
TOPOISOMERASA I EN PROTOZOOS PATOGENOS 747

ARTICULO ESPECIAL MEDICINA (Buenos Aires) 2007; 67: 747-757

ISSN 0025-7680

LA ADN TOPOISOMERASA TIPO I  DE PROTOZOOS PATOGENOS COMO
DIANA TERAPEUTICA DE FARMACOS ANTITUMORALES

ROSA M. REGUERA, YOLANDA PEREZ-PERTEJO, CARMEN M. REDONDO,
ROSARIO DIAZ-GONZALEZ, RAFAEL BALAÑA-FOUCE

Departamento de Farmacología y Toxicología (INTOXCAL), Universidad de León, España

Resumen La utilización intensiva de fármacos antiparasitarios es la causa principal de la aparición de
microorganismos parásitos multirresistentes en las regiones del planeta donde son precisamente

endémicos. Los agentes etiológicos de las denominadas enfermedades tropicales –malaria, criptosporiodiosis,
enfermedad del sueño, enfermedad de Chagas o los distintos tipos de leishmaniosis– son protozoos unicelulares
sobre los que no se ha desarrollado en la actualidad ninguna vacuna eficaz y cuyo tratamiento se basa en medidas
sanitarias preventivas y en el uso de medicamentos. La quimioterapia antiparasitaria actual es cara, no está
ausente de efectos adversos y no supone beneficios a las empresas que la comercializan, por lo que la inver-
sión en I & D es marginal comparada con la llevada a cabo para otros procesos patológicos de menor relevan-
cia médica. La identificación de las ADN topoisomerasas como dianas farmacológicas se basa en los excelen-
tes resultados obtenidos en los ensayos clínicos llevados a cabo con los derivados de la camptotecina en la
terapia antitumoral. Las importantes diferencias estructurales entre las ADN topoisomerasas de tipo I de
tripanosomas y leishmanias con respecto a sus homólogas de mamífero ha abierto un nuevo campo de investi-
gación que combina las técnicas de biología molecular con la cristalización de proteínas para poder diseñar
nuevos fármacos dirigidos específicamente a su inhibición. Revisamos aquí las características de estas nuevas
dianas farmacológicas, así como los compuestos que en el momento están siendo utilizados para su inhibición
en los agentes parasitarios que causan las principales enfermedades tropicales.
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Abstract Type I DNA topoisomerase from protozoan pathogens as a potential target for anti-tumoral
drugs. The intensive use of antiparasitic drugs is the main cause of the emergence of multiresistant

parasite strains on those regions where these parasites are endemic. The aetiological agents of the so-called
tropical diseases viz. malaria, cryptosporidiosis, sleeping sickness, Chagas disease or leishmaniasis, among
others, are unicellular protozoan parasites with no immune-prophylactic treatment and where the chemo-
therapeutical treatment is still under controversy. At present, the chemotherapeutic approach to these diseases
is expensive, has side or toxic effects and it does not provide economic profits to the Pharmaceuticals which
then have no or scarce enthusiasm in R & D investments in this field. The identification of type I DNA-
topoisomerases as promising drug targets is based on the excellent results obtained with camptothecin derivatives
in anticancer therapy. The recent finding of significant structural differences between human type I DNA-
topoisomerase and their counterparts in trypanosomatids has open a new field in drug discovery, the aim is to
find structural insights to be targeted by new drugs. This review is an update of DNA-topoisomerases as potential
chemotherapeutic targets against the most important protozoan agents of medical interest.
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Las enfermedades tropicales producidas por parási-
tos unicelulares se encuentran entre las plagas más da-
ñinas que asolan el planeta debido a las enormes pérdi-
das en vidas humanas y a los elevadísimos costes eco-
nómicos resultantes de su morbilidad. Malaria, criptos-

ABREVIATURAS:
TOPI: ADN-topoisomerasa tipo I
TOPII: ADN-topoisomerasa tipo II
hTOPI: ADN-topoisomerasa tipo I

humana
LdTOPI: ADN-topoisomerasa tipo I

de Leishmania donovani
TbTOPI: ADN-topoisomerasa tipo I

de Trypanosoma brucei
PfTOPI: ADN-topoisomerasa tipo I

de Plasmodium falciparum
NLS: señal de localización

nuclear

ADNk: ADN de kinetoplasto
ROS: especies reactivas de

oxígeno
Lk: número de enlace
CPT: camptotecina
REB: rebecamicina
QSAR: relación estructura-

actividad
Tdp-I: tirosil-ADN-difosfodiesterasa-1
SUMO:modificadores tipo ubiquitina

de pequeño tamaño



MEDICINA - Volumen 67 - Nº 6/2, 2007748

poridiosis, enfermedad del sueño, enfermedad de Cha-
gas, o leishmaniosis, entre otras, son enfermedades que
tienen un gran impacto en el estado sanitario de grandes
masas poblacionales que viven al límite de la pobreza.

