, Se-Se). 'H NMR (400 MHz, DMSO-d,) 8:
4.04 (s, 4H, CH,-Se, CH, -Se); 7.00 (d, 2H, H, + H,, J, , = 5.6 Hz); 7.58
(d,2H,H, + H,,, ], , = 5.6 Hz). >’CNMR (100 MHz, DMSO-d,) &: 26.5
(CH,-Se); 111.1 (C,, C,,); 128.4 (C,,, C,/); 130.6 (Cs, Cs.); 140.0 (C5,C5.).
MS (m/z [percent abundance]): 510 (M ™, 3); 175 (100); 96 (19); 69 (9); 45
(8). Elemental analysis for C, HgBr,S,Se,, calculated/found (percent): C,
23.55/23.49; H, 1.58/1.52.

1,1'-(Diselenodiyldimethanediyl)bis(1H-benzotriazole) (2e). Com-
pound 2e was from 1H-benzotriazol-1-ylmethyl selenocyanate (11) and
sodium borohydride. The mixture was extracted with dichloromethane
(3 X 50 ml). The organic phase was washed with water (3 X 50 ml) and
dried with anhydrous Na,SO,. The dichloromethane was removed under
vacuum, and a white powder was obtained. Yield: 25%. mp: 197 to 199°C.
IR (KBr) cm ™ ': 744 (s, Se-Se). "H NMR (400 MHz, DMSO-dy) 8: 6.19 (s,
4H,N-CH,-Se, N-CH, -Se); 7.44 (t,2H, H, + H,,,J, , = 8.2 Hz, ], , = 8.2
Hz); 7.57 (t, 2H, H, + H,., J,., = 8.2 Hz, ], , = 8.2 Hz); 7.87 (d, 2H, H,
+H,,];,=82Hz);8.07(d,2H,H, + H,,,J, , = 8.2 Hz). >CNMR (100
MHz, DMSO-d,) 8: 43.6 (CH,-Se); 112.2 (Cg, C,1,Cyp» Cyar); 120.2
(Cs,); 125.3 (Cg); 128.3 (C,); 133.0 (Cy); 146 (C,). MS (m/z [per-
cent abundance]): 132 (86); 77 (100). Elemental analysis for
C,,H,N(Se,-H,0, calculated/found (percent): C, 38.80/38.40; H,
2.77/2.74; N, 19.61/19.39.

2,2'-(Diselenodiyldimethanediyl)di(9,10-dihydroanthracene-9,10-
dione) (2f). Compound 2f was from (9,10-dioxo-9,10-dihydroanthracen-
2-yl)methyl selenocyanate (1n) and sodium borohydride. The resultant
solid was washed with ethyl ether (3 X 50 ml) and recrystallized from
ethanol to give a yellow solid. Yield: 52%. mp: 186 to 187°C. IR (KBr)
cm™': 1,666 (CO); 710 (m, Se-Se). 'H NMR (400 MHz, DMSO-d,) 8: 4.21
(s, 4H, CH,-Se, CH, -Se); 7.70 (d, 2H, H,, H, J,_, = 8.1 Hz); 7.86-7.89
(m, 4H, H, + Hg, Hy, + Hy ); 7.95 (s, 2H, H,, H,.); 8.06 (d, 2H, H,, H,,
J,5 = 8.1Hz);8.09 to 8.11 (m, 4H, H, + H,, H, + H,.). ">*C NMR (100
MHz, DMSO-dy) 8: 31.4 (CH,-Se); 127.6 (C,, C,, Cq, Cy3, Cy/, Cy, Cys
Cy1);133.2(C5, C50)5 134.1 (Cy, C,,Cyr, Cy)5 1353 (Cs, C;, C15, C1uCs,
C,,, Cyy Cpy); 148.0 (C,,Cy0); 183.2 (CO). MS (m/z [percent abun-
dance]): 177 (100); 149 (13); 96 (22); 69 (17); 51 (8). Elemental analysis
for C;3oH,30,Se,"¥2H,0, calculated/found (percent): C, 59.11/59.12; H,
3.12/3.44.

2,2'-(Diselenodiyldimethanediyl)bis(1H-isoindole-1,3(2H)-dione)
(2g). Compound 2g was from (1,3-dioxo-1,3-dihydro-2H-isoindol-2-yl)
methyl selenocyanate and sodium cyaneborohydride. A white solid was
obtained. Yield: 28%. mp: 162 to 164°C. IR (KBr) cm 1,774 and 1,715
(vs,C=0);719 (m, Se-Se). "H NMR (400 MHz, DMSO-d;) 8:5.07 (s, 4H,
N-CH,-Se, N-CH,,-Se); 7.86 (s, 8H,H; + H;, + H, + H,, + Hy + H, +
H, + H,).">’CNMR (100 MHz, DMSO-d,) 8: 34.0 (CH,-Se); 124.2 (C,);
132.3 (C5); 135.6 (C5); 167.3 (CO). MS (m/z [percent abundance]): 478
(M™, 2); 160 (100). Elemental analysis for C,3H,,N,O,Se,, calculated/
found (percent): C, 45.19/45.25; H, 2.51/2.70; N, 5.86/5.64.

2,2'-(Selenodiyldimethanediyl)bis(1 H-isoindole-1,3(2H)-dione)
(3). Compound 3 was from (1,3-dioxo-1,3-dihydro-2H-isoindol-2-yl)m-
ethyl selenocyanate (10) (0.75 mmol) and sodium borohydride (0.75
mmol). Yield: 47%. mp: 230 to 232°C. IR (KBr) cm ™~ ': 1,772 and 1,718 (vs,
C=0). 'H NMR (400 MHz, DMSO-d,) &: 5.13 (s, 4H, N-CH,-Se,
N-CH,-Se); 7.87 to 7.89 (m, 8H, H; + Hy, + H, + H,, + H; + H;, +
H, + Hy).">’C NMR (100 MHz, DMSO-d,) §: 31.5 (CH,-Se); 124.2 (C,);
132.5 (C5); 135.6 (C5); 167.8 (CO). MS (m/z [percent abundance]): 400
(M +1%,2);160 (100). Elemental analysis for C,4H,,N,0,Se, calculated/
found (percent): C, 54.13/54.13; H, 3.00/2.79; N, 7.02/7.07.

Biological evaluation. (i) Cells and culture conditions. L. infantum
promastigotes (MCAN/ES/89/1PZ229/1/89) were grown in RPMI 1640
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medium (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) supplemented with 10% heat-
inactivated fetal calf serum (FCS), antibiotics, and 25 mM HEPES (pH
7.2) at 26°C.

L. infantum axenic amastigotes were obtained by incubation of 4.5 X
10° late-logarithmic-phase promastigotes in 5 ml of M199 medium (In-
vitrogen, Leiden, The Netherlands) supplemented with 10% heat-inacti-
vated FCS, 1 gliter ~" of B-alanine, 100 mg liter "' of L-asparagine, 200 mg
liter ' of sucrose, 50 mg liter ' of sodium pyruvate, 320 mg liter ' of
malic acid, 40 mg liter " of fumaric acid, 70 mg liter " of succinic acid,
200 mg liter " of a-ketoglutaric acid, 300 mg liter ' of citric acid, 1.1 g
liter ! of sodium bicarbonate, 5 g liter ' of morpholineethanesulfonic
acid (MES), 0.4 mg liter ! of hemin, and 10 mg liter ! of gentamicin, pH
5.4, at 37°C. After 48 h of incubation, all parasites had a rounded mor-
phology without a flagellum and divided during several weeks under the
described conditions.

THP-1 cells were grown in RPMI 1640 medium (Gibco, Leiden, The
Netherlands) supplemented with 10% heat-inactivated FCS, antibiotics, 1
mM HEPES, 2 mM glutamine, and 1 mM sodium pyruvate, pH 7.2, at
37°C and 5% CO,.

(ii) Leishmanicidal activity and cytotoxicity assays. Drug treatment
of amastigotes was performed during the logarithmic growth phase at a
concentration of 2 X 10° parasites/ml at 26°C or 1 X 10° parasites/ml at
37°C for 24 h, respectively. Drug treatment of THP-1 cells was performed
during the logarithmic growth phase at a concentration of 4 X 10 cells/ml
at 37°C and 5% CO, for 24 h. The percentage of living cells was evaluated
by flow cytometry by the propidium iodide (PI) exclusion method (51).
Drug concentrations ranged from 0.2 uM to 25 uM.

(iii) Leishmania infection assay. Human THP-1 monocytic cells were
seeded at 1.2 X 10° cells/ml in 24-multidish plates (Nunc, Roskilde, Den-
mark) and differentiated to macrophages for 24 h in 1 ml of RPMI 1640
medium containing 10 ng/ml of phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Medium culture was removed, and 1.2 X
10° Leishmania amastigotes in 1 ml of THP-1 medium were added to each
well. Four hours later, all medium with noninfective amastigotes was re-
moved, washed 3 times with 1X phosphate-buffered saline (PBS), and
replaced with new THP-1 medium and corresponding treatment. After 48
h of treatment, medium was removed; THP-1 cells were washed 3 times
with 1 X PBS and detached with TrypLE Express (Invitrogen, Leiden, The
Netherlands) according to the manufacturer’s indications. Infection
quantification was measured by flow cytometry. Drug concentrations
ranged from 0.2 uM to 25 pM.

