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Introduccion

1.1 El RNA como diana terapéutica

En los ultimos afios, el RNA ha despertado un gran interés como diana
terapéutica debido a la gran variedad de funciones que lleva a cabo en los procesos
celulares. Desde 1958, en que Francis Crick establecié el “dogma central”, por el
gue se describia que la informacién genética fluia del DNA a las proteinas pasando
a través del RNA?, diversos hallazgos han ido demostrando que el rol del RNA no es
tan pasivo. La percepcidn comenzd a cambiar con el descubrimiento a comienzos
de la década de los 80 de los primeros RNAs cataliticos, las ribozimas, implicadas
en la catalisis de procesos de autofragmentacidon y empalme del propio RNA
(cleavage vy splicing)?. Ya en los 90, se descubrieron los microRNAs (miRNA) y los
RNAs pequefos de interferencia (siRNA), capaces de regular la expresidon génica
mediante mecanismos muy diversos®. Recientemente, se han descubierto los
llamados riboconmutadores o riboswitches, dominios presentes en los extremos no
codificantes de ciertos mRNAs capaces de autoregular la funcidn génica variando la
estructura, a modo de sensores de cationes o metabolitos especificos*.

Actualmente, por tanto, se reconoce el papel fundamental del RNA en la
regulacion de la transcripcidn, la traduccién y la catalisis, funciones que se creian
exclusivas de las proteinas. A consecuencia de ello, se ha incrementado el interés
en el disefio de moléculas con capacidad para unirse selectivamente a dianas de
RNA con potencial terapéutico. A diferencia del DNA, el RNA presenta una
estructura tridimensional muy diversa, mas propia de las proteinas, a causa de los
plegamientos ocasionados por segmentos mds o menos extensos de bases
desapareadas, que originan concavidades y motivos susceptibles de poder ser
lugares de unién para moléculas pequefias®®. A pesar de ello, el nimero de
ligandos de RNA que han sido validados sigue siendo escaso, en comparacion a los
existentes para el DNA y las proteinas. A continuacidn, se destacan algunos de los
ejemplos descritos en la bibliografia.

El ejemplo paradigmatico de diana terapéutica de RNA es sin duda alguna el
ribosoma. El ribosoma bacteriano ademas de ser el centro de la sintesis proteica’
es probablemente la diana de RNA mas estudiada, habiendo sido validada para un
gran nimero de compuestos antibacterianos. Los antibidticos naturales de tipo



Introduccion

aminoglicosidico basados en 2-desoxiestreptamina (2-DOS), como la paromomicina
o la neomicina (Fig. I.1), fueron los primeros compuestos con actividad ligada a la
interaccion con el RNA ribosomal bacteriano. Los estudios por cristalografia de

rayos X realizados para determinar la estructura del ribosoma®*!

permitieron
también corroborar que los aminoglicésidos actian uniéndose al lugar A (A-site) de
la subunidad 16S del RNA ribosomal, interfiriendo en el mecanismo de control de
la traduccidon que acaba desencadenando la generacién de proteinas truncadas o

12714 E| modelo estructural detallado de la interaccién aminoglicésido-

erroneas
ribosoma ha sido extremadamente util para desarrollar un gran numero de
analogos e isdsteros de los aminoglicdsidos basados en 2-DOS, asi como también
otros antibidticos que se unen al ribosoma como los macrdlidos y las

oxazolidinonas®®1®,

NH,
Hgo 0 HZN\WN\ NH,
H-N H2N N.__N
=0 M
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OH \/\/\NH
(o}
N ~
oy Mo o 0
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FAM: 4(5)-carboxifluoresceina
N \\ N, N, _N
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Fig. 1.1 Diversos compuestos con actividad biolégica que actiian como ligandos de RNA.

Las enfermedades asociadas a la expansion de repeticiones de trinucledtidos
(TRED, del inglés triplet repeated expansion diseases), que incluyen entre otras las
distrofias miotdnicas de tipo 1 y 2 (DM1 y DM2), el sindrome X Fragil y la
enfermedad de Huntington, también ofrecen estructuras secundarias de RNA
candidatas a ser utilizadas como diana terapéutica. Por ejemplo, la DM1 esta
relacionada con la repeticién multiple del triplete CTG. Tras la transcripcién, el RNA
resultante incorpora copias repetitivas del triplete CUG, que tienden a
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estructurarse en forma de horquilla con bucles internos, a los que se une con gran
afinidad la proteina MBNL1, una proteina reguladora del empalme alternativo de
MRNA (alternative splicing)”’. El secuestro de MBNL1, por unién a los bucles, ha
demostrado ser el origen comun de las patologias porque desencadena la

711 Como estrategia terapéutica, se han

desregulacion del alternative splicing
disefiado diversos compuestos que actian como ligandos del RNA y liberan la
proteina. Entre ellos, destacan los conjugados aminoacridina-triaminotriazina (Fig.
I.1), en que se combina la capacidad intercalante de la primera con las propiedades
de base Janus de la segunda®®, o los peptoides conjugados con ligandos de surco o
los aminoglicésidos neamina y kanamicina (Fig. 1.1)*>%°. También ha sido muy util la
aplicacion de la quimica combinatoria dindmica para la obtencién de quimiotecas,
como por ejemplo, dimeros peptidicos?* con los que inhibir la formacién del

complejo RNA-MBNL1.