La malaria o paludismo constituye un problema sani-
tario de gran envergadura, ya que más del 40% de la
población mundial es susceptible de padecerla actual-
mente, siendo la segunda enfermedad de declaración
obligatoria, después de la tuberculosis, que causa ma-
yor índice de mortalidad en humanos. La malaria está
causada por protozoos unicelulares del género Plasmo-
dium (P. falciparum y P. vivax son los de mayor impor-
tancia epidemiológica) trasmitidos al ser humano por la
picadura de mosquitos del género Anopheles que pre-
viamente han estado en contacto con un individuo infec-
tado. Dentro del hospedador humano, el parásito experi-
menta una serie de cambios como parte de su complejo
ciclo vital que producen fiebres intermitentes y anemia,
que pueden causar la muerte del individuo. La malaria
es endémica en más de 100 países, la mayoría situados
en las regiones tropicales de África y Asia, donde las
medidas de control y las condiciones sanitarias son cla-
ramente insuficientes1.

La familia Trypanosomatidae (tripanosomas y leishma-
nias entre otros) tiene como rasgo característico en co-
mún la presencia de un flagelo insertado en su única
mitocondria que alberga un orgánulo especializado co-
nocido como kinetoplasto. El kinetoplasto contiene miles
de cadenas circulares de ADN (ADNk) que se enredan
en marañas conocidas como maxi- y minicírculos que
por su peculiar organización han atraído la curiosidad de
biólogos moleculares para desentrañar su función, y de
los que hablaremos más adelante2. Los tripanosomas afri-
canos causan la enfermedad del sueño que es transmiti-
da por picaduras de la mosca tse-tse. Los agentes
etiológicos de esta enfermedad son el Trypanosoma
brucei gambiense, en los países del Africa Central y Oc-
cidental, que causa un tipo de infección crónica que pue-
de ser asintomática durante meses o incluso años; y el
T. b. rhodesiense, que por el contrario origina brotes re-
pentinos, agudos y virulentos, en los países del Este y
Sur del África Subsahariana3.

Trypanosoma cruzi es el agente etiológico de la en-
fermedad de Chagas en países del Centro y Sur de Amé-
rica. Los seres humanos, que se comportan como
hospedadores definitivos, contraen la enfermedad por
las picaduras de un insecto hemíptero de la sub-familia
Triatominae, conocido como chinchorro o vinchuca se-
gún el país de origen. Tras su inoculación en el indivi-
duo, el parásito invade el torrente sanguíneo y se multi-
plica en el interior de las células de la musculatura car-
díaca y lisa originando cardiomiopatías graves y megafor-
maciones del tracto digestivo4.

Por el término leishmaniosis se conoce a un conjunto
de enfermedades zoonóticas transmitidas por las hem-

bras de los mosquitos de los géneros Phlebotomus y
Lutzomyia que originan afecciones cutáneas, mucocu-
táneas y viscerales en el hombre y otros animales. La
leishmaniosis visceral humana –kala azar– es producida
por L. donovani, un microorganismo unicelular que
parasita los macrófagos del sistema retículo-endotelial
del hospedador. Es la forma más dañina de estas enfer-
medades, produciendo fiebre, espleno-hepatomegalia y
anemia, pudiendo ser fatal si no se diagnostica y se trata a
tiempo. Cerca del 90% de los casos de  leishmaniosis
visceral tienen su origen en India, Bangladesh, Indonesia
y Sudan5. La leishmaniosis es también importante en
América Central y del Sur, en este caso por formas endé-
micas que originan afecciones mucocutáneas de la enfer-
medad, más leves pero muy insidiosas y deformantes.

La ciencia no ha desarrollado aún el remedio univer-
sal frente a las enfermedades tropicales y es muy poco
probable que una solución única exista alguna vez. Se
sabe desde hace mucho tiempo que el estado inmunoló-
gico del hospedador es fundamental en la cura y en el
desarrollo de inmunidad adquirida de estas enfermeda-
des. Sin embargo, a pesar de los esfuerzos empleados
aún no existe una vacuna eficaz para evitar ninguna de
estas dolencias.

El tratamiento de la malaria se ha basado en fármacos
como la cloroquina, mefloquina, primaquina y quinina,
pero su uso intensivo durante décadas ha producido for-
mas multirresistentes del parásito en casi todos los paí-
ses endémicos6. Los tratamientos basados en la combi-
nación de fármacos, como el cocktail de pirimetamina-
sulfadoxina7 o los que tienen como base fármacos de
origen natural como la artemisinina y sus combinaciones
(por ejemplo; artesunato-mefloquina) están sustituyen-
do a las terapias clásicas tanto en Africa como en  Asia8.

La quimioterapia desarrollada frente a la enferme-
dad del sueño no carece de efectos adversos y en mu-
chos lugares han aparecido cepas resistentes que han
reducido drásticamente su eficacia. Los fármacos de
elección; pentamidina –una diamidina aromática– y la
suramina –una naftilamina sulfonada– aún tienen utili-
dad frente a los estadios tempranos de la enfermedad9.
Frente al segundo estadio, en el que se ve afectado el
SNC, se utilizan tres fármacos de elección; el melarsoprol
–un derivado arsenical–, el inhibidor irreversible de la sín-
tesis de poliaminas, eflornitina, y el nifurtimox10,11.