(iv) Trypanothione reductase assay. Oxidoreductase activity was de-
termined according to the method described by Toro et al. (52). Briefly,
reactions were carried out at 26°C in 250 wl of 40 mM HEPES buffer (pH
8.0) containing 1 mM EDTA, 150 uM NADPH, 30 uM NADP™, 25 pM
DTNB [5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) or Ellman’s reagent], 1 pM
T[S]2, 0.02% glycerol, 1.5% dimethyl sulfoxide (DMSO), and 7 nM re-
combinant Li-TryR. Enzyme activity was monitored by the increase in
absorbance at 412 nm for 1 h at 26°C in a VERSAmax microplate reader
(Molecular Devices, CA). All the assays were conducted in triplicate in at
least three independent experiments. Data were analyzed using a nonlin-
eal regression model with Grafit6 software (Erithacus, Horley, Surrey,
United Kingdom).

Drug likeness parameters. The drug likeness and drug score values
along with the topological polar surface area (TPSA) values and the prop-
erties described in the Lipinski’s rule of five (molecular mass = 500 Da, log
P = 5, H-bond donors [HBD] = 5, and H-bond acceptors [HBA] = 10)
were calculated using Osiris (53) and Molinspiration property calculation
programs (54), respectively. Topological polar surface area was used to
calculate the percentage of absorption (ABS) according to the equation
109 — (0.345 X TPSA) (55).

RESULTS

Chemistry. The synthetic approaches adopted to obtain the target
compounds are depicted in Fig. 2. The selenocyanate derivatives
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FIG 2 Synthesis of compounds la to 1o, 2a to 2g, and 3.

(compounds lato 1o) were obtained in variable yields (27 to 92%)
by reaction between the commercially available haloalkyl carbo or
heterocyclic reactives with potassium selenocyanate in the molar
ratio 1.1 in acetone under reflux over 3 to 4 h (24). The subsequent
reduction of compounds la to lo with sodium borohydride or
sodium cyanoborohydride in ethanol afforded derivatives 2a to f
and 2g (24) in yields ranging from 25 to 70%. Unfortunately, for
some selenocyanates (1a, 1d, le, 1f, 1 h, 1i, 1k, and 1m) several
difficulties were found, and this procedure failed to afford the
expected products. This prompted us to seek alternative routes to
prepare the corresponding diselenides. Surprisingly, modification
of the reaction conditions (temperature, solvents, or molar ratio)
resulted in decomposition of the starting materials by rupture of
the bond between the heterocycle and methylene. This hypothesis
was confirmed by the disappearance of the signal corresponding
to the methylene group in "H NMR. Additionally, an undesired
mixture of side compounds was identified in TLC. The alternative
strategy employing 100% hydrazine hydrate and sodium hydrox-
ide in DMF (N,N-dimethylformamide) to reduce elemental sele-
nium and generate sodium diselenide followed by reaction with
the corresponding haloalkyl reactives (56) did not allow the syn-
thesis of the corresponding diselenides. These results can be ex-
plained by the greater steric hindrance so as the quick degradation
of the starting materials in the reduction process.

Finally, and contrary to our expectations, the reduction of 1o
with NaBH, in ethanol yielded compound 3, an unexpected com-
pound instead of the corresponding diselenide that was obtained
by reaction with NaBH;CN.

All of the compounds prepared during the course of these in-
vestigations are stable. Their purity was assessed by TLC and ele-
mental analyses, and their structures were identified from spec-
troscopic data. IR, "H NMR, "*C NMR, mass spectrometry, and
elementary analysis methods were used for structure elucidation
(Fig. 2).

The IR spectra of compounds 1a to 1o illustrate sharp peaks
around 2,138 to 2,155 cm ™' due to a CN group. Derivatives 2a to
2g showed multiple bands in the range of 710 to 790 cm ™" attrib-
utable to the Se-Se group and lacked the CN band, confirming the
reduction. In NMR all the signals were fully consistent with pro-
posed structures. Copies of the registered 'H and '*C NMR spectra
for the selected compounds (1h, 2d, and 2e) can be found in the
supplemental material.

Biological evaluation. (i) Activity in amastigotes and cyto-
toxic activity in human cells. Compounds 1a to 1o, 2a to 2g, and
3 were tested for their antiprotozoal activity against amastigotes of
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the pathogenic Leishmania infantum using miltefosine and edel-
fosine as standard drugs according to a previously described pro-
cedure (57). Although most of the studies on the in vitro biological
activity of new compounds against Leishmania spp. are performed
on promastigote forms, this assay must be considered preliminary
because this stage of parasite is significantly more susceptible to
drug-induced effects than the amastigote form. Moreover, pro-
mastigotes are not the developed forms of the parasite in verte-
brate hosts so the evaluations made with them are merely indica-
tive of the potential leishmanicidal activity of the compounds
tested. Accordingly, because amastigotes are responsible for all
clinical manifestations in humans, the intracellular amastigote
model has been cited as the “gold standard” for in vitro Leishmania
drug discovery research. Taking this into account, all the analyses
were carried out in the amastigote form with a minimum of three
independent experiments and the results are expressed as 50%
effective dose (ED5,) values. In addition, for a compound to be a
candidate for antileishmanial drug, it is required to have both high
leishmanicidal activity and low cytotoxicity. Cytotoxicity for the
THP-1 cell line was evaluated for all compounds in order to iden-
tify drugs with low toxicity in human cells and as a prelude to
selecting drugs for in vitro assay on the relevant clinical Leishma-
nia amastigote stage. The selectivity index (SI) of the compounds
is expressed by the ratio between cytotoxicity (EDs, value on
THP-1 cells) and activity (EDs, value on L. infantum amastigotes).

Table 1 shows the ED5, values obtained after 24 h of exposure
to the compounds in L. infantum axenic amastigotes. Values for
the reference drugs miltefosine and edelfosine are included in all
cases for comparison. Biological data evidenced that most of
the screened compounds (15 out of 23) showed high bioactivity
(EDso = 2.53 M) against L. infantum, being more potent than
miltefosine (ED5, = 2.84 uM). In addition, under our experimen-
tal conditions, seven compounds (1d, 1e, 1h, Im, 1n, 2e, and 2f)
displayed in vitro potency comparable to or higher than that of
edelfosine (ED5, = 0.82 uM).

Different authors have claimed that compounds having SI val-
ues greater than 20 can be considered ideal candidates for further
development as leishmanicidal drugs (58). However, in this study
and with rigorous criteria, we have considered the SI threshold
of >25 for further analysis of their activity in amastigote-infected
THP-1 cells. This requirement is satisfied by compounds 1h, 2d,
2e, and 2f considering them as the lead ones in this series due to
their excellent biological behavior.

(ii) Leishmanicidal activity in infected macrophages. Ac-
cording to their activity and selectivity, four compounds (1h, 2d,
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TABLE 1 ED,, values for compounds on amastigotes and cytotoxic activity in the THP-1 cell line

EDs, (mean * SEM), uM

Compound R (substituted group) Amastigotes THP-1 SI°
la Quinol-8-yl 4.49 £ 0.21 14.48 £ 0.37 3.2
1b Quinol-2-yl 1.76 = 0.04 14.91 = 0.92 8.5
1c Acridin-9-yl 7.40 = 0.60 15.01 £ 0.68 2.0
1d Quinoxalin-2,3-diylmethanediyl 0.69 = 0.06 13.83 £ 1.59 20.0
le 6,7-Dimethoxy-2-ox0-2H-chromen-4-yl 0.82 £ 0.07 15.95 £ 1.54 19.4
1f 5-Nitrofur-2-yl 1.99 £ 0.23 3.95*0.29 2.0
1g 6-Bromo-1,3-benzodioxol-5-yl 10.10 = 1.81 15.26 £ 1.19 1.5
1h 3,5-Dimethylisoxazol-4-yl 0.73 = 0.10 21.82 = 2.40 29.9
1i 2-Bromothien-3-yl 2.86 +0.29 19.54 £ 0.52 6.8
1j 5-Chlorothien-2-yl 1.85 £ 0.33 21.02 £ 0.52 11.4
1k N-Phenylpyrrol-4-yl 8.87 = 1.32 23.74 = 0.48 2.7
11 Benzotriazol-1-yl 1.11 £ 0.21 22.00 = 1.20 19.8
Im 2-Adamant-1-yl-2-oxoethyl 0.83 * 0.03 19.68 £ 1.98 23.7
In 9,10-Diox0-9,10-dihydroanthracen-2-yl 0.74 £ 0.18 6.05 £ 1.19 8.2
lo Phthalimidyl 2.53 +0.32 22.50 £ 1.63 8.9
2a Quinol-8-yl 2.05*+0.24 8.60 £ 1.10 5.6
2b Acridin-9-yl 5.46 *= 0.01 3.76 £ 0.07 <1
2c 6-Bromo-1,3-benzodioxol-5-yl 3.99 = 0.62 >25 >6.3
2d 2-Bromothien-3-yl 1.20 £ 0.03 30.9 = 0.02 25.8
2e Benzotriazol-1-yl 0.45 = 0.03 >25 >55.5
2f 9,10-Diox0-9,10-dihydroanthracen-2-yl 0.68 = 0.30 >25 36.8
2¢g Phthalimidyl 1.35 £ 0.17 9.26 = 0.31 6.8
3 Phthalimidyl >25 >25

Edelfosine 0.82 +0.13 4.96 £ 0.16 6.0
Miltefosine 2.84 +0.10 18.50 = 0.60 7.0

@ Selectivity index (SI) is the ratio of ED5 values of compounds against THP-1 cells relative to their corresponding EDs, against L. infantum amastigotes.