Los RNAs virales también han despertado un gran interés como potenciales
dianas. Sin duda alguna, el caso que ha suscitado mayor atencién, debido a las
devastadoras consecuencias sobre la salud, ha sido el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH). Su mecanismo de replicacion ha sido extensamente estudiado,
identificando entre otras posibles dianas los RNA a los que se unen dos de las
principales proteinas reguladoras del virus, Tat y Rev®’. Tat es una proteina
encargada de facilitar la transcripcion del RNA, que a diferencia de los activadores
de la transcripcién habituales, se une con mayor afinidad al RNA que al DNA. Tat
reconoce una estructura tipo horquilla (hairpin) en el inicio del RNA a transcribir
gue recibe el nombre de TAR (Trans-Activating Response element). Dado el papel
primordial de la proteina Tat, se puede conseguir detener la transcripcién viral si se
inhibe la formacion del complejo Tat-RNA. Con este objetivo, se han ensayado
diversos compuestos que actuan de ligandos del RNA TAR, como por ejemplo,
aminoglicdsidos?? o los llamados aminoacidos poliamida (PAA o polyamide amino
acids)®, formados por unidades de 2-aminoetilglicina derivatizadas con o-
aminoacidos (similares a los acidos nucleicos peptidicos o PNAs), que consiguen
inhibiciones en el rango micromolar. Por otro lado, Rev es la proteina encargada de
transportar el RNA desde el nucleo de la célula huésped al citoplasma, mediante la
unién de Rev a una zona del RNA llamada RRE (Rev Response Element), que se
caracteriza por adoptar estructuras tallo-lazo (stem-loop). Como en el caso de TAR,
se ensayaron diversos compuestos que, actuando como ligandos del RNA RRE,

inhiben la formacidon de los complejos Rev-RRE. Destacan aqui diversos
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aminoglicésidos, con los que se consiguen valores de Ky (afinidad) e ICso (inhibicion)
muy bajos, en los rangos micro- y submicromolar?.

Entre las nuevas dianas de RNA viral que despiertan interés se hallan los
llamados Sitios Internos de Entrada al Ribosoma o IRES (del inglés Internal
Ribosome Entry Site). Se caracterizan por ser segmentos de RNA con una compleja
y variada estructura que se hallan habitualmente en el extremo 5’ no codificante
de algunos RNAs virales y también en determinados mRNAs de eucariotas, que
habilitan un mecanismo de traduccion alternativo independiente de caperuza 5’
(cap). A pesar de la gran diversidad entre ellos, en tamafio, estructura y mecanismo,
suele observarse una elevada conservacion secuencial, de ahi, la posibilidad de

contemplarlos como potenciales dianas terapéuticas®>%,

1.2 IRES: Un mecanismo de traduccion alternativo

Debido a que ningun virus codifica su propio ribosoma, éstos dependen de los
elementos de la maquinaria de traduccién propia de la célula huésped. Por ello, la
mayoria de virus han desarrollado mecanismos de traduccién alternativos
adaptados a sus caracteristicas. En primer lugar, la traduccidon dependiente de cap
produce normalmente una Unica proteina a partir de un mRNA, mientras que un
mismo RNA viral debe sintetizar diversas proteinas para poder completar el ciclo
de replicacidn del virus. Por otro lado, la elevada compactacion de los RNAs virales
obliga al solapamiento de secuencias para conseguir la codificacion de diversas
proteinas por un mismo RNA. Por ultimo, cabe mencionar también que la mayoria
de RNAs virales no presentan la capacidad de incorporar un cap en el extremo 5’ o
la cola poliadenilada®.

