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Nuestro Grupo de Investigacion (BIO199) esta considerado por el PAlI como grupo consolidado
desde 1991. El principal objetivo de nuestras actividades es la blsqueda de nuevos
tratamientos para las enfermedades protozoarias tropicales y los proyectos del laboratorio
estan centrados en procesos que presentan interés por su aplicabilidad al desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas aunque abarcan aspectos basicos relacionados con la biologia de
parasitos protozoos. El grupo de investigacion esta integrado en consorcios internacionales
destinados al descubrimiento de nuevos farmacos, actividad que es necesariamente una
iniciativa multidisciplinar y que implica a quimicos, farmacélogos, biélogos estructurales y
expertos en la bioquimica y biologia celular del patégeno. Esta actividad colaborativa ha dado
lugar al disefio de nuevos inhibidores basados en el conocimiento de la estructura de las
proteinas diana que junto con la informacion de la relacion estructura-actividad han permitido
desarrollar un elevado ndmero de nuevos compuestos con actividad antiparasitaria. En la
actualidad el grupo estd compuesto por 11 personas que incluyen cientificos de plantilla,
becarios predoctorales, postdoctorales y técnicos.
Determinados procesos metabdlicos y enzimas presentan caracteristicas singulares en
protozoos parasitos que son explotables en el desarrollo de nuevos farmacos para el
tratamiento de enfermedades protozoarias de gran impacto. En particular existe una necesidad
de nuevas moléculas capaces de inhibir el crecimiento de especies de los géneros
Plasmodium, Leishmania y Trypanosoma, agentes causales de enfermedades protozoarias
como la malaria, la leishmaniasis o la tripanosomiasis africana y americana, que afectan a
millones de personas y para las que no existe tratamiento eficaz.
La actividad del grupo se centra en tres rutas metabdlicas de elevado potencial terapéutico:

0) La biosintesis de esteroles

(i) El metabolismo de pirimidinas

(iii) Lareparacion del DNA por escision de bases

(i) Biosintesis de esteroles en parasitos protozoos de la familia Trypanosomatidae



Cabe destacar la especial susceptibilidad que presenta los tripanosomatidos a inhibidores de la
biosintesis de esteroles por lo que algunos de estos compuestos estan en fase de ser
aplicados en la clinica. Hemos establecido que la ruta de biosintesis de esteroles exhibe en
parasitos protozoos una serie de caracteristicas singulares. Las propiedades cinéticas, la
localizacion intracelular y la funcién biolégica de enzimas como la HMGCoA reductasa (17),
farnesil difosfato sintetasa (15), escualeno sintasa (20) y una enzima especifica de la sintesis
de ergosterol (un esterol exclusivo de tripanosomatidos), la 24 esterol metil transferasa (10)
difieren significativamente de las del hospedador mamifero. Hemos determinado que la
HMGCOoA reductasa de Leishmania y Trypanosoma constituye el Gnico ejemplo de enzima
eucaridtica soluble que se localiza de forma preponderante en la mitocondria. La HMGCoA
sintasa también presenta en estos organismos una localizacion mitocondrial mientras que la
mevalonato quinasa es glicosomal lo que plantea la existencia de una compartimentalizacién
intracelular singular (5). Los esfuerzos para desarrollar inhibidores especificos que puedan
tener una utilidad en el tratamiento de la enfermedad se ha desarrollado en el marco de dos
proyectos europeos de cooperacion internacional coordinados por nuestro grupo. Estos
estudios han permitido identificar nuevos cabezas de serie y un conjunto de compuestos con
enorme potencial leishmanicida y antichagasico (4, 8, 14).