2e, and 2f) were advanced for testing leishmanicidal activity in
amastigote-infected THP-1 cells. Compound 2f (EDs, = 0.68
wM; SI = 36.8) was not further tested due to the reproducibility
issues showed by this derivative pertaining to its lack of solubility
under the assay conditions. The ED, values for the other selected
derivatives (1h, 2d, and 2e) were calculated and summarized in
Table 2. The potency of the analogues was compared with that of
edelfosine, a current antileishmanial agent (ED5, = 3.1 = 0.1
wM). These compounds reduced the parasite load of the cells,
exhibiting EDs, values of 23.2, 14.0, and 14.4 pM, respectively,
with the members of diselenide family being the most potent com-
pounds.

(iii) Inhibition of L. infantum trypanothione reductase ac-
tivity. In an attempt to investigate a possible mechanism of action,
the ability to inhibit the trypanothione reductase activity for the
most active compounds was first screened at six different concen-
trations between 0.1 and 75 wM. Mepacrine, a well-known TryR
inhibitor, was used as positive control (59) and DMSO as a vehi-
cle. The 50% inhibitory concentrations (ICs,s) obtained are
shown in Table 3.

The compounds 1h and 2d were able to inhibit TryR with ICy,s

TABLE 2 ED;, values for compounds in amastigote-infected THP-1
cells

of 0.46 and 6.85 M, respectively. It is remarkable that derivative
1 h was 37-fold more active than the positive control. 1 h and 2d
exhibited good association between TryR inhibitory activity and
antileishmanial potency (intracellular forms of the parasite). The
results for 2e, which did not show inhibitory activity, suggest an
alternative mechanism of action for its potent leishmanicidal ac-
tivity. Compound 1h, as well as compound 2d, can be considered
promising antileishmanial lead candidates because they show a
strong inhibitory activity against axenic amastigotes (IC5,s 0f 0.73
and 1.27 puM), excellent SI (29.9 and 25.8), and a marked inhibi-
tory activity against TryR.

Drug likeness properties. Employing the Molinspiration (54)
and Osiris (53) software, the selected compounds (1h, 2d, and 2e)
were subjected to Lipinski’s rule of five analyses (drug likeness),
which helps to predict and explain the biological behavior of small
molecules. This preliminary analysis allows prediction of the
physicochemical properties related to their absorption and bio-
availability. We have found that the derivatives 1h and 2e show no
violations of Lipinski’s rule of five (Table 4). Among leishmani-
cidal drugs available on the market, only miltefosine does not
violate Lipinski’s rule of five; all other drugs have at least 1 viola-
tion (edelfosine). It has been well established that optimal lipophi-

TABLE 3 IC,s for the selected compounds against TryR inhibition

Compound EDg, (mean = SEM), pM ~ Compound ICs, (mean = SEM), uM
1h 23.2*43 1h 0.46 * 0.01

2d 14.0 £ 2.1 2d 6.85 * 0.49

2e 144 * 2.6 2e >75

Edelfosine 3.1 0.1 Mepacrine 16.99 = 1.18
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TABLE 4 Theoretical ADME properties for lead compounds

Osiris
Molinspiration calculations” calculations
Drug  Drug

Compound MW miLogP TPSA nON nOHNH NV Vol likeness score

1h 215.1 1.2 498 3 0 0 151.7 —6.8 0.5
2d 510.0 5.8 0.00 0 0 2 2532 =75 0.1
2e 4222 3.6 614 6 0 0 2781 —=8.0 0.1
Edelfosine 523.7 0.7 77.1 7 0 1 550.9 —58.2 0.3

“ MW, molecular weight; miLogP, octanol-water partition coefficient; TPSA,
topological polar surface area; nON, hydrogen bond acceptors; nOHNH, hydrogen
bond donors; NV, number of violations; Vol, volume.

licity range along with low log P (<5) and low topological polar
surface area (TPSA) are the major driving forces that lead to good
absorption, including intestinal absorption, bioavailability,
Caco-2 cell permeability, and blood-brain barrier penetration.
Molecules with a TPSA of <140 A® are indicative of excellent
bioavailability (60). According to the theoretical study carried out
by de Toledo et al. (61), the TPSA of most leishmanicidal drugs
currently on the market is higher than this limit, which probably
restricts their absorption and bioavailability. The log P and TPSA
values for compounds 1h, 2d, and 2e range from 0.75 to 4.68 and
0 to 61.44, respectively, suggesting that these compounds are po-
tentially able to cross cell membranes in a permeation process,
which could explain the ability to reach the amastigotes inside the
phagolysosome.

The drug score uses and relates other molecular parameters,
such as drug likeness, log P, molecular weight, and toxicity risks,
and can be considered a convenient value that may be used to
judge the overall potential of a compound to become a drug. A
value of 0.5 or more is indicative of a promising lead for future
development of a safe and efficient drug (62). Compound 1h pos-
sess the maximum drug score (0.5) for the selected compounds,
whereas edelfosine presented a drug score of 0.3.

DISCUSSION

There are many available antileishmanial agents, but the drug of
choice is still awaited because of several limitations of current
drugs, such as high cost, poor compliance, drug resistance, low
efficacy, and poor safety. The high prevalence and severity of this
illness justify the urgency for the discovery of new drugs. In the last
2 decades, several interesting drug targets have been proposed,
including many proteins and enzymes that differ from mamma-
lian counterparts which can interfere with the redox system.
Among the promising targets that the scientific community con-
siders for the design of useful therapies, enzymes (trypanothione
reductase, proteinases, superoxide dismutase, dihydrofolate re-
ductase, metacaspase, topoisomerase, kinases, sirtuins, etc.) are
one of the classes with the most representation. In this context, we
notice that selenium plays an important role in medicinal chem-
istry, particularly in antioxidant, antitumoral, chemopreventive,
or antiparasitic agents. Thus, we have described here the synthesis
and leishmanicidal activity of novel selenocyanate and diselenide
compounds.

For the novel seleno derivatives presented in this work, there
seems to exist a tendency suggesting that analogues with the dis-
elenide unit were more active than those with the selenocyanate
moiety (la versus 2a, 1c versus 2b, 1g versus 2c, 1i versus 2d, 11
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versus 2e, and 1o versus 2g) against L. infantum amastigotes. Re-
garding the selectivity index, the addition of the diselenide scaffold
clearly improved the selectivity, for example, in compounds 1g
versus 2¢, liversus 2d, 11 versus 2e, and 1n versus 2f. In general, it
was observed that tricyclic nitrogenated rings, such as acridine (1c
and 2b), are detrimental to the biological activity and selectivity
compared with bicyclic nitrogenated rings (1b, 1d, 11, 1o, 2e, and
2g). Furthermore, no regular order of decrease or increase in the
activity among the rest derivatives can be concluded.

Taking into account the results related to activity and selectiv-
ity and considering our exigent criteria for both parameters (EDs
of <2.5 uM and SI of >25), four derivatives, one selenocyanate,
1h, and two diselenides (2d and 2e) were selected for further stud-
ies. Despite the fact that compound 2f fulfilled these criteria, it
could not be tested due to solubility problems. When we per-
formed intracellular form tests, these derivatives did not improve
the activity compared to that of edelfosine. However, their lack of
toxicity against THP-1 cells (Table 1) represents a remarkable
advantage over the reference drug.

We hypothesized that TryR inhibition may be related with the
leishmanicidal activity observed for seleno derivatives. The results
for in vitro assays revealed that compounds 1h and 2d exhibited a
good correlation between leishmanicidal activity and TryR inhi-
bition, confirming our previous proposal. On the other hand, 2e
did not show inhibitory activity, suggesting that not only is this
enzyme involved in its potent leishmanicidal activity but also
other mechanisms can be implicated.

Finally, in silico prediction studies were performed in order to
determine the drug like properties for the lead compounds. Con-
sidering these properties, derivatives 1h and 2e were shown to
meet the Lipinski’s rule of five, indicating favorable properties for
drug development. The in silico toxicity profile, drug likeness, and
drug score (0.5) data for compound 1h make it a promising leader
for future development of safer and more efficient leishmanicidal
drugs.

In conclusion, the present study reports the synthesis of new
selenocyanates and diselenides bearing interesting bioactive scaf-
folds (quinoline, quinoxaline, acridine, chromene, furane, and
isosazole) and their in vitro leishmanicidal activities against L. in-
fantum amastigotes along with their cytotoxicities in THP-1 cells.
Fifteen such compounds exhibited better potency against axenic
amastigotes than the standard drug miltefosine. Based on their
antiparasitic activities and low toxicity in THP-1 cells, com-
pounds 1h, 2d, 2e, and 2f were identified as the best candidates for
further studies with infected macrophages. Although their po-
tency against intracellular amastigotes is lower than that observed
for the reference drug, these compounds combined a potent leish-
manicidal activity with excellent selectivity index (>25), resulting
in promising therapeutic utility. In order to get further insight
into their putative mechanism of action, their activity against L.
infantum TryR was determined. A clear correlation between en-
zyme inhibition and antiparasitic activity was observed for com-
pounds 1h and 2d, which may be considered evidence for one of
their many possible mechanisms of action. No correlation was
detected for 2e, which suggest the existence of different targets in
this family of compounds. The ADME (absorption, distribution,
metabolism, and excretion) parameters calculated for derivatives
1h and 2e predict a good bioavailability. In silico ADME profiling
and drug score results along with in vitro leishmanicidal activity,
cytotoxicity, and TryR inhibitory activity make 1h a promising
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FIG 3 Schematic illustration of conclusions.

lead compound for the development of more potent antiparasi-
tary drugs. A graphical summary of the conclusions drawn from
this work is depicted in Fig. 3.