La farmacopea existente frente a la enfermedad de
Chagas incluye un derivado nitroimidazólico –el
benznidazol– y el nifurtimox –un derivado del nitrofurano–
que actúan mediante la generación de radicales libres
de oxígeno (ROS) destruyendo con cierta selectividad
las células del parásito debido a su menor capacidad
antioxidante12, 13. Tanto el nifurtimox como el benznidazol
tienen una actividad terapéutica significativa en las fases
agudas de la enfermedad pero no en las crónicas donde
el tratamiento falla por completo.
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El arsenal terapéutico utilizado frente a los distintos
tipos de leishmaniosis incluye a los antimoniales penta-
valentes (Pentostam® y Glucantime®, de los que hablare-
mos más adelante), el antibiótico poliénico anfotericina
B y la pentamidina14, 15. Recientemente, la incorporación
del derivado de la alquilfosfocolina (miltefosina: Miltex®)
ha supuesto un avance significativo en el tratamiento de
las formas viscerales de esta enfermedad16.

Sumados a estos inconvenientes hay que señalar que
la mayoría de estos fármacos no son fáciles de manejar,
requieren tratamientos largos y costosos y en muchas
ocasiones no están libres de efectos colaterales inde-
seables. Por otro lado, la sombra de estas enfermeda-
des amenaza hoy por hoy a los habitantes de los llama-
dos países desarrollados. Los intercambios culturales y
turísticos, fruto de la globalización del planeta y los pro-
cesos de inmunodepresión ligados a ciertas enfermeda-
des, han hecho renacer el fantasma de estas dolencias
allí donde se pensaba que habían sido definitivamente
erradicadas17-19. Es por esto que el diseño y desarrollo
de fármacos frente a estas enfermedades suscita un cre-
ciente interés en la comunidad científica internacional,
ocupando el lugar dejado por las grandes empresas far-
macéuticas que no encuentran estímulo en hacer inver-
siones en I + D allí donde no se esperan grandes benefi-
cios económicos.

La topología del ADN

En 1965 Vinogard y col.20 obtuvieron las primeras
microfotografías electrónicas de  ADN circular del virus
del polioma (SV40). Bajo ciertas condiciones experimen-
tales la molécula de ADN adquiría una conformación re-
torcida muy compacta que recordaba la estructura de una
goma circular elástica girada varias veces sobre sí mis-
ma. Esta forma topológica del ADN recibió el nombre de
superenrollada (“supercoiled”) en oposición a la forma
topológica no retorcida a la que se denominó relajada
(“relaxed”). El superenrollamiento de una molécula cir-
cular de ADN se produce por la torsión generada por un
exceso, o por un defecto, en el número de enlace (Lk)
entre las dos cadenas antiparalelas de la doble hélice.
En un estado de superenrollamiento la información codi-
ficada en el material genético no es accesible a los me-
canismos de replicación y transcripción, por lo que
esta torsión debe disiparse reduciendo el valor Lk a 0.

Para relajar el ADN superenrollado deben producirse
cortes en las cadenas de ADN circulares que permitan
rotar libremente a sus extremos. Por su parte, las molé-
culas de ADN lineales necesitan relajar dominios discre-
tos entre estructuras que se mantienen condensadas. Los
mecanismos de relajación del ADN superenrollado de-
ben operar cortando una o las dos cadenas del ADN para
que las atraviesen otras cadenas, seguido del sellado de
las mismas, con el fin de restaurar la continuidad e inte-

gridad del mensaje genético. Estos cambios en la topo-
logía del ADN se producen enzi-máticamente mediante
proteínas que originan cortes transitorios en el ADN y
permiten el paso de la otra hebra por el hueco creado
antes de su sellado.

ADN topoisomerasas

Las ADN topoisomerasas catalizan cambios en la topo-
logía del ADN durante los procesos de replicación, trans-
cripción, recombinación y reparación del genoma. En
primer lugar, pueden cortar y empalmar repetidamente
los enlaces fosfodiéster del esqueleto de polifosfo-
desoxiribosa que alberga en su interior a las bases
nitrogenadas codificadoras del mensaje genético. En
segundo lugar, permiten que otras cadenas de ADN pa-
sen entre los dos cabos transitoriamente escindidos. En
el desempeño de esa tarea, las topoisomerasas utilizan
la energía del enlace internucleotídico para unirse
covalentemente al extremo 3’ o 5’ del ADN. Cuando em-
palman nuevamente las cadenas de ADN, revierten esa
unión covalente, restableciendo el enlace internu-
cleotídico inicial21-24.

Se han caracterizado tres tipos de ADN topoiso-
merasas en función de sus propiedades catalíticas, gas-
to energético y estructura de su proteína: las ADN
topoisomerasas de tipo I (TOPI, subtipos IA y IB) y las
ADN topoisomerasas de tipo II (TOPII).

Las TOPII son enzimas homodiméricas que generan
cambios topológicos complejos del ADN (relajación,
desanudado y desencadenado) mediante la ruptura tran-
sitoria de las dos cadenas de la doble hélice y gasto ener-
gético en forma de ATP. Durante el proceso de ruptura y
empalme, se produce un intermediario covalente entre los
extremos 5’ de cada una de las hebras del ADN y cada
una de las subunidades enzimáticas. Se han identificado
y expresado funcionalmente las de varios parásitos como:
P. falciparum25, Cryptosporidium parvum26, T. brucei27,  T.
cruzi28, y varias especies del género Leishmania 29,30, sin
que existan grandes diferencias morfológicas o cinéticas
con las de sus correspondientes hospedadores.