Probablemente por ello, los IRES constituyen el mecanismo de determinados
virus para iniciar la traduccién de sus genes, ya que asi consiguen esquivar las
limitaciones de la traduccion eucariota dependiente de cap. Para ello, los IRES son
segmentos de RNA capaces de iniciar la traduccion al unirse directamente al
ribosoma, sin el concurso de muchos de los factores de iniciaciéon necesarios en la
traduccién dependiente de cap (elFs). Se encuentran habitualmente en la zona 5’
no codificante de los RNAs virales, aunque también hay ejemplos de IRES presentes
entre dos marcos abiertos de lectura (ORF, del inglés Open Reading Frame), o
incluso insertados en el propio ORF®. La funcién de los IRES fue revelada en 1988
al conocerse el mecanismo de traduccién de dos picornavirus, el poliovirus y el virus
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de la encefalomiocarditis (EMCV)3¥33, Tras este hallazgo, se fueron descubriendo
estructuras IRES en diversos RNAs virales e incluso en mRNAs de eucariotas,
observandose diferencias tanto en las secuencias como en los mecanismos. Son
RNAs compuestos habitualmente por entre 200 y 500 nucleétidos, con una gran
variabilidad, incluso entre IRES de distintas cepas de un mismo virus. Sin embargo,
esta enorme variabilidad contrasta con la gran conservacidon de determinados
motivos estructurales, entre cepas e incluso entre diferentes virus, concretamente,
los responsables de la correcta estructuracidn y funcién del IRES. La estructura de
un IRES suele estar compuesta por diversos mdédulos o dominios, cada uno de los
cuales tiene su rol en la traduccién. Los mecanismos de los IRES elucidados hasta la
fecha difieren notablemente, pero pueden clasificarse segln el nimero de factores
que necesitan para dar inicio a la traduccion.

Hasta la fecha, se han descrito en la bibliografia mds de un centenar de IRES,
esencialmente en virus pero también se localizan en eucariotas®’. Los mRNAs
eucariotas que presentan IRES ponen de manifiesto que los mecanismos de
traduccidn alternativos no son exclusivos de virus. Nuevamente, el origen de ello
puede ser el gran nimero de factores que requiere el mecanismo de traduccion
candnico. Se explica que en determinadas situaciones de estrés celular, la
traduccidn dependiente de cap se vea altamente comprometida, por lo que se
precisen mecanismos de traduccidn alternativos, como el mediado por IRES, para

mantener la homeostasis3®3*.

Como se vera, los objetivos de la presente Tesis giran en torno del disefio y del
consiguiente estudio de nuevas moléculas capaces de inhibir selectivamente la
traduccién dependiente de IRES, en concreto, en el virus de la hepatitis C (HCV) y
en el de la fiebre aftosa (FMDV, del inglés Foot and Mouth Disease Virus). Por ello,
resulta oportuno tratar a continuacién con mas detalle la informacidén disponible
de estos dos tipos de virus y de sus respectivos IRES.
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1.3 Fiebre aftosa
1.3.1 Enfermedad y tratamiento

La fiebre aftosa es una enfermedad altamente contagiosa que afecta al ganado
ungulado (bovino, porcino y ovino). Se manifiesta por la aparicién de fiebre altay
aftas o vesiculas en la boca y las patas, de ahi, su nombre. Se suele contagiar por
contacto directo con los animales afectados, habitualmente por via respiratoria, o
también de manera indirecta a través de humanos, fomites o aerosoles®. A pesar
de que la tasa de mortalidad de la enfermedad es baja, la apariciéon de un brote
provoca la disminucidon de productividad del ganado. Unido esto al bloqueo
comercial de los paises afectados y al sacrificio de un gran nimero de animales para
evitar la expansion de la enfermedad, acaba causando graves pérdidas econémicas
a nivel mundial®®.

Actualmente, no existen compuestos aprobados por la FDA para el tratamiento
o la prevencion del virus de la fiebre aftosa. El Unico control efectivo consiste en el
sacrificio de los animales expuestos, aunque también se puede recurrir a la
vacunacion con el virus quimicamente inactivado. No obstante, la vacunacién
presenta limitaciones debido a que Unicamente protege contra uno o en el mejor
de los casos algunos pocos de los 60 subtipos del virus®’ y ademas, no es efectiva
hasta pasados 7 dias tras la administracion®. Por este motivo, es preciso hallar
alternativas que permitan un tratamiento mas amplio de la enfermedad, cubriendo
el mayor niumero de casos posibles. Como en muchos otros virus, la solucidn
habitual ha sido la de ensayar diferentes clases de inhibidores de proteasas y

polimerasas’:38

, pero también se han explorado las posibilidades de las terapias
antigénicas utilizando péptidos>%. Otras son las estrategias que utilizan el RNA
viral como diana, como los oligonucleétidos sentido y antisentido, o el empleo de

siRNAs3>4142 que tienen como diana la secuencia del IRES.
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1.3.2 Estructura del genoma y del IRES de FDMV

El genoma de FMDV (Fig. 1.2), virus perteneciente a la familia de los picornavirus
y del género Aphthovirus, estda compuesto por una cadena de 8500 nucledtidos de
polaridad positiva, con un Unico marco abierto de lectura (ORF) que codifica una
poliproteina, flanqueada por dos zonas no codificantes altamente estructuradas,
con elementos implicados en la replicacién. En el extremo 5’, formado por 1200
nucledtidos, se encuentra unida covalentemente la proteina VPg. Siguiendo hacia
al extremo 3’, se suceden una estructura tallo-lazo de alrededor de 400 nucleétidos
(elemento S), un tramo poliribocitidina (pC), un segmento estructurado en forma
de pseudonudos (Pk) y, precediendo al segmento codificante (ORF), el IRES de 462
nucledtidos. Tras el ORF, el extremo 3’ consta de un segmento de 90 nucledtidos
altamente estructurado esencial para la replicacién viral y una cadena larga de
poliadeninas A(n)364344,

IRES

ves @ B I . T Tli ORF U—A(nl

5'UTR 3'UTR

Fig. 1.2 Esquema del genoma del virus de fiebre aftosa.