Moreover, to the best of our knowledge, this is the first study
that reports new selenoderivatives as leishmanicidal and TryR in-
hibitors and opens new possibilities in the field of neglected dis-
eases.
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A series of 9-mer and 13-mer amide-bridged cyclic peptides derived from the linear prototype Ac-
PKIIQSVGIS-Nle-K-Nle-NH; (Toro et al. ChemBioChem 2013) has been designed and synthesized by
introduction of the lactam between amino acid side chains that are separated by one helical turn (i, i+4).
All of these compounds were tested in vitro as both dimerization and enzyme inhibitors of Leishmania
infantum trypanothione reductase (Li-TryR). Three of the 13-mer cyclic peptide derivatives (3, 4 and 6)
inhibited the oxidoreductase activity of Li-TryR in the low micromolar range and they also disrupted
enzyme dimerization. Cyclic analogues 3 and 4 were more resistant to proteases than was the linear
prototype. Furthermore, the most potent TryR inhibitors in the linear and cyclic series displayed potent
in vitro activity against Leishmania infantum upon conjugation with cationic cell-penetrating peptides. To
date, these conjugated peptides can be considered the first example of TryR dimerization inhibitors that
are active in cell culture.

Helix stabilization
Protein-protein interactions
Trypanothione reductase
Leishmania infantum
Cell-penetrating peptides

© 2017 Published by Elsevier Masson SAS.

1. Introduction

Leishmania parasites are the causative agents of leishmaniasis,
one of the World Health Organization's 16 neglected tropical dis-
eases and endemic in more than 80 countries worldwide. One of
the most serious clinical forms of this disease is visceral

Abbreviations: CPP, cell-penetrating peptide; DSSP, define secondary structure
of proteins algorithm; ELISA, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay; ICsg, inhibi-
tory concentration 50; Li-TryR, Leishmania infantum trypanothione reductase; LCsp,
lethal concentration 50; MD, molecular dynamics; Mmt, monomethoxytrityl; Phipr,
phenylisopropyl; PyBOP, (benzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidino phosphonium hexa-
fluorophosphate; PPIs, protein-protein interaction inhibitors; PI, propidium iodide;
SPPS, solid phase peptide synthesis; TFE, trifluorethanol; VL, visceral leishmaniasis.

* Corresponding author. Instituto de Quimica Médica (CSIC), C/ Juan de la Cierva 3
E-28006 Madrid, Spain.
E-mail address: iqmsv29@iqm.csic.es (S. Veldzquez).

http://dx.doi.org/10.1016/j.ejmech.2017.04.020
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leishmaniasis (VL), caused by L. donovani, L. infantum and L. chagasi,
which is invariably fatal if left untreated. VL kills more than 20000
people every year and over 310 million people are considered at
risk of infection [1]. Furthermore, reported cases of Leishmania and
HIV co-infection in many endemic countries continue to be of great
concern. Current drugs are highly toxic, resistance is common, and
patient compliance is low as the medicines are costly and treat-
ments are long [2—4]. Thus, there is an urgent need to identify and
develop new and more efficient nontoxic and innovative drugs to
fight this infection.

Trypanothione reductase (TryR) of trypanosomatids is a vali-
dated drug target as this is a crucial enzyme in their defense against
oxidative stress and is absent in humans [5]. Most, if not all, the
efforts made by the scientific community to inhibit TryR have relied
on the design of molecules directed towards the active site, some of
which have turned out to be lethal to whole parasites in vitro [6—8].
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Considering that the biologically functional form of TryR is a
homodimer, we have recently reported [9] an unexploited inhi-
bition strategy directed at disrupting the dimer interface of the
enzyme by means of protein-protein interaction inhibitors (PPIs).
Previously, using a combination of molecular modeling and site-
directed mutagenesis studies, we identified and validated E436
as a key amino acid (“hot spot”) for the structural stability and
function of the dimer. On the basis of these results and as a “proof
of concept” of this novel approach, we designed and tested a small
library of linear peptides representing rational variations of the a-
helix, spanning residues P435 to M447, that contains the crucial
E436 of Leishmania infantum TryR (Li-TryR). Among the synthe-
sized peptides, the 13-mer peptide Ac-PKIIQSVGIS-Nle-K-Nle-
NH,, containing Lys in place of Glu at position 2, outperformed the
original sequence (Ac-PEIIQSVGIS-Nle-K-Nle-NH, compound P1)
in inhibiting both Li-TryR dimerization and oxidoreductase ac-
tivity in a sequence-specific manner [9]. These findings were
rationalized by results from molecular dynamics (MD) simulations
that highlighted a strong electrostatic interaction between the Lys
at position 2 of the peptide and E436 in the Li-TryR monomer, a
key residue for enzyme stability. Furthermore, we identified the 9-
mer peptide Ac-PKIIQSVGI-NH; as the shortest C-terminally
truncated peptide that was able to inhibit Li-TryR [9]. Therefore,
these peptides emerged as promising Li-TryR dimerization in-
hibitors in the micromolar range [9]. Nonetheless, these linear
prototypes derived from the 435—447 a-helix were inactive
against L. infantum axenic amastigotes and promastigotes, most
likely because the theoretically predicted low propensity to form
an a-helix in solution prevents crossing of cell membranes. For
this reason, we recently explored strategies for stabilizing the
helical content of the original peptide sequence P1 in solution by
side chain-to-side chain cyclization through carbon-carbon or
amide bonds [10]. The use of both lactam bridges [11—14] and
short hydrocarbon chains [15,16] as staples proved to be suc-
cessful to enhance and maximize helicity as well as to limit
degradation by proteases [17—19]. Our germinal results indicated
that the nature of the introduced linker had a deep impact on the
potency as Li-TryR dimerization inhibitors of P1 derivatives of
general formula Ac-PEIXQSVXIS-Nle-K-Nle, where X indicates the
position of the cyclizing residues. Notably, the dicarba analogs of
P1 had no measurable activity but the lactam derivatives not only
retained the inhibitory potency found in their linear counterparts
but they were also more resistant to proteolytic degradation [10].

In the work reported herein, the overall aim was to increase the
proteolytic stability and to improve the in vitro leishmanicidal ac-
tivity of previously described Li-TryR-derived linear peptides that
were active as TryR dimerization inhibitors [9]. To achieve this goal,
we first synthesized and characterized a series of amide-bridged
cyclic analogues, derived from the most potent 13-mer and 9-mer
linear prototypes identified so far (compounds 1 and 2, Fig. 1).
Macrolactam constraints were introduced between amino acid
side-chains that are separated by one helical turn (i, i+4) (com-
pounds 3-8, Fig. 1). Of these new amide-bridged derivatives, 3, 4
and 6 inhibited the oxidoreductase activity of Li-TryR in the low
micromolar range and were also active in disrupting enzyme
dimerization. The conformational constraints introduced improved
the proteolytic stability of these derivatives against proteinase K, a
broad-spectrum serine-protease. On the other hand, conjugation
with cationic cell-penetrating peptides (CPP) of the linear and cy-
clic peptides that were most active in the enzymatic assays was also
explored. Interestingly, these conjugates displayed potent in vitro
activity against Leishmania infantum parasites. To date, and to the
best of our knowledge, these compounds represent the first re-
ported TryR dimerization inhibitors that are active in cell culture.

2. Results and discussion
2.1. Design and chemical synthesis

We explored several positions for covalent amide closure in
both 13-mer and 9-mer peptides, all of them placed on the face of
the a-helix opposite to that used for binding to the Li-TryR mono-
mer (Fig. 1). The sequences of the target cyclic peptides (3—8) are
depicted in Fig. 1.

The synthesis of 3—8 was performed manually following stan-
dard solid-phase peptide synthesis (SPPS) protocols using a Rink
amide MBHA polystyrene resin and N-Fmoc/'Bu chemistry. The
peptides were isolated both acetylated at the N-terminus and as
carboxamides at the C-terminal end. A low load of resin
(0.38 mmoL/g) was used to minimize oligomer formation during
the side chain-to-side chain cyclization.

The synthesis of 13-mers 3—6 is depicted in Scheme 1. For the
preparation of lactam 3, 4 and 6, we used commercially available
Glu and Lys residues with the side-chains protected as allyl esters
and allyloxycarbonyl groups suitable for orthogonal deprotection
prior to on-resin cyclization (Method a, Scheme 1). After Fmoc
deprotection of the resin under standard piperidine conditions, the
first amino acid was introduced in the presence of HCTU as the
coupling reagent and DIEA as the base at room temperature for 2 h.
The coupling of the following amino acids was carried out under
microwave irradiation at 40° C in the presence of HCTU/DIEA
(3 x 10 min). Once the elongation was completed, the Fmoc-group
of the N-terminus of the peptides was deprotected and acetylated.
Next, the allyl groups were selectively removed with Pd(PPhs)4 and
PhSiH3 as an allyl scavenger, and then, the lactam bridge was
formed using PyBOP and DIEA in NMP as solvent. The lactam-
forming reaction was completed at room temperature in 1 h.
Finally, the cyclic peptides were cleaved from the resin under
standard conditions. The 9-mer cyclic analogues 7 and 8 were
similarly prepared (see Experimental). The corresponding 13-mer
and 9-mer linear precursors 14, 15, 17—19 (Table S1, see Supple-
mentary material) were also synthesized by cycles of Fmoc-
deprotection and coupling, acetylation, removal of the allyl
groups and final cleavage from the resin.