Al contrario de lo que sucede con las TOPII, las
enzimas de tipo I rompen sólo una de las hebras del ADN
y únicamente permiten relajar el ADN superenrollado. Se
subdividen en función de que formen el intermediario
covalente con el extremo 5’ del segmento escindido (IA)
o con el extremo 3’ (IB). Este intermediario se establece
tras el ataque nucleofílico del grupo hidroxilo de una
tirosina presente en su centro activo con un grupo fosfato
de la cadena nucleotídica, originando un enlace fos-
fodiéster transitorio que rompe la cadena del ADN. En
este momento la hebra mellada gira a través de su com-
plementaria alcanzándose un mayor grado de relajación31.
Finalmente, la enzima religa la cadena mellada. Las TOPI
son enzimas monoméricas –con la excepción que va-
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mos a comentar más adelante– y no necesitan ATP para
relajar el ADN superenrollado positiva o negativamente
(Fig. 1).

La TOP I humana (hTOPI) ha sido caracterizada
estructuralmente con gran detalle y sirve como modelo
comparativo para el resto de las enzimas homólogas de
otras procedencias. La hTOPI es una enzima monomérica
de 765 aminoácidos con una masa molecular teórica de
91 kDa. Los estudios cristalográficos permiten distinguir
cuatro dominios estructurales: i) el extremo N-terminal,
cargado positivamente y poco conservado filogenéti-
camente. Contiene cuatro posibles señales de localiza-
ción nuclear (NLS) y no es necesario para la actividad de
relajación; ii) el dominio central (“core”) es esencial para
relajar el ADN superenrollado y muestra un alto grado de
conservación filogenética; iii) el extremo C-terminal con-
tiene el residuo de Tyr-723 que establece el enlace
fosfodiéster transitorio con el ADN, y  iv) conectando el
dominio C-terminal con la región central “core” se en-
cuentra una región de escasa conservación filogenética
denominada “linker” que no interviene funcionalmente en
la relajación del ADN32-34.

La TOPI de protozoos parásitos

La TOPI del parásito de la malaria P. falciparum fue des-
crita por primera vez por Riou y col.35 en 1986, quienes la

purificaron y caracterizaron a partir de eritrocitos infecta-
dos. Es una enzima monomérica de 839 aminoácidos y
104 kDa de masa molecular. El gen que codifica para
esta proteína (PfTopI) aparece como copia única en el
cromosoma 5 del genoma del parásito36. Estructuralmente
la proteína guarda un 42% de homología con la enzima
humana, con una composición estructural muy parecida
a la de su hospedador: el extremo N-terminal, poco con-
servado y de 134 aminoácidos, un bloque de 500 ami-
noácidos que tienen alta homología con el dominio “core”
de la proteína humana y el extremo C-terminal, más pe-
queño que el de la enzima del hospedador pero que con-
tiene la tirosina del centro activo. La expresión de la ADN
topoisomerasa I en P. falciparum (PfTOPI) difiere en los
diferentes momentos de su ciclo celular37. De este modo
se encuentran altos niveles de ARNm PfTOPI en el esta-
do de trofozoito pero no en el de esquizonte.

Las TOPI de tripanosomas y leishmanias difieren
significativamente del resto de las enzimas homólogas
descritas hasta el momento. Como dijimos anteriormen-
te, estas enzimas son monoméricas en todas las espe-
cies animales, vegetales y de otros microorganismos.
Sin embargo, durante el proceso de caracterización
genómica de las TOPI de L. infantum y L. donovani
(LdTOPI), se encontró sorprendentemente que éstas
presentaban una forma truncada que carecía de la se-
cuencia codificante para el centro activo. La búsqueda
de la región perdida dentro del genoma de Leishmania
dio como resultado la aparición de un segundo gen que
contenía todos los motivos complementarios de los que
carecía el primer gen descubierto. En conclusión, la
LdTOPI esta formada por dos subunidades, una de 636
aminoácidos (masa molecular teórica: 73 kDa) codifica-
da por el gen LdTOPIA, situado en el cromosoma 34, y
otra de 262 aminoácidos con una masa molecular teóri-
ca de 28 kDa, codificada por el gen LdTOPIB que se
encuentra en el cromosoma 438.

Más tarde Bodley y col.39 observaron en 2003 que esta
constitución dimérica ocurría también en T. brucei, y el
análisis genómico confirmaba que la existencia de dos
genes independientes codificando para las regiones
“core” (TbTOPIA) y catalítica (TbTOPIB) era un hecho
común para todos los tripanosomátidos.