El IRES de FMDV consta de 462 nucledtidos distribuidos en cinco dominios, cada

4547 adoptando una estructura

uno de los cuales presenta una funcion diferente
terciaria compleja que es imprescindible para la actividad*. Todo parece indicar
que la correcta estructuracion del IRES reside en el dominio lll, situado en la parte

central del IRES y formado por 210 nucleétidos®.
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Fig. 1.3 Estructura secundaria de la zona apical del dominio il del IRES de FMDV.

La zona apical del dominio Il (Fig. 1.3) presenta una estructura secundaria
cruciforme, que se pliega adoptando una estructura terciaria por interaccion entre
el bucle tetranucleotidico o tetraloop GNRA, con nucleobases desapareadas de un
bucle rico en C (Fig. 1.3, C-rich loop) en el lado opuesto del dominio, segun se ha
podido demostrar en experimentos de sondeo® y por simulacidon de dindmica
molecular®*2, La interaccidn terciaria resultante, que se cree fundamental para la
correcta estructuraciéon del dominio y para la consiguiente actividad del IRES>*>2,
requiere de la conservacién de la estructura secundaria de cada uno de los
dominios. Prueba de ello, a pesar de la elevada variabilidad secuencial entre cepas,
los motivos GNRA y RAAA se hallan altamente conservados®®®2. Las mutaciones en
esas posiciones reducen drasticamente la actividad del IRES, hasta la practica
inhibicidn®. Ademds, las pruebas de sondeo quimico tipo SHAPE (Selective Hydroxy!
Acylation analyzed by Primer Extension) y por fragmentacion radicalaria de
hidroxilo (hydroxyl radical footprinting), que se han llevado a cabo para diferenciar
la estructura secundaria originadas por las mutaciones, confirman la hipdtesis que
la conservacidn de determinados motivos es imprescindible para la correcta
estructura y funcién del IRES de FMDV*. También, los experimentos SHAPE han
puesto de manifiesto que la correcta estructuracion del IRES depende de la
concentracidn de Mg?*. Asi mismo, se identificd una protuberancia (bulge) de seis
nucledtidos contenida en la zona apical del dominio Ill, que sin bien acepta la
sustitucion de algunos nucleétidos, no admite deleciones ni inserciones®.
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Como se discutira mas adelante, cabe destacar la similitud de la estructura de
esta protuberancia con la de cinco nucledtidos presente en el subdominio lla del
HCV IRES y que es el lugar de unién de los aminobenzimidazoles con actividad anti-
HCV4,

1.4 Hepatitis C
1.4.1 Enfermedad y tratamiento

El virus de hepatitis C, perteneciente a la familia de los flavivirus del género
Hepacivirus, es el causante de una de las principales enfermedades infecciosas en
humanos a nivel mundial (pandemia), con alrededor de 170 millones de afectados
crénicos. En un porcentaje significativo de los casos, la infeccién se acaba
agravando, provocando otras enfermedades como cirrosis o cancer hepatico. El
resultado final es la muerte de 350.000 personas al aifo por hepatitis C y patologias
derivadas de ésta>>>®,

La transmisidon en hepatitis C se produce por contacto sanguineo entre una
persona sana y una contagiada®. Por ello, la principal via de contagio es entre
consumidores de droga que comparten aguja, aunque existen otras causas como la
deficiente esterilizacion del material médico o las transfusiones sin control previo.
También existen otros casos de transmisidén menos frecuentes, como las de madre
a hijo y las debidas a relaciones sexuales.

El tratamiento mds habitual de la hepatitis C consiste en la administracién del
antiviral ribavirina (Fig. 1.4), un nucledsido sintético, en combinacién con a-

interferén pegilado®>°

. Los interferones son glicoproteinas producidas por el
sistema inmunoldgico para combatir agentes patdgenos, que interfieren en el
proceso de replicacidn viral. No obstante, el tratamiento es eficiente Unicamente
en el 50% de los casos, es costoso econdmicamente y provoca frecuentes efectos
secundarios®. Por ello, se precisa desarrollar nuevas vias para el tratamiento de la
enfermedad. De hecho, el ciclo de vida de hepatitis C ofrece un gran niumero de
potenciales dianas terapéuticas. Entre las mads investigadas, se encuentran la
polimerasa NS5B y la proteasa NS3-4A>%1%2 para las cuales se han desarrollado
diversos inhibidores. Los inhibidores de NS3-4A se pueden dividir en compuestos

heterociclicos como bis(benzimidazoles)®

64,65

y peptidomiméticos, como el Telaprevir

(Fig. 1.4) y Boceprevir®*®, que incorporan una unidad de a-cetoamida. Este ultimo

11
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ha sido aprobado para tratar HCV-I, en combinacidon con la terapia de ribavirina y
a-interferén.