Our initial attempts to synthesize 5 using a similar Fmoc/allyl/
tBu strategy consistently failed due to the high propensity of the
unhindered allyl ester-protected glutamate adjacent to a Gly res-
idue to undergo base-induced glutarimide formation [20]. For
preventing this side—reaction, the sterically demanding mild acid-
labile protecting groups monomethoxytrityl (Mmt) and phenyl-
isopropyl (Phipr) groups were used for the protection of the
bridging Lys and Glu residues, respectively (Method b, Scheme 1).
Thus, after elongation of the first seven residues, the Glu and Lys
side-chain groups were deprotected with dilute TFA (1%). Cycliza-
tion was then carried out with PyBOP as the coupling reagent. Upon
subsequent peptide chain elongation, the N-terminus of the pep-
tide was acetylated and cleaved from the resin under standard
conditions to give the desired 13-mer cyclic compound 5. The
corresponding linear precursor 16 (Table S1, see Supplementary
material) was also prepared after completing the elongation,
acetylation and standard TFA cleavage leading to the simultaneous
deprotection of the side-chains of Glu(Phipr) and Lys(Mmt)
residues.

Every cyclic peptide and linear precursor synthesized in this
work was characterized by analytical HPLC and ESI-MS after puri-
fication on a Biotage Isolera (linear analogues) or by semi-
preparative HPLC (cyclic analogues). The sequences, HPLC purity
and global yields of the target cyclic peptides and linear precursors
are shown in Table S1 (see Supplementary material).
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Peptide number

Peptide sequence

(cyclization
position)2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1 P K | | Q s v G | S N, K N,
2 P K | | Q s v G |
3(a) P K E I Q@ S K G I S N K N
L CO-NH J
4 (b) P K | E Q S V K I S N K N
L CO-NH !
5(c) P K I I Q@ s E G I s K K N
L CO-NH J
6 (d) P K | I Q s vV E | S N K N,
L—co-nH—
7(a) P K E I Q@ s K G 1
! CO-NH '
8 (b) P K | E Q@ s V K 1
L CO-NH |

a Cyclization positions a-d according to Figure 1

N, = norleucine

Fig. 1. Sequences and cyclization positions (on the side of the a-helix side that is thought not to interact directly with Li-TryR) of the designed lactam peptides synthesized in this

work.

2.2. Structural characterization

The helical content of peptides 3—8 was studied by means of
circular dichroism (CD) spectroscopy and molecular modeling. The
percentage of helicity for each cyclic peptide and linear precursor
was calculated according to its molar ellipticity at 222 nm and the
number of amino acids using the equation of Baldwin and col [21].
(see table in Fig. 2). To increase the aqueous solubility of the pep-
tides the CD-UV spectra were acquired in the presence of the helix-
promoting solvent 2,2,2-trifluoroethanol (TFE) [22,23].

In all cases, the introduction of the amide covalent closure
promoted o-helical formation: whereas the linear prototypes 1 and
2, as well as the linear 9-mer and 13-mer precursors 14—19,
exhibited a CD spectrum characteristic of unstructured peptides
(data not shown), all the cyclic peptides 3—8 displayed the dual
minima at 208 and 222 nm characteristic of an a-helix (Fig. 2). As
expected due to their increased length, the lactam-bridged 3—6 13-
mers, irrespective of the position of cyclization, exhibited higher
percentages of helicity compared to the linear prototype 1 (38—65%
vs 16%) (Fig. 2A). In contrast, the two amide-bridged 9-mers 7 and 8
behaved differently (Fig. 2B) insofar as cyclization between posi-
tions 3 and 7 (7) was found to be less beneficial for helicity than
cyclization between positions 4 and 8 (8).

To get some insight into the structural effects of introducing
these amide bonds between positions 3,7 or 4,8 we ran unre-
strained MD simulations of 9-mers 7 and 8 in explicit water. We
found, in both cases, an increase in the percentages of a-helices in
comparison to their linear counterpart 2, in consonance with the
experimental findings (Fig. 3). Nonetheless, in 7 only the five cen-
tral residues (4—8) maintained the a-helical structure (Fig. 3A)
whereas two complete helical turns covering the whole sequence
were apparent in 8 during most of the simulation (Fig. 3B).

2.3. Biological activity

2.3.1. Enzymatic assays and proteolytic stability

All the synthetized compounds (including intermediates 14—19)
were evaluated as Li-TryR inhibitors [24] (Table 1). The position of
the linking residues in the peptide sequence of the amide-bridged
cyclic 13-mers was found to be crucially important for their Li-TryR
inhibitory activity. Thus, the ICsqy values of 3 and 4, with a lactam
bridge at positions 3, 7 and 4, 8, respectively, were similar to that of
the linear prototype 1 whereas substantial drops in inhibitory po-
tency were apparent for 5 and 6, which are cyclized through po-
sitions 7 and 11 or 8 and 12, respectively. None of the two shorter
cyclic 9-mers, 7 and 8, displayed any activity but 19 (the linear
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a) Cycles of deprotection and coupling

Fmoc—NHO 1. 20% piperidine/DMF Fmoc—NIe—HN

2. Fmoc-Nle-OH =
Rink Amide-MBHA HCTU, DIEA, DMF, 2 h, rt
resin

Fmoc-Pro-Lys(Boc)-Xaaq-Xaay-GIn(Trt)-Ser(Trt)-Xaaz-Xaas-lle-Ser(Trt)-Nle-Xaas-Nle-NH

Comp.| Xaa; Xaap Xaaz Xaay Xaas

9 All lle Lys(Alloc) Gly Lys(Boc)
10 lle Glu(All) Val Lys(Alloc) Lys(Boc)
1" lle lle Val Glu(All) Lys(Alloc)

b) Fmoc deprotection
) Acetylation
)
)

All/Alloc deprotection Method a

‘ c

5 d
] e) Cyclization
' f) Cleavage

Ac-Pro-Lys-Glu-lle-GIn-Ser-Lys-Gly-lle-Ser-Nle-Lys-Nle-NH,
L—conn—!
3
Ac-Pro-Lys-lle-Glu-GIn-Ser-Val-Lys-lle-Ser-Nle-Lys-Nle-NH,
CONH—!
4

Ac-Pro-Lys-lle-lle-GIn-Ser-Val-Glu-lle-Ser-Nle-Lys-Nle-NH,
6 L —conn—

Fmoc-Glu(Phipr)-Gly-lle-Ser(Trt)-Lys(Mmt)-Lys(Boc)-Nle—-NH
12

g) Phipr/Mmt deprotection
e) Cyclization

Fmoc-Glu-Gly-lle-Ser(Trt)-Lys-Lys(Boc)-Nle—NH
: L conn 9

13

a) Cycles of deprotection and coupling
b) Fmoc deprotection

c) Acetylation

f) Cleavage

Ac-Pro-Lys-lle-lle-GIn-Ser-Glu-Gly-lle-Ser-Lys-Lys-Nle

' Method b
L—CcoNH—

Reagents and conditions: (a) 20% piperidine, DMF, rt; Fmoc-AA-OH; HCTU, DIEA, DMF, MW, 3 x 10 min, 40 °C;
(b) 20% piperidine, DMF, rt; (c) Aco,O, DIEA, DMF, rt; (d) Pd(PPh3)4, PhSiH3, DCM, rt; (e) PyBOP, DIEA, NMP, 1 h, rt;
(f) TFA/TIPS/H,0 (95:2.5:2.5), rt; (g) TFA/TIPS/DCM (1:2:97), rt.

Scheme 1. Synthesis of amide-bridged cyclic peptides 3, 4, 6 (Method a) and 5 (Method b).
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Fig. 2. (Left) Circular dichroism spectra of amide-bridged 13-mers 3—6 (A) and amide-bridged 9-mers 7 and 8 (B). Linear peptides 1 and 2 were used as controls. (Right)

Experimentally determined helicities (%).

precursor of 8) was found to be moderately active against the
enzyme.

The next step was to explore whether the inhibitory activity
detected in this assay was contingent on the disruption of the
dimeric form of the enzyme, as originally intended [9]. In good
agreement with our expectations, all the cyclic compounds found
to be active in the enzymatic assay (3, 4 and 6) were also shown to
be Li-TryR dimerization disruptors in our ELISA assay (Table 1) [9].