Comparando la secuencia de aminoácidos de la TOPI
heterodimérica de tripanosomátidos con las de otros or-
ganismos eucariotas encontramos algunas diferencias
destacables: El extremo N- terminal de LdTOPIA es cor-
to y poco conservado comparado con el extremo amino
terminal de otras TOPI. A esta región le sigue el dominio
central “core”, el cual sí muestra una alta homología con
el resto de enzimas, y en la que podemos encontrar la
mayor parte de los aminoácidos que interaccionan con
el ADN. Finalmente el extremo C-terminal carece de cual-
quier homología con otras TOPI 38. Por su parte, LdTOPIB
contiene un extremo N-terminal extenso rico en serinas,

Fig. 1.– A. Las ADN-topoisomerasas de tipo I catalizan la re-
lajación del ADN superenrollado circular in vitro. B. La fo-
tografía muestra un ensayo convencional para evaluar la
actividad TOPI de una muestra biológica. Para ello se in-
cluyen muestras de ADN relajado (carril 1) y superenrollado
(carril 2) que sirven como patrones de la reacción. El ADN
superenrollado se incluye como sustrato de la reacción que
a diferentes concentraciones de enzima o de tiempos, irá
relajándose gradualmente  apareciendo diferentes topoisó-
meros. La imagen muestra la comparación entre la enzima
recombinante humana (hTOPI) y la de L. donovani (LdTOPI)
y procede de una caracterización rutinaria realizada por los
autores.
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susceptibles de fosforilación (posible mecanismo de re-
gulación post-traduccional). Su extremo carboxilo guar-
da homología con el dominio C-terminal del resto de TOPI
y en él se encuentra la Tyr-222 necesaria para la ruptura
de la cadena nucleotídica del ADN (Fig. 2).

La localización del dominio “linker” en la enzima
dimérica de tripanosomátidos es hasta el momento des-
conocida. Podría estar formado por parte de las dos
subunidades que al interaccionar estabilizaran el conjun-
to, o bien podría generarse tras modificaciones post-
traduccionales que eliminaran parte de los extremos
amino o carboxilo de las diferentes subunidades (Fig. 3).
Estudios realizados con la enzima de Leishmania en los
que se ha deleccionado parte de los extremos N- y C-
terminales de ambas subunidades muestran que casi 70
aminoácidos del extremo carboxilo de la LdTOPIA no son
necesarios para la actividad catalítica, aunque pueden

contener posibles NLS; del mismo modo el extremo amino
de la LdTOPIB no es necesario para la actividad catalítica
(Balaña-Fouce y col. datos inéditos).

Las TOPI de tripanosomátidos se encuentran tanto
en núcleo como en kinetoplasto40. Dado que la actividad
de desencadenado y desanudado del ADNk se atribuye
a la TOPII, se desconoce la función de la enzima tipo I en
este orgánulo. La anulación génica de la TOPII de
tripanosomátidos produce la pérdida del kinetoplasto
(diskinetoplasia), una condición que conlleva la muerte
del parásito41. Por otra parte, el silenciamiento de cual-
quiera de las dos subunidades de la TOPI de T. brucei
(TbTOPI) mediante técnicas de ARN de interferencia ori-
gina la pérdida de viabilidad de los tripomastigotes in vitro
lo que indica la necesidad de ambas actividades
enzimáticas para la supervivencia de estos microorga-
nismos parásitos 42.

Fig. 2.– Representación esquemática lineal de la TOPI humana (hTOPI) comparada con la de protozoos
parásitos representativos. Los números de acceso al banco de datos GeneBank son los siguientes: Homo
sapiens (hTOPI), K03077; P. falciparum (PfTOPI),  Q26024; C. parvum (CpTOPI), Q5CY81; L. donovani
subunidad grande (LdTOPIA) AF303577; L. donovani subunidad pequeña (LdTOPIB) AY062908; T. brucei
subunidad grande (TbTOPIA) Q581U8 y T. brucei subunidad pequeña (TbTOPIB) AAP78905. Los estu-
dios estructurales con la enzima humana, dividen a esta proteína en cuatro dominios estructurales, que
por analogía de secuencia pueden extenderse a las otras especies: i) dominio hidrofílico N-terminal no
conservado; ii) dominio central (“core”) hidrofóbico de interacción con el ADN muy conservado; iii) domi-
nio de unión (“linker”) que conecta el “core” con el centro activo, y iv) dominio C-terminal que contiene
el centro activo implicado en cortar transitoriamente una de las cadenas de ADN. A diferencia de las
especies del orden Apicomplexa, las TOPI de tripanosomátidos contienen los residuos catalíticos com-
partidos entre las dos subunidades.
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La TOPI como diana terapéutica de fármacos
antitumorales

Desde su descubrimiento las TOPI han atraído podero-
samente la atención de la comunidad científica como
potenciales dianas de intervención terapéutica, debido a
su posición estratégica en la replicación, transcripción y
recombinación del material genético. Debido a este pa-
pel clave en el mantenimiento de la fidelidad de la infor-
mación genética, su estructura se ha mantenido conser-
vada filogenéticamente lo que hace que cualquier fárma-
co diseñado para su inhibición no discrimine entre la en-
zima del parásito invasor y la del hospedador, suponien-
do un alto riesgo de toxicidad añadido en detrimento de
su efecto terapéutico. Sin embargo, el reciente descubri-
miento de una TOPI en tripanosomátidos que difiere
estructuralmente de la del hospedador, así como su dife-
rente grado de expresión durante los procesos de creci-
miento rápido, ha abierto una nueva ventana al diseño
de moléculas que actúen específicamente sobre la for-
ma del parásito43-45.