(o] N :\\
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Ribavirina Sofosbuvir Telaprevir

Fig. 1.4 Farmacos aprobados contra HCV.

Contra la polimerasa NS5B existe también un amplio abanico de inhibidores, los
cuales se pueden clasificar en compuestos no nucleosidicos, la mayoria de ellos

heterociclicos®®8

, ¥ nucleosidicos, entre los que destaca el Sofosbuvir %7
(conocido también como Sovaldi Fig. 1.4), aprobado recientemente y que muestra

una mayor eficacia que algunos de los tratamientos habituales.

En la bisqueda de nuevas dianas terapéuticas, recientemente, también se ha
explorado la via de interferir en la funcidn del IRES del RNA de HCV.

1.4.2 Estructura del genoma y del IRES de HCV

El genoma de HCV (Fig. I.5) consiste en una monocadena de RNA de polaridad
positiva formada por aproximadamente 9600 nucledtidos. Desde su
descubrimiento en 1989, se han identificado seis genotipos principales distintos,
que a su vez, se dividen en multiples subtipos®.

IRES

el

—
5'UTR 3'UTR

=

Fig. 1.5 Esquema del genoma del virus de hepatitis C (HCV).
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El genoma de HCV, como el de FMDV, se puede dividir en tres partes, a saber,
las regiones no codificantes en los extremos 5’ y 3’, que contienen estructuras
altamente conservadas y esenciales para la traducciéon y la replicacién, y un marco
abierto de lectura (ORF) que codifica una poliproteina que tras ser procesada da
lugar a diez proteinas maduras’.

El extremo 5 no codificante consta de 341 nucledtidos divididos en cuatro
dominios (I-1V) altamente estructurados, entre los que se encuentra el IRES. Este
estd formado por los dominios lI-IV y los primeros 24-40 nucledtidos de la region
codificante. El dominio | no se requiere en la traduccion mediada por IRES, pero su
extremo 3’ interviene en la replicacidn viral. El extremo 3’ estd constituido por tres
partes, una segmento de 40 bases de secuencia variable, seguido de un sector
poliuridina (pU), y finalmente, un fragmento de 98 nucleétidos altamente
conservado entre los diversos genotipos del virus’®.

De los diferentes dominios que forman la secuencia de HCV IRES, los dominios
II'y Il constituyen la mayor parte de la estructura. El dominio Ill, el mayor en
dimensiones, esta formado por estructuras ramificadas tallo-lazo organizadas en
cruces (junctions) de tres y cuatro brazos. Esta regidn de estructura tan compleja
es el lugar de unidon de la subunidad 40S del ribosoma y de algunos factores de
iniciacién®”7>73, Mutaciones puntuales del dominio Ill en zonas clave para la
estructuracion producen una disminucién de la actividad viral como probable

S747> Las construcciones

resultado de las alteraciones en la estructura del IRE
aisladas del dominio Il son capaces de unirse a la subunidad 40S con practicamente
la misma afinidad que la estructura nativa del IRES, pero no habilitan el proceso de
traduccidn. Por lo tanto, se requiere de las interacciones adicionales que generan
los dominios Il y IV para que se produzca la traduccién dependiente de IRES™.
Ademas, el dominio Il juega un papel clave en el proceso de traduccién, ya que al
unirse al ribosoma induce en éste una reestructuracion conformacional que
permite el correcto posicionamiento del RNA viral en el sitio de descodificacion

ribosomal™®”’.

Se ha demostrado que el papel del dominio Il depende de la estructura de un
bucle interno de cinco nucledtidos situado en el subdominio lla (Fig. 1.6), que le
otorga una conformacion plegada en un angulo de aproximadamente 90° entre los
dos segmentos de doble cadena de los subdominios lla y llb (Fig. 1.7).

13
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Fig. 1.6 Estructura secundaria del dominio Il del IRES de hepatitis C.

El dngulo del codo presenta cierta flexibilidad para permitir el acomodo del RNA
viral al ribosoma para iniciar la traduccién’®. Quiza por ello, la secuencia del
subdominio lla se encuentra altamente conservada (>98% en la mayoria de los
nucledtidos entre 1600 muestras del virus), hecho que da idea del papel relevante
que este subdominio juega en la correcta funcién del IRES™. Se ha demostrado que
la correcta estructuracion del subdominio Ila y otras zonas correspondientes al
dominio Ill, como en el caso de FMDV IRES, depende de la presencia de cationes
divalentes como el Mg(11)8-82,

Fig. 1.7 Estructura obtenida por RMN del dominio Il del IRES de HCV (figura extraida de
Lukavsky et al.?’).