(ii) El metabolismo de pirmidinas

En relacién con la sintesis de pirimidinas, nuestro objetivo era explorar la posibilidad de inhibir
de forma especifica distintas enzimas de Plasmodium falciparum, Leishmania major,
Trypanosoma cruzi y Trypanosoma brucei con respecto a los ortélogos humanos. Estos
organismos dependen de la sintesis de novo de pirimidinas para su supervivencia e inhibidores
de esta ruta han sido ampliamente utilizados en el tratamiento de distintas enfermedades
infecciosas y el cancer lo que constituye una muestra de su interés terapéutico.
Concretamente hemos realizado estudios destinados a identificar nuevos inhibidores de las
enzimas dihidrofolato reductasa-timidilato sintasa (11, 19), timidilato quinasa (22) y timidina
quinasa como potenciales agentes para el tratamiento de las enfermedades producidas por
tripanosomatidos y Plasmodium.

Especial atencion ha recibido en nuestro laboratorio la enzima desoxiuridina trifosfato

nucleétido hidrolasa (3). Inhibidores de esta familia de proteinas presentan interés como



antitumorales o antivirales y dado que pueden actuar de forma sinérgica con antifolatos, el
grupo abordé la identificacién y caracterizacién de proteinas con capacidad para hidrolizar el
dUTP en protozoos. Como resultado de estos estudios, hemos identificado una nueva familia
de proteinas en tripanosomatidos que hidrolizan el dUTP y que se ha denominado dUTPasas
diméricas, careciendo de homologia de secuencia y estructura con dUTPasas tipicas
eucaridticas triméricas (2, 6). Sabemos que las enzimas diméricas son el resultado de un
proceso de evolucion convergente o transferencia génica, estan presentes en determinados
fagos, tripanosomatidos (como Unicos representantes eucaridticos) y en diversas eubacterias
(12). La resolucién de la estructura de la dUTPasa de Trypanosoma cruzi (9) constituy6 el
primer ejemplo de estructura tridimensional de esta clase de enzimas y revel6 un nuevo
modelo de plegamiento para proteinas que unen nucledtidos. Todo ello ha permitido la
identificacion de una nueva superfamilia de proteinas, las todo-o. nucleétido hidrolasas, que
esta ampliamente distribuida en la naturaleza (12). Recientemente hemos caracterizado la
dUTPasa trimérica de Plasmodium falciparum y se han identificado inhibidores altamente
selectivos con respecto a la enzima humana (1, 13). La resolucién de la estructura de un
complejo enzima-inhibidor ha dado lugar a informacion que ha sido esencial para el
establecimiento de las bases moleculares de la inhibicién y ha permitido el desarrollo racional
de nuevos andalogos de nucledsidos del uracilo con actividad antimalarica (23).

(ili) Reparacion del DNA por escision de bases

En relacién con la presencia de uracilo en el DNA, estamos llevando a cabo multiples estudios
relacionados con mecanismo de reparacién del DNA por escision de bases (BER) en
Leishmania y Trypanosoma (7, 16, 18, 21). Reviste especial interés el papel de BER en la
proteccién a agentes alquilantes y oxidantes y la caracterizacion y determinacion de la funcién
de las enzimas AP endonucleasa y uracil glicosilasa en la respuesta a estrés oxidativo y la
preservacion de la integridad gendmica.

En la actualidad nuestra actividad sigue centrada en el estudio de las caracteristicas peculiares
de enzimas implicadas en la interconversion y homeostasis de pirimidinas en protozoos. Por
otra parte, seguiremos explorando, desde una perspectiva innovadora y utlizando la
informacidn contenida en el genoma-proteoma, aspectos novedosos relacionados con las rutas

de sintesis de novo y recuperacion de bases y el control de la insercién de uracil en el DNA.



Por otra parte, queremos identificar el papel del control de los niveles de dUTP y de la
reparacién por escision de bases en la integridad genética mediante el empleo de técnicas de
knock-out y silenciamiento génico y el andlisis de la naturaleza y la frecuencia de mutaciones.
Este tipo de estudios se estan realizando en Trypanosoma brucei, un protozoo donde se
pueden realizar con relativa facilidad experimentos de genética reversa. Por otra parte, una
actividad mayoritaria del grupo es la basqueda de potenciales inhibidores de las dUTPasas
diméricas de tripanosomatidos. Esta iniciativa constituye un proyecto europeo coordinado por
nuestro grupo (Trypobase, GA 223238).
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