Clásicamente los inhibidores de las TOPI se han clasi-
ficado en dos categorías: i) los compuestos que estabilizan
el complejo de escisión entre la enzima y el ADN se han
denominado genéricamente inhibidores de clase I o vene-
nos enzimáticos; ii) por su parte los compuestos que inter-
fieren las funciones catalíticas de la enzima se han deno-
minado inhibidores de clase II46, 47 (Fig. 4).

La camptotecina (CPT) y sus derivados son el mejor
ejemplo de un veneno de clase I. Estructuralmente la CPT
es un alcaloide natural pentacíclico (Fig. 4A) producido
por la planta de la familia de las Nisáceas Camptotheca
accuminata, originaria de China y el Tibet. Esta molécula

Fig. 3.– Vista tridimensional perpendicular de la TOPI dimérica
del tripanosomátido L. donovani (LdTOPI) junto con el ADN.
Se observa el dominio central “core” así como el dominio
de conexión o “linker” y el extremo C-terminal, ya pertene-
ciente a la subunidad pequeña. LdTOPI ha sido simulada
utilizando el programa Swiss pdb por analogía con la enzi-
ma humana (hTOPI); los dominios se han establecido por
comparación con los descritos por Redinbo y col.34.

lidera una serie enorme de compuestos con actividad
antitumoral que en la actualidad están integrándose en
la quimioterapia de ciertos tipos de cánceres48-50.
Bioquímicamente la CPT es un potente inhibidor no com-
petitivo de la TOPI con la que establece un complejo
ternario irreversible junto con el ADN mellado (complejo
de escisión) que no puede ser sellado. Como consecuen-
cia se producen mellas en aquellas zonas del genoma
que estén replicándose en ese momento, lo que provoca
la muerte de la célula si no se induce la reparación de las
mismas.

Este mecanismo de acción de la CPT ha sido com-
probado en protozoos parásitos de interés médico51.
Bodley y col.52 demostraron en 1998 que la CPT induce
la formación de complejos de escisión en el interior del
núcleo de las formas intraeritrocitarias de P. falciparum
lo que origina la muerte del parásito a concentraciones
micromolares del fármaco. Los mismos autores realiza-
ron estudios de relación estructura/actividad (QSAR) una
serie de análogos de la CPT sobre tripomastigotes de T.
brucei, demostrando que su citotoxicidad se correla-
cionaba con la capacidad de formación de complejos de
escisión con el ADN y la enzima. Estudios más recientes
han revelado que los derivados hidrosolubles de la CPT,
irinotecan y topotecan, que se utilizan clínicamente como
fármacos antitumorales, tienen un efecto citotóxico redu-
cido frente a las formas sanguíneas de T. brucei53. Los
autores han concluido que la reducida eficacia de estos
compuestos se debe más a su baja permeabilidad para
atravesar la membrana del parásito que a su eficacia de
formar complejos de escisión.

Basado en el análisis de los cristales de la hTOPI jun-
to con ADN y CPT, Staker y col.54,55 han propuesto en
2005 un modelo de interacción entre los diferentes com-
ponentes del complejo de escisión que podría ser asu-
mido en tripanosomátidos (teniendo en cuenta su estruc-
tura dimérica). La Fig. 5 muestra este modelo de inte-
racción utilizando la LdTOPI que es la que han caracteri-
zado los autores de la presente revisión.

Derivado de este modelo se ha establecido que la CPT
se intercala en el sitio de escisión del ADN mimetizando
a una base nitrogenada. Dentro del lugar de intercala-
ción la cadena lateral del Asp-533 de la enzima humana
(que se corresponde con el Asp-353 de LdTOPIA) esta-
blece un enlace por puente de hidrógeno con el radical
20(S)-hidroxilo de la forma lactónica de la CPT, mientras
que la Asn-221 –el aminoácido adyacente a la Tyr-222
del centro activo de la LdTOPIB– crea un segundo puen-
te de hidrógeno con la CPT. La Arg-364, (que se corres-
ponde con la Arg-190 de la LdTOPIA) es igualmente ne-
cesaria para la inhibición de la CPT aunque no establece
enlaces por puentes de hidrógeno con el fármaco. Otros
aminoácidos importantes que interaccionan con la  CPT
son: Phe-361, Gly-363 y Arg-364 del dominio central si-
tuado en LdTOPIA56.
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ción mitocondrial fuera inhibida, lo que originaba un in-
cremento en su potencial de membrana. Este desaco-
plamiento iba ligado a un incremento en la concentra-
ción de ROS, con el concomitante efecto sobre la
peroxidación lipídica de membranas y disminución de la
concentración intracelular de glutation reducido. Como
en las células de mamífero, se han descrito que otros
marcadores apoptóticos como las proteasas de tipo
caspasa, la liberación de Ca2+ de los compartimentos
intracelulares y la activación de la poli(ADP-ribosa)
polimerasa eran igualmente producto de la exposición
de los promastigotes de L. donovani a CPT59.