La relevancia del IRES para la traduccion viral, que se deduce de la necesaria
conservacién estructural y secuencial para su correcta funcién, induce a pensar que
el IRES es una diana potencialmente valida para lograr la inhibicion de HCV. Con
esta hipotesis, se han descrito diversos tipos de moléculas capaces de actuar como
inhibidores de IRES, o alternativamente, que tienen como diana los factores de
iniciacién que intervienen®,

14
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1.4.3 Inhibicion de HCV IRES

Una de las primeras estrategias que se ensayaron para conseguir moléculas
capaces de unirse al RNA del IRES de HCV e interferir asi en su funcion fue la terapia
antisentido®*, empleando diversos oligonucleétidos modificados y andlogos, como
LNAs, PNAs y oligdmeros basados en morfolina®2°. Los mejores resultados se
obtuvieron con aquellos oligdmeros que tenian el subdominio Illd y el dominio IV
como diana, obteniéndose valores micromolares de I1Cso y que fueron evaluados en
fase clinica 13*%, Ademds de la terapia antisentido, también se ensayaron
aptameros®, siRNAs y ribozimas®,

Otras macromoléculas investigadas contra HCV IRES son algunos péptidos,
aungue con un nimero de compuestos ensayados muy inferior y también, con éxito
mucho menor. Un ejemplo es el péptido LaR2C, compuesto por una secuencia de
24 aminoacidos que mimetiza el extremo C-terminal de la proteina La, una proteina
que interviene en el proceso de traduccién uniéndose al dominio IV del IRES®!.
También, se ha descrito un metalopéptido (Fig. 1.8.a) capaz de unirse al subdominio
llb y producir la fragmentacién del RNA mediada por Cu(Il)®2.

Otra de las estrategias ensayadas es la que pretende inhibir la traduccién
mediada por IRES de manera indirecta. En lugar de emplear el IRES como diana, se
emplean fragmentos de la secuencia IRES destinados a secuestrar las proteinas
implicadas en la traduccidn. Los mejores resultados se han obtenido con un RNA
del dominio Ill, con el que se consigue la inhibicion selectiva del mecanismo
dependiente de IRES frente al mediado por cap®®.

Ademas de macromoléculas, se han disefiado muy diversos tipos de moléculas
pequefias para ser dirigidas contra el IRES de HCV, destacando sobre todo aquellas
gue tienen como blanco la protuberancia de cinco nucledtidos del subdominio lla.
Estos compuestos han sido descubiertos mayoritariamente mediante cribados
masivos de miles de moléculas pequefias, evaluando los efectos sobre la traduccion
in vitro®*% o simplemente seleccionando los de mayor afinidad por la diana>**.

Los cribados basados en la inhibicién in vitro de la traduccién se realizaron con
RNAs bicistrénicos®?® que codifican dos genes que se traducen mediante
mecanismos diferentes. En este caso, la traduccion de uno de los genes es dirigida
por cap, mientras que en el otro es mediada por IRES, lo que permite determinar si
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la inhibicién es selectiva de un mecanismo respecto al otro. Los cribados efectuados
mediante esta estrategia permitieron hallar dos tipos de compuestos diferentes,
ambos con capacidades inhibitorias en el rango micromolar y que producen
inhibicién selectiva de la traduccién mediada por IRES. En uno de los estudios, se
hallaron fenazinas aminosustituidas (Fig. 1.8.b)°>; mientras que en otro ejemplo
fueron compuestos basados en biarilguanidinas® (Fig. 1.8.c). No obstante, en
ninguno de estos estudios se pudo elucidar un mecanismo concreto que explicase
los efectos de las moléculas seleccionadas.
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Fig. 1.8 Estructuras de algunos compuestos que inhiben la traduccién mediada por IRES en
HCV.