Taken together, our data support the view that a minimal
backbone flexibility is required to keep the inhibitory potency in
the cyclic derivatives. Whereas side-chain cross-linking of amino
acids at positions 3, 7 and 4, 8 of the linear 13-mer 1 (yielding 3 and
4, respectively) does not reduce the activity, cross-linking of the
same positions in the linear 9-mer 2 completely abolishes the ac-
tivity in derivatives 7 and 8. Furthermore, activity does not appear
to depend on helix propensity as no clear differences are found
between active and inactive peptides in their heat maps for sec-
ondary structure (Fig. 3 and Fig. S1, see Supplementary material).
Interestingly, the MD simulations of 13-mer cyclic peptides suggest
that the loss of activity in 5 (cross-linked at 7, 11) is likely due to its
being locked in a rigid non-bioactive conformation (Fig. S1, top
right), in contrast to 6 (cross-linked at 8, 12), which is active and
maintains a structure like that of the also active 3 and 4 (cross-
linked at 3, 7 and 4, 8, respectively) (Fig. S1, top and bottom left).
Finally, although the last three residues in the linear 13-mers are
not required for activity [9], this C-terminal region appears to be
critical for inhibitory potency in the presence of a side-chain
crosslink (peptides 3, 4 and 6) (Table 1).

To determine the influence of lactam-bridge stapling on

proteolytic stability, we compared the susceptibilities of the linear
prototype 1 and the most active lactam-containing analogues 3 and
4 to degradation by proteinase K, a promiscuous serine protease
with broad substrate specificity. The half-lives of the lactam-
bridged analogues 3 and 4 were 2- to 3-fold higher than that of
the linear analogue 1 (tjj> values of 52 and 64 min vs 23 min,
respectively).

2.3.2. Anti-leishmanial activity in cell culture

The linear and cyclic analogues were tested in vitro against
L. infantum promastigotes and axenic amastigotes using edelfosine
and miltefosine as positive controls. Since none of the newly syn-
thetized compounds displayed any activity at 25 pM (maximum
concentration assayed), we examined their ability to cross the
plasma membrane. Fluorescence microscopy of promastigotes
incubated with the fluoresceine—labeled peptide conjugates of
(compounds 20 and 21, Fig. S2, see Supplementary material)
demonstrated the low ability of linear prototype 1 and the lactam-
bridged analogue 3 to cross the cell membrane (data not shown).

In an attempt to increase cell permeability, both compounds
were covalently linked to a CPP through their N-terminal or C-
terminal regions [25—27]. Among the cationic CPPs, the widely
used polyarginines (Rg) and Tat sequences were selected due to
their recently reported low toxicity and efficient uptake by Leish-
mania parasites and macrophages [28,29]. Moreover, stabilized a-
aminoisobutyric acid (Aib)-containing Arg-based peptides were
also chosen [30]. It should be noted that CPP-based approaches
have been rarely explored for infectious diseases such as leish-
maniasis. The sequences of the target [CPP]-[peptide] conjugates
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Fig. 3. Heat maps of secondary structure propensity per residue (#) of the cyclic 9-mers 7 (A) and 8 (B), and their linear counterpart 2 (C) over 150 ns(1500 snapshots) of un-
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Table 1
IC50 + SEM values for linear and cyclic peptides 1-8 and 14—19 in the TryR oxido-
reductase activity and Li-TryR monomer displacement assays.

Peptide ICsp activity (uM)*  ICso dimerization (uM)”
1 (linear 13-mer prototype) 1.2+£0.2 135+24

2 (linear 9-mer prototype) 3.7+03 20.8 + 0.5

3 (3,7-lactam-bridged 13-mer) 0.9 + 0.1 99+ 1.6

4 (4,8-lactam-bridged 13-mer) 5.3 + 0.8 144 + 1.8

5 (7,11-lactam-bridged 13-mer) >75 >75

6 (8,12-lactam-bridged 13-mer) 27.0 + 3.2 121+ 03

7 (3,7-lactam-bridged 9-mer) >75 >75

8 (4,8-lactam-bridged 9-mer) >75 >75

14 (linear precursor 3) >75 —
linear precursor 4) >75 —
)

15 (

16 (linear precursor 5 >75 -
17 (linear precursor 6) >75 —
18 (linear precursor 7) >75 —
19 (linear precursor 8) 474 +11.6 -

@ Enzymatic activity > 75 indicates that the ICsg value is higher than 75 pM
(maximum assayed). Results are representative of three independent experiments,
each performed in triplicate.

b Dimer quantitation assay (ELISA) [9].

22-26 are given in Table 2. Non-conjugated Rg and Tat sequences
(27 and 28), and an Rg-conjugated scrambled peptide (29) were
also studied as controls.

As expected, linkage of a CPP to our TryR inhibitors facilitated
passage through the plasma membrane and converted our peptide
prototypes into leishmanicidal agents showing LCsg values against
amastigotes of the same order as those observed for miltefosine
(Table 2). The activity of the conjugates against monocytic THP-
1 cells might be caused by an undesired off-target effect on related
human oxidoreductases that is currently being studied.

Our results indicate that the leishmanicidal activity of Rg- (22
and 23) and Tat-conjugated peptides (24) of linear prototype 1 is
similar. Moreover, the potency of our conjugated prototype 1 is not
dependent on the position of the Rg sequence at either the N- or C-
terminus of the peptide. The Rg-conjugated cyclic peptide (com-
pound 25) displayed an activity similar to that of the Rg-conjugated
linear analogues. In addition, the LCsg values obtained for 26 (the
(RR-Aib)3-conjugate of cyclic derivative 3) in promastigotes,
amastigotes and THP-1 cells are higher than those observed for the
Rg conjugate 25, which suggests a lower cell-penetrating capacity
of this CPP.
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Table 2

LCso” + SEM values for the [CPPs]-[peptide] conjugates 22—26, CPPs Rg and Tat (27 and 28) and Rg-conjugated scrambled peptide 29 on L. infantum promatigotes, amastigotes

and THP-1 cells.”

Comp. Sequence® LCsp (M) Promastigotes LCs0 (1M) Amastigotes LCsp (uM) THP-1
22 RRRRRRRRR PKIIQSVGISN; KN 46+0.2 35+09 1.7 +05
23 PKIIQSVGISN; KN;. RRRRRRRRR 44 +0.5 21+10 0.8 +0.1
24 GRKKRRQRRRPPQ PKIIQSVGISN; KN, 43+ 04 1.5+03 12+ 04
25 RRRRRRRRRPK-c[(CH;),CONH(CH;)4]>” [EIQSK]GISN; KN, 35+04 28 +03 25+08
26 (RR-Aib)3PK-c[(CH3),CONH(CHy)4]>7 [EIQSK]GISNL KN 6.4+ 0.9 104 + 3.2 52+08
27 RRRRRRRRR (Rg) >25 >25 >25

28 GRKKRRQRRRPPQ (Tat) >25 >25 >25

29 (scrambled) RRRRRRRRR KMGISSMVQPKII >25 >25 >25
Edelfosine - 9+02 0.6 + 0.1 1+0.2
Miltefosine - 47.6 + 0.6 2+01 19+16

2 LCso concentration is defined as that causing 50% of cell death in the population. Dead parasites were identified by their increased permeability to propidium iodide.
b Results are representative of three independent experiments each performed in triplicate.
€ All the peptides are acylated and as carboxamides at the N-terminal and C-terminal end, respectively.

Remarkably, no significant leishmanicidal activity was observed
upon incubation of the parasites with non-conjugated Rg (27) and
Tat (28) peptides. Similarly, conjugation of Rg with a scrambled
peptide with identical amino acid composition but different
sequence than our prototype 1 (29) did not show any relevant
leishmanicidal activity. Thus, it appears that neither the nature of
the linker nor the linking position of the CPP (N- vs C-terminus) has
a great impact on the potency of the compounds, and the same can
be said about the linear or cyclic character of the target peptide
conjugates. On the contrary, the sequence composition of the
parent peptide in the conjugates is critical for activity.

Next, the ability of the CPP-conjugated compounds to enter the
parasites was evaluated by fluorescence microscopy. Conjugate 30,
with a fluorescein moiety linked to the N-terminal position of linear
prototype 1 (through a polymethylene spacer) and Rg conjugated at
the C-terminal end, was designed for these studies (Fig. S2, see
Supplementary material). Remarkably, parasites exposed to 30
(Fig. 4) for a short 4-h period showed a localized green fluorescence
near the flagellar pocket, a complex structure close to the flagellum
that is responsible for most of the trafficking through the plasma
membrane (Fig. 4A). To our knowledge, this is the first description
of a basal localization of a CPP-conjugated compound in Leishmania
promastigotes. 24 h after addition of the peptides the fluorescence
extended to most of the cellular body (Fig. 4B). Both results
demonstrate that Rg conjugation allows cell penetration of our
designed peptides and is essential for the observed cytotoxic ac-
tivity against the parasites.

3. Conclusions

To improve both the stability against proteases and the leish-
manicidal activity of linear prototype peptides targeting the dimer
interface of Li-TryR, we decided to combine advantages derived
from the introduction of side-chain crosslinks and the use of CPPs.
A positional scanning study allowed us to define the optimal
cyclization positions to preserve inhibition of Li-TryR activity and
dimerization and 2- to 3-fold increase stability against proteinase K.
The data presented here indicate that our designed lactam-bridged
peptides are potent inhibitors of Li-TryR activity and dimerization
when the side-chain crosslink is properly located in the 13-mers so
as to allow some residual flexibility. Interestingly, we demonstrate,
for the first time to the best of our knowledge, in vitro activity
against Leishmania infantum resulting from the conjugation of
peptide-based inhibitors of TryR dimerization with cationic CPPs.
Furthermore, we were able to show precise internal localization of
a fluorescent derivative near the structure of the flagellar pocket.
All in all, these results support our initial hypothesis that disruption

of the dimerization interface of TryR may be a useful strategy for
the development of new drugs against this parasitic target.