Se han realizado muy pocos estudios para determi-
nar la actividad de la CPT y de sus análogos en  infeccio-
nes experimentales. En 2001 Proulx et al.60  estudiaron la
eficacia de una formulación de CPT encapsulada en
liposomas en un modelo murino de leishmaniosis visceral,
observando una reducción significativa de la carga para-
sitaria a la dosis de 2.5 mg/kg peso vivo cuando se admi-
nistraba por vía intraperitoneal.

Los derivados indolocarbazólicos (rebecamicina; REB
y derivados) constituyen un prometedor grupo de inhi-
bidores de clase I de la TOPI con estructura polihe-
terocíclica producidos naturalmente por el actinomiceto
Saccharotrix aerocolonigenes. Muchos derivados semi-

Fig. 5.– Interacciones de la CPT con algunos aminoácidos de
la TOPI de L. donovani (LdTOPI). Los enlaces por puen-
tes de hidrógeno se muestran en líneas discontinuas. Los
aminoácidos que pertenecen a la subunidad grande son
Arg 190, Lys 352 y Asp 353; mientras que los pertene-
cientes a la subunidad pequeña son Asn 221 y Tyr 222.

Fig. 4.– Estructura química de algunos inhibidores de la TOPI: (A) CPT; (B) compuestos heterocíclicos dis-
tintos a la CPT; (C) compuestos que se unen al surco menor de la hélice de ADN.

Como otros compuestos que inducen daños en el ADN,
los inhibidores de clase I se comportan como inductores
de la muerte celular programada57. Sen et al.58 demostra-
ron en 2004 que el efecto leishmanicida inducido por la
CPT aparecía inmediatamente después de que su fun-
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sintéticos de la REB se han ensayado in vitro para eva-
luar su QSAR frente a multitud de líneas tumorales hu-
manas y de animales, que han servido para comenzar
algunos ensayos clínicos de importancia61. La estructura
poliheterocíclica plana de estas moléculas les permite
intercalarse entre las pares de bases de ADN donde fi-
nalmente se establecen los complejos ternarios junto con
el ADN y la enzima. En 2005, Deterding y col.62  encon-
traron que la REB presentaba un buen efecto citotóxico
frente a tripomastigotes de T. brucei en concentraciones
sub-micromolares. Este efecto fue corroborado por nues-
tro grupo (Balaña-Fouce y col., resultados inéditos) utili-
zando una serie de análogos de la REB frente a promas-
tigotes de L. donovani. Nuestros resultados han demos-
trado que la presencia de un sustituyente azucarado en
la molécula de REB incrementa la estabilidad del com-
plejo de intercalación al interaccionar con el surco menor
externo de la doble hélice de ADN.

Una tercera clase de inhibidores de clase I de las TOPI
son los compuestos con estructura indenoisoquinolínica
(Fig. 4B). Igual que los compuestos anteriores estas
moléculas se encuentran en fase preclínica como agen-
tes antitumorales63. Nuestro grupo ha evaluado una se-
rie de indenoisoquinolinas frente a promastigotes de L.
major in vitro, encontrando un prometedor índice tera-
péutico con la molécula MNR 2-50 con la que se están
realizando ensayos en infecciones experimentales de
leishmaniosis visceral (Balaña-Fouce et al., resultados
inéditos).

L. donovani es muy sensible a otros fármacos inhibi-
dores de clase I de TOPI como es el derivado naftoqui-
nónico diospirina64. La diospirina es un inhibidor relativa-
mente específico de la enzima de Leishmania, necesi-
tándose concentraciones diez veces superiores para pro-
ducir un efecto semejante en la enzima homóloga de
mamífero65. Por su parte, los derivados del ácido betalí-
nico con estructura de triterpenoides pentacíclicos actúan
previniendo la formación del complejo binario enzima-
ADN aunque, a diferencia de los compuestos anteriores,
no forman parte del mismo66. Este compuesto tiene un
efecto inhibitorio drástico sobre el crecimiento de
promastigotes de L. donovani en los que inducen la
marginación de la cromatina y subsiguiente descro-
matinación, aunque no se han encontrado efectos sobre
el ADNk67.

La berberina es otro inhibidor de clase I de la TOPI
con estructura poliheterocíclica semejante al fármaco
antitumoral intercalante benzo[a]acridina. La berberina y
alguno de sus análogos, han sido estudiados in vitro frente
a  promastigotes de L. donovani68 y formas sanguíneas
de T. brucei y T. congolense69, mostrando eficacia en el
rango micromolar. Los ensayos en experimentación ani-
mal con estos compuestos han mostrado su eficacia en
infecciones experimentales de hámster.

Finalmente, indicaríamos que ciertos compuestos que
se han venido utilizando desde hace décadas como
antiparasitarios, pueden comportarse como inhibidores
de la TOPI en ensayos in vitro. Entre estos inhibidores
resaltaríamos los fármacos leishmanicidas de elección
derivados del antimonio pentavalente; Glucantime®

(antimoniato de meglumina) y Pentostam® (estibogluco-
nato de sodio70, 71). Estos compuestos estabilizan los com-
plejos binarios de escisión in vitro, aunque no parece que
constituya su mecanismo de acción principal in vivo72.
Por otro lado, los compuestos que se unen al surco me-
nor externo del ADN (Fig. 4C) tales como los derivados
bis-benzimidazólicos (Ho-33342, Ho-33258) y las
diamidinas aromáticas pentamidina y berenil, pueden in-
hibir la TOPI in vitro73. Estos compuestos se unen a las
regiones ricas en AT del ADN interfiriendo en la catálisis
enzimática pero con la excepción del Ho-33342 y del Ho-
33258 no estabilizan los complejos escisión. Un trabajo
reciente demuestra sin embargo que el efecto leish-
manicida de estos compuestos está relacionado sólo
marginalmente con la inhibición de la TOPI, indicando
un comportamiento pleiotrópico más complejo74.