En el segundo grupo de experimentos, se llevaron a cabo cribados en los que el
criterio de seleccidon es la afinidad de los compuestos por un determinado
segmento de la secuencia del IRES. La diana mds estudiada corresponde al
segmento del subdominio Illa aunque también se ha ensayado un modelo del
subdominio I11d° por ser la zona de unién al ribosoma. La eleccidn del subdominio
Ila como diana preferente se debe al papel clave que juega en la traduccion, ya que
experimenta un cambio conformacional cuando interacciona con el ribosoma, y por
tener una secuencia muy conservada entre las diversas cepas del virus. La
realizacion de un cribado masivo de moléculas por espectrometria de masas sobre
un modelo de diana del subdominio lla permitié la seleccion de un 2-
aminobenzimidazol, que a pesar de mostrar una afinidad modesta (100 puM), era
potencialmente optimizable por modificacién quimica. Partiendo pues de la
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estructura basica de 2-aminobenzimidazol, se prepararon diversas moléculas con
diverso grado de modificacién y se emprendié un estudio de estructura-actividad,
en el que nuevamente el criterio de seleccion fue la mejora de la afinidad por la
diana de RNA. La optimizacién asi realizada condujo a una familia de compuestos,
entre ellos el llamado Isis-11 (Fig. 1.8.d), que conseguian mostrar afinidades por el
subdominio lla en el rango micromolar bajo (véase capitulo 1, apartado 1.1). La
inhibicidon de la replicacién de HCV también fue ensayada, mostrando que los
nuevos compuestos eran activos en el rango micromolar bajo, y ademas
presentaban muy baja toxicidad en células humanas. Se realizé también un
experimento de sondeo enzimatico (RNA footprinting) mediante RNAsa sobre la
diana de RNA en ausencia y presencia de uno de los aminobenzimidazoles. El
resultado corroboré que la protuberancia o bucle interno presente en la estructura
del dominio lla era el lugar de unién preferido para este tipo de moléculas®.
Basados en estos resultados, se desarrollaron otras moléculas basadas en la
estructura de 2-aminobenzimidazol, introduciendo sustituyentes aromaticos® o
bien, sustituyendo el anillo de benzimidazol por el de benzoxazol'®, aunque en
ninguno de ellos las afinidades mejoraron con respecto a los del estudio pionero.
Ademas de derivados basados en benzimidazol, también se ensayaron compuestos
basados en 3,5-diaminopiperidina (DAP)°! (Fig. 1.8.e), por ser un heterociclo que
mimetiza el anillo de 2-desoxiestreptamina presente en los aminoglicésidos que se
unen con gran afinidad al RNA ribosomal bacteriano. En este caso, las afinidades
por la diana del subdominio lla sélo alcanzaban el rango micromolar alto.

Los estudios realizados sobre el subdominio lla no han aportado Unicamente
datos de afinidad, sino que también han permitido conocer los cambios
estructurales inducidos por los ligandos al unirse a la diana (véase siguiente
apartado). En experimentos de titulacién realizados sobre la diana de RNA marcada
con 2-aminopurina como analogo fluorescente de una de las adeninas presentes
en la protuberancia, se observa un incremento de la fluorescencia al afadir
cantidades crecientes del ligando lo que se interpreta como que el ligando se une
a la protuberancia provocando la expulsidn de la 2-aminopurina hacia el exterior
de la estructura’®®%192, para explicar la expulsién del residuo hacia el exterior se
plantearon dos hipdtesis: un cambio conformacional puntual del residuo A54 o bien
la reestructuracién global del bulge. Para evaluar cémo cambiaba la conformacion
del RNA al unirse los ligandos se llevd a cabo un experimento FRET empleando una
diana de RNA que incorpora en los extremos dos fluoréforos que pueden acoplarse
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por efecto Forster. En este caso, se observa que la adicidn de cantidades crecientes
de ligando produce una disminucién de la fluorescencia, que se explica por el

distanciamiento entre los dos fluoréforos’?82193

, prueba que el ligando se une
produciendo un aumento del angulo del codo sobre el que basculan los
subdominios lla y Ilb. La interpretacién estructural de los resultados de los
experimentos de fluorescencia son coherentes con las estructuras de los complejos
aminobenzimidazol-RNA que han sido elucidadas mediante RMN vy difraccién de

rayos X2,
1.4.4 Estudios estructurales del subdominio lla de HCV IRES

En 2003, Lukavsky y colaboradores publicaron la estructura del dominio Il
determinada por RMN®, Los resultados revelaron una conformacién curvada del
dominio Il inducida por el subdominio lla. Este esta formado por dos segmentos de
doble hélice separados por un bulge interno asimétrico de cinco nucledtidos (A53-
A57), amodo de codo con un angulo entre las dos hélices de aproximadamente 85°.
El bucle se estructura por apilamiento de A53 sobre el par G52-C111, sigue entre
A54 y C55, tiene lugar un cambio de direccién en U56, permitiendo que A57 se apile
bajo el par C58-G110, estabilizado todo ello por la presencia de cationes metalicos
divalentes como el Mg?* o el Mn?%. Los espectros de RMN indican que A54, C55 y
A57 interaccionan con Mg*. La contribucién del Mg? a la estabilidad de la
estructura se determind por curvas de fusidon por UV observdndose un gran
incremento en la estabilidad térmica en presencia de Mg?*, mucho mayor que el
observado al adicionar una concentracion diez veces superior de K*.