4. Experimental section
4.1. Chemistry

4.1.1. General methods

Unless otherwise noted, analytical grade solvents and
commercially available reagents were used without further purifi-
cation. DIEA, piperidine, Ac;0, and EDT were purchased from
Aldrich (Germany), TFA from Fluka (Germany) and HCTU from
Fluorochem (UK). Fmoc-protected amino acids were purchased
from Fluorochem (UK), Polypeptide (France), Novabiochem (Merck,
Germany) and Iris Biotech (Germany). Fmoc-protected Rink Amide
MBHA resin (0.56 mmoL/g and 0.38 mmolL/g loading) was pur-
chased from Iris Biotech (Germany) and Novabiochem.
[Fluorescein]-[PEG]-[peptide 1] and [Fluorescein]-[PEG]-[peptide
3] 20 and 21, [CPPs]-[Peptide] conjugates 22—26 and 29, CPPs se-
quences 27 and 28 and [Fluorescein]-[peptide 1]-[Rg] 30 were
purchased from Peptide Protein Research (UK) and Genosphere
Biotechnologies (France). The pure products were analyzed by
HPLC and electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS).

Lactam-bridged peptides 3—8 and linear precursors 14—19 were
synthesized manually on a 20-positions manifold (Omega) in a 20-
mL polypropylene syringe (Dubelcco) equipped with a porous
polyethylene filter. The coupling reactions were carried out on solid
phase using microwave radiation in a Biotage Initiator reactor in a 5-
mL vial. Excluding the coupling reaction on the microwave reactor,
the rest of the SPPS reactions were stirred using an IKA-100 orbital
shaker. After cleavage, the acidic crudes were sedimented in Et;0
on a Hettlich Universal 320R centrifuge at 5000 rpm. All the crude
and samples were lyophilized using mixtures water/acetonitrile on
a Telstar 6—80 instrument. The monitoring of the reactions was also
performed by HPLC/MS through a HPLC-waters 12695 connected to
a Waters Micromass ZQ spectrometer. The linear peptides were
purified on a Biotage Isolera instrument using reverse phase col-
umns (KP-C18-HS 12 g) and the cyclic peptides were purified on a
semipreparative HPLC instrument. As mobile phase, mixtures of
A:B were used, where A = 0.05% TFA water and B = acetonitrile
with a flow rate of 7 mL/min. The peptides were purified using a
gradient from 0% of B to 100% of B in 30—45 min and were detected
at 217 nm.

The purity of the peptides was checked by analytical RP-HPLC on
an Agilent Infinity instrument equipped with a Diode Array and a
C18 Sunfire column (4.6 mm x 150 mm, 3.5 um). As mobile phase,
A:B mixtures were used, where A = 0.05% TFA water and
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Fig. 4. Fluorescence microscopy images of L. infantum promastigotes incubated for 4 h (A) or 24 h (B) with a [fluorescein]-(CH;)s-[linear peptide 1]-[Rg] conjugate (30). Three

different parasites are shown in each panel.

B = acetonitrile. The samples were analyzed at 214 and 254 nmin a
gradient from 2% of B to 100% of B in 15 min (gradient 1). HRMS
(EI4-) was carried out in an Agilent 6520 Accurate-Mass Q-TOF LC/
MS spectrometer using water/acetonitrile mixtures.

4.1.2. Solid-phase peptide synthesis (SPPS)

Cyclic peptides 3—8 and linear precursors 14—19 were synthe-
sized manually on resin following the standard Fmoc/tBu solid-
phase orthogonal protection strategy.

4.12.1. General coupling procedure. Fmoc-protected Rink Amide
MBHA resin was swollen in DCM/DMF/DCM/DMF (4 x 0.5 min).
Then, the resin was treated with a mixture of DBU:piperidine:DMF
(1:1:48, in volume) at room temperature (1 x 1 min) and

(3 x 10 min) and washed with DMF/DCM/DMF/DCM (4 x 0.5 min).
Later, to the free Na-terminal swollen resin (1 equiv.), a solution of
the corresponding Fmoc-AA-OH (1.2 equiv.), HCTU (1.2 equiv.) and
DIEA (2.4 equiv.) in dry DMF (5 mL) was added. After sealing the
vial, the reaction was heated in a microwave vial equipped with a
magnetic stirrer for 10 min at 40 °C. Then, the vial was opened, the
supernatant removed and new coupling mixture added. This pro-
cess was repeated 3 times in total (3 x 10 min) until complete
coupling. Finally, the resin was transferred to a fritted syringe,
drained and washed extensively (DMF/DCM/DMF/DCM,
5 x 0.5 min). This protocol was repeated for the sequential
anchoring of each amino acid. Coupling reactions to primary
amines were monitored by the Kaiser ninhydrin test and to sec-
ondary amines by the Choranil test. In some cases, the progress of
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the reactions was also followed by analysis of a small sample of
peptidylresin after acidic cleavage in an HPLC-MS instrument.

4.12.2. General acetylation procedure. After elongation of the
peptides, the N-terminal group was acetylated in all the cases by
DBU deprotection of the Fmoc-resin-bounded derivative as
mentioned above followed by treatment of the deprotected resin
with a mixture of Ac;O:DIEA:DMF (1:1:1, in volume) at room
temperature (1 x 1 min) and (4 x 10 min). The resin was finally
washed with DMF/DCM/DMF/DCM (4 x 0.5 min).

4.1.2.3. Selective deprotection of allyl ester (OAl) and allyloxycarbonyl
(Alloc) groups. To the peptidyl resins swollen in anhydrous CH,Cl;
in a syringe, Pd(PPhs)4 (0.25 equiv.) and PhSiH3 (24 equiv.) were
added in anhydrous CH;Cl, and the syringe was sealed and gently
bubbled with argon. Then, the reaction was stirred at room tem-
perature for 1 h. Then, the supernatant removed and new coupling
mixture added for 1 h (2 x 1 h in total). The resin was then filtered
and washed successively with CH;Cl,/DMF/Et;NCS;Na 0.2 M in
DMF/DMF/CH,Cl; to remove residual palladium impurities.

4.1.24. Selective deprotection of (PhiPr) and (Mmt) groups.
Deprotection was carried out using a mixture of TFA:TIPS:H,0
1:2:97 in 30 min. Then, the supernatant was removed and new
deprotection mixture was added. This process was repeated twice
in total (2 x 30 min).

4.1.2.5. Amide-bridge cyclization. After, acetylation of the peptides,
the resin was swollen and treated with PyBOP (3 equiv.) and DIEA
(6 equiv.) in NMP at room temperature for 1 h. Then, the resin was
drained and washed extensively (DMF/DCM/DMF/DCM,
5 x 0.5 min).

4.12.6. General cleavage procedure. The well dried resin-bound
derivative (1 vol) in a fritted syringe was treated with TFA:TIP-
S:Hp0 95:2.5:2.5 (5 vol) for 4 h at room temperature. The filtrates
were precipitated over cold Et,0 and centrifuged three times at
5000 rpm for 10 min. After removing the supernatant, the pellet
was redissolved in water/acetonitrile and lyophilized. The crudes
were purified to give the target peptides in high purity.

4.1.2.7. Ac-PK-c[(CH2)>CONH(CH>)4]” [EIQSK]GISNLKN;-NH; (3).
The general protocol was followed with 0.025 mmol of resin. After
acetylation and deprotection of Glu and Lys side chains, cyclization
was carried out with PyBOP and DIEA in NMP. The amide-cyclic
peptide was cleaved and purified by reverse phase chromatog-
raphy using semipreparative HPLC to give 3 as a white lyophilized
cotton-like solid (3.71 mg, 12% overall yield).

HPLC (gradient 1): 6.64 min (98% analytical purity). HRMS
(ESL,+) m/z: calculated for Cg7Hq11gN18018 1462.8934; found
1462.8871 (—4.28 ppm).

4.1.2.8. Ac-PKI-c[(CH»),CONH(CH3)4]*3[EQSVKISN;KN;-NH. (4).
Starting from 0.114 mmol of resin, and after following the general
protocol for elongation, acetylation, deprotection of side chains and
cyclization, 4 was purified and isolated as a white lyophilized
cotton-like solid (22.99 mg, 13% overall yield).

HPLC (gradient 1): 8.79 min (99% analytical purity). HRMS
(ESI,+) mj/z: calculated for C7oHi24N18013 1504.9352; found
1504.9341 (0.72 ppm).

4.1.2.9. Ac-PKIIQS-c[(CH2)>CONH(CHa)4]" " EGISKKN-NH, (5).
The general protocol for elongation was followed with 0.095 mmol
of resin. Once Fmoc-Glu-(0-2-PhiPr)-OH was introduced, selective
deprotection of Glu and Lys side chains was carried out following

the general protocol. After cyclization, elongation of the peptide
was completed. Then, acetylation, cleavage and purification were
performed to give 5 as a white lyophilized cotton-like solid
(25.38 mg, 18% overall yield).

HPLC (gradient 1): 7.30 min (>99% analytical purity). HRMS
(ESI,+) m/z: calculated for Cg7H11gN1g01g 1462.8880; found
1462.8871 (0.61 ppm).