TOPI y reparación del material genético

Ha quedado establecida la importancia de las TOPI en el
mantenimiento y replicación del material genético; sin
embargo por su propia naturaleza, estas enzimas pue-
den ocasionar daños en el ADN cuando los complejos
de escisión se estabilizan por la presencia de inhibidores
de clase I. Cuando la maquinaria de transcripción y/o
replicación colisiona con los complejos de escisión, se
van a producir roturas de cadena sencilla o doble que
pueden dar origen a mutaciones puntuales, fragmenta-
ción del genoma o muerte celular por apoptosis si no son
debidamente reparadas75,76. En células de mamífero se
ha descrito una proteína involucrada en la restauración
de los complejos de escisión; la tirosil-ADN difosfo-
diesterasa I (Tdp-1) enzima que cataliza la ruptura del
enlace fosfotirosina entre la TOPI y el ADN produciendo
un extremo 3’ que es procesado a continuación por una
polinucleótido kinasa 3'-fosfatasa 77.

Una vez separada del complejo de escisión la TOPI va
a ser sustrato de mecanismos de regulación post-
traduccionales, bien por: i) degradación proteosomal pre-
vio marcado con ubiquitina; o bien por ii) relocalización
desde el nucleoplasma al nucléolo mediante el marcado
previo con los denominados modificadores tipo ubiquitina
de pequeño tamaño (small ubiquitin-like modifiers; SUMO).

La degradación proteosomal previa ubiquitinación, es
un mecanismo de regulación post-traduccional específi-
co de la TOPI fosforilada e independiente del estado de
replicación de la célula78,79. Pommier80 en 2004 ha pro-
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puesto que la degradación por el proteosoma 26S puede
ser de utilidad para: i) aumentar la tolerancia a los
inhibidores de clase I; ii) facilitar la actividad Tdp1 en la
ruptura del enlace fosfotirosina entre la TOPI y el ADN.
Varios autores han demostrado que los inhibidores del
proteosoma actúan sinergísticamente con la CPT en la
inducción de la muerte celular programada en células
animales81.

Además de la degradación proteosomal de la TOPI
se ha descrito una respuesta transitoria a la CPT que
supone el marcado previo de la enzima con modificado-
res SUMO82. La conjugación con SUMO (SUMOilación)
es un proceso independiente de la replicación del cro-
mo-soma que, a diferencia de la ubiquitinación, se pro-
duce con la enzima desfosforilada y no persigue la de-
gradación proteínica de la enzima83. El mecanismo de
SUMOilación no es un sistema de degradación de la
TOPI, por el contrario, parece ser un sistema de esti-
mulación mediante la relocalización de la proteína del
nucleoplasma al nucléolo, evitando su degradación
proteosomal84.

La regulación pos-traduccional de la TOPI no ha sido
aún estudiada en ningún parásito unicelular de interés
médico hasta el momento. La ruta de ubiquitinación y
degradación proteosomal ha sido descrita en Giardia
lamblia85, T. brucei86, T. cruzi87, Leishmania spp.88,
Entamoeba spp.89, P. falciparum90 y Toxoplasma gondii91

pero no así los sistemas de SUMOilación y/o reparación.
Sin embargo, la mayoría de los genes que codifican las
proteínas involucradas en estos mecanismos aparecen
anotados como putativos en sus correspondientes Pro-
yectos Genoma, sugiriendo que estos mecanismos de
regulación post-traduccional aparecen ya en los microor-
ganismos eucarióticos más primitivos.

En conclusión: la TOPI es una diana establecida fren-
te a ciertos procesos tumorales cuya efectividad frente a
enfermedades tropicales causadas por parásitos unice-
lulares está en fase de investigación. La estructura di-
mérica, filogenéticamente única de la enzima de tripano-
somátidos y su localización dual –asociada tanto al ADN
genómico como al ADN de kinetoplasto– la convierte en
una atractiva diana para la creación y desarrollo de nue-
vos fármacos. A pesar del elevado número de inhibidores
de la TOPI ensayados frente a células tumorales y de
que algunos de estos compuestos se encuentran en fa-
ses de evaluación clínica, se dispone de información muy
escasa de su efecto terapéutico frente a tripanosomatidos
y otros parásitos. Los buenos resultados obtenidos in vitro
frente algunos de estos microorganismos así como el
reciente descubrimiento de un mecanismo de muerte
celular, semejante a la apoptosis del hospedador, indu-
cida por los inhibidores de clase I, urgen a ensayar infec-
ciones experimentales que justipre-cien la valía de estos
compuestos como antibióticos antiprotozoarios.
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