4.1.2.10. Ac-PKIIQSV-c[(CH,),CONH(CH>)4/*"?[EIS-N;-K]N;-NH, (6).
From 0.342 mmol of resin and following the general protocols,
27 mg (9% overall yield) of 6 were obtained as a white lyophilized
cotton-like solid.

HPLC (gradient 1): 10.72 min (97% analytical purity). HRMS
(ESI,+) m/z: calculated for C7oH123N17013 1489.9234; found
1489.9232 (0.14 ppm).

4.1.2.11. Ac-PK-c[(CH3),CONH(CH,)4]>"[EIQSK]GI-NH, (7). From
0.084 mmol of resin and after elongation, acetylation, cyclization
and purification 7 was isolated (13.72 mg, 16% overall yield) as a
white cotton-like solid.

HPLC (gradient 1): 11.94 min (96% analytical purity). HRMS
(ESI,+) m/z: calculated for C46H79N13013 1021.5936; found
1021.5920 (1.49 ppm).

4.1.2.12. Ac-PKI-c[(CH),CONH(CH2)4]*®[EQSVK]I-NH; (8). The gen-
eral protocols were followed with 0.076 mmol of resin to give 8 as a
white lyophilized cotton-like solid (19.52 mg, 24% overall yield).

HPLC (gradient 1): 6.13 min (95% analytical purity). HRMS
(ESI,+) m/z: calculated for C49Hg5N13013 1063.6397; found
1063.6390 (0.66 ppm).

The synthesis of linear precursors 14—19 is detailed in the
Supporting information.

5. Circular dichroism (CD)

CD spectra were recorded in a Jasco 715 (CIB, CSIC) over the
200—260 nm range at 25 °Cin a 1 mm path-length cuvette. 4 scans
were acquired for each sample (0.5—1.0 mg/mL in 30% TFE/water)
and the mean spectra were finally considered. The presence of TFE
as a helix promoting solvent was necessary to increase the aqueous
solubility of peptides. Results were analyzed using the Spectrum
Measurement software (Jasco, Easton, MD, USA).

6. Molecular dynamics (MD) simulations

Models for all linear and lactam-bridged peptides 1-8 were
built using the Cartesian coordinates of the o-helix formed by
residues Pro435-Met447 of monomer B of Li-TryR (PDB entry 2JK6)
by introducing the covalent closure in the appropriate positions. In
all cases, N- and C-terminal were defined as acetyl carbamate and
carboxamide, respectively. All the systems were simulated in the
same conditions as described previously [5]. Peptides 1-8 were
introduced in a box of TIP3P waters using the tool tleap, integrated
in the suite of programs AMBER 14.0 [31]. To do this, it was pre-
viously necessary to calculate the partial charges and force field
parameters for the residues that participates in the lactam bridge:
lysine (named as LYA) and glutamic acid (named as GLA). The cut-
off distance for the nonbonded interactions was 12 A and periodic
boundary conditions were used. Electrostatic interactions were
treated using the smooth particle mesh Ewald (PME) method with
a grid spacing of 1 A. The SHAKE algorithm was applied to all bonds
involving hydrogen atoms and an integration step of 2.0 fs was used
throughout. The system was progressively relaxed by energy min-
imizations, heated to 300K, and further simulated for a total time of
150 ns without any restraints, as described previously [9]. The



58 M. Ruiz-Santaquiteria et al. / European Journal of Medicinal Chemistry 135 (2017) 49—59

average degree of theoretical helicity per residue in 5—10 was
assessed with the DSSP [32] algorithm along the course of 150-ns
MD simulations at 300 K.

7. Protease susceptibility assays

Stock solutions of proteinase K were prepared in tris-buffered
saline (TBS buffer) (50 pug/mL based on weight to volume). Stock
solutions of the linear peptide 1 and the amide-bridge cyclic ana-
logues 3 and 4 (100 uM) were prepared using 10% DMSO in TBS
buffer (pH = 7.6, Aldrich). For the proteolysis reaction, the former
peptide stock solutions (200 pL) were mixed with TBS (120 pL).
Then, proteinase K stock solution (80 pL) was added (final con-
centration enzyme 10 pg/mL), the solution mixed, and finally
allowed to proceed at room temperature with orbital shaking.
Then, the enzymatic reaction was quenched (50 pL) at the desired
time point (0, 5, 15, 30, 60, 180 and 360 min for linear peptide 1 and
0, 15, 30, 60, 120, 240, 360, 480, 540 min and 24 h for cyclic ana-
logues 3 and 4 by addition of 1% TFA in water/acetonitrile 1:1
(100 pL). 100 pL of the resulting quenched reaction was injected
onto an HPLC, and the amount of starting peptide present was
quantified by integration of the peak at 214 nm. Triplicate reactions
were run for each time point reported and half-lives were deter-
mined by fitting time dependent peptide concentration to an
exponential decay using GraphPad Prism.

8. Li-TryR oxidoreductase activity

Oxidoreductase activity was determined according to the
method described by Hamilton et al. [24]. Briefly, reactions were
carried out at 26 °C (250 pL) of HEPES pH 8.0 (40 mM) buffer
containing EDTA (1 mM), NADPH (150 uM), NADP+ (30 uM), DTNB
(25 uM), T[S]2 (1 uM), glicerol (0.02%), DMSO (1.5%) and recombi-
nant Li-TryR (7 nM). For ICs5g determinations (1-8 and 14—19) the
enzyme was pre-incubated with the peptides (concentrations
ranging from 75 pM to 0.29 uM) for 10 min prior the addition of T
[S]2 and NADPH. Enzyme activity was monitored by the increase in
absorbance at 412 nm for 1 h at 26 °C in a VERSAmax microplate
reader (Molecular Devices, California, USA). All the assays were
conducted in triplicate in at least three independent experiments.
Data were analyzed using a non-linear regression model with the
Grafit6 software (Erithacus, Horley, Surrey, UK).

9. Dimer quantitation assay

The stability of the Li-TryR dimeric form in the presence of cyclic
peptides 3—8 and linear prototypes 1 and 2 was evaluated using the
novel Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) recently
developed in our laboratory [9]. Briefly a dual (HIS/FLAG) tagged Li-
TryR (400 nM) was incubated in a dimerization buffer (200 pL
300 mM Nacl, 50 mM Tris pH 8.0) for 16 h at 37 °C with agitation
and in a humid atmosphere in the presence of different peptide
concentration (10—90 pM). Next the plates were washed ten times
with TTBS (Tween 0.1%, 2 mM Tris, 138 mM NacCl 138 pH 7.6) and
incubated with diluted monoclonal a-HIS HRP conjugated antibody
(200 pL, Abcam, Cambridge, UK) in BSA (5%) in TTBS for 1 h at room
temperature. The plates were washed once again as previously
described and 1,2-phenylenediamine dihydrochloride (OPD) sub-
strate (100 pL, Dako, Glostrup, Denmark) prepared according to
manufacturer's instructions was added. The enzymatic reaction
was stopped after 10 min with H,SO4 (100 pL, 0.5 M) and the ab-
sorbances were measured at 490 nm in a VERSAmax microplate
reader (Molecular Devices, California, USA). All the assays were
conducted in triplicate in at least three independent experiments.
Data were analyzed using a non-linear regression model with the

Grafit6 software (Erithacus, Horley, Surrey, UK).
10. Cells and culture conditions

L. infantum axenic amastigotes were grown in M199 (Invitrogen,
Leiden, The Netherlands) medium supplemented with 10% heat
inactivated FCS, 1 g/L B-alanine, 100 mg/L r-asparagine, 200 mg/L
sacarose, 50 mg/L sodium pyruvate, 320 mg/L malic acid, 40 mg/L
fumaric acid, 70 mg/L succinic acid, 200 mg/L a-ketoglutaric acid,
300 mg/L citric acid, 1.1 g/L sodium bicarbonate, 5 g/L MES, 0.4 mg/L
hemin, 10 mg/L gentamicine pH 5.4 at 37 °C. THP-1 cells were
grown in RPMI-1640 medium (Gibco, Leiden, The Netherlands)
supplemented with 10% heat inactivated FCS, antibiotics, 1 mM
HEPES, 2 mM glutamine and 1 mM sodium pyruvate, pH 7.2 at 37 °C
and 5% CO,.

L. infantum promastigotes (MCAN/ES/89/IPZ229/1/89) were
grown in RPMI-1640 medium (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA)
supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum (FCS),
antibiotics, and 25 mm HEPES (pH 7.2) at 26 °C.

11. Leishmanicidal activity and cytotoxicity assays

Drug treatment of amastigotes was performed during the log-
arithmic growth phase at a concentration of 1 x 10° parasites/mL at
37 °C for 24 h. Drug treatment of promastigotes was performed
during the logarithmic growth phase at a concentration of 2 x 10°
parasites/mL at 26 °C for 24 h. Drug treatment of THP-1 cells was
performed during the logarithmic growth phase at a concentration
of 4 x 10° cells/mL at 37 °C and 5% CO for 24 h. LCs5q was evaluated
by flow cytometry by the propidium iodide (PI) exclusion method
[33]. After selection of the parasite population based on their for-
ward scatter (FSC) and side scatter (SSC) values, live and dead
parasite cells were identified by their permeability to PI. This is a
conservative procedure that may underestimate LCso values as
parasites that became fragmented as a consequence of cell death
are excluded from the analysis. To minimize the presence of frag-
mented parasites drug treatment never exceeded 24 h.
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