Unos afios después, en 2010, Paulsen et al. publicaron la estructura por RMN
del subdominio Ila formando un complejo con un derivado de 2-aminobenzimidazol
y la compararon con la previamente descrita para el RNA librel®. En estos
experimentos, se observd que los desplazamientos de las sefiales del bulge
experimentaban cambios sustanciales al registrar los espectros en presencia de una
mezcla racémica de Isis-11, véase Fig. 1.9. Los experimentos TOCSY con diferentes
concentraciones de Isis-11 permitieron ademas monitorizar la alteracién de los
entornos de los residuos implicados en el complejo y estimar un valor de la
constante de afinidad (Ks= 10 + 20 uM). La gran variacion en los desplazamientos
de C55, U56, C58, C111 y C112 en comparacion a los que se observan en el RNA
libre indica que la estructura del bucle difiere notablemente en presencia del 2-
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aminobenzimidazol. Las purinas del bulge (A53, A54 y A57) también registraron
cambios en el desplazamiento en los picos de heterocorrelacién de un experimento
HSQC. La buena conectividad secuencial NOE en el RNA libre entre G52 y C55 se
pierde al adicionar el ligando, en consonancia con los cambios de desplazamientos.
La region iminica, que aporta informaciéon sobre el apareamiento de bases,
presenta una disposicién similar a la del RNA libre confirmando que el lugar de
unién del 2-aminobenzimidazol es el bulge. Los ajustes mediante RDC (Residual
Dipolar Coupling) mostraron que los segmentos helicoidales a ambos lados del
lugar de unién del inhibidor pasan de una conformacion curvada a una coaxial,
alineamiento que se explica por el aumento del dangulo del bulge.
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Fig. 1.9 Comparativa de las estructura por RMN del bulge del subdominio Ila del IRES de
HCV libre (A) y en presencia de Isis-11 (B) (numeracion modificada respetando la
correspondiente a la secuencia IRES entera), figura extraida de Paulsen et al.1%?

Respecto a las sefiales del ligando, se observaron NOEs intramoleculares entre
los protones alifaticos de las cadenas laterales, pero no entre ellas, lo que indica
que Isis-11 adopta una conformacion extendida al unirse al RNA. Se aprecian
contactos extensos de la cadena lateral del anillo de furano con G51, G52 y A53.
Los metilos del apéndice también mostraron sefiales de NOE con A54. La cadena
lateral sobre la posicién 1 del benzimidazol no mostré conectividad por NOE con el
segmento inferior de doble hélice, pero si de sus dos grupos metilo con C58 y U59,
lo que demuestra que el grupo dimetilamino se dispone en el surco mayor, préoximo
a las dos pirimidinas apareadas. El anillo de benzimidazol contribuye a la unién por
interacciones 1t de apilamiento con G52 y A53. La amina primaria y posiblemente el
grupo dimetilamino sobre el furano establecen interacciones m-catidnicas con las
nucleobases. Los experimentos NOE no permitieron distinguir entre ambos
enantiomeros de Isis-11. Para determinar qué isdmero se une preferentemente al
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RNA se llevaron a cabo céalculos mediante simulaciéon de dinamica molecular,
viéndose que los dos complejos RNA-ligando tenian energias muy similares, lo que
llevé a concluir que sus modos de unién también lo eran.

La estructura global del subdominio lla también fue determinada por
cristalografia de rayos X% . El estudio mostré una conformacién curvada con las
dobles hélices que flanquean el bulge interno formando un angulo recto, similar a
la estructura observada por RMN’8, La disposicidon de los nucleétidos entre los pares
C58-G110 y G52-C111 induce a un pliegue en forma de angulo recto estabilizado
por apilamiento, puentes de hidrégeno e interacciones con cationes metdlicos. Las
bases A53-C55 extienden el flanco inferior de la hélice en la curva por apilamiento
continuo con el par G52-C111. A57 se orienta perpendicularmente a C55 y se apila
con A58 extendiendo el extremo superior de la hélice. U56, el residuo que conecta
C55 y A57, se dispone hacia el exterior del RNA, con la uridina situada frente a la
ribosa de A57. Por tanto, la conformacién plegada se ha observado tanto por RMN
como por cristalografia de rayos X, poniéndose de manifiesto que es estable tanto
en solucion como en estado cristalino, en presencia de cationes metalicos
divalentes. En la estructura cristalina, los cationes divalentes como el Mg y Mn?*
presentan dos lugares de unién en el bulge. El catién Mg?* interacciona con las
bases A53, A54, A57 y C111 por medio de moléculas de agua.

A similitud de lo realizado por RMN, para comprobar el cambio conformacional
inducido por los derivados 2-aminobenzimidazol se cocristalizé un RNA modelo del
subdominio Ila con una mezcla racémica de un analogo de Isis-11 y se determiné la
estructura por difraccion de rayos X’°. Como ya se habia observado previamente
por RMN, el complejo RNA-ligando presenta una estructura extendida, con las
hélices que flanquean la protuberancia interna apiladas coaxialmente. El bulge
interno se reordena de tal manera que pasa de una conformacién curvada en el
RNA libre a formar una cavidad que se adapta estrechamente al ligando vy lo
encapsula. El aminobenzimidazol interacciona via puentes de hidrogeno con la cara
Hoogsten de la guanina del par C58-G110, ademas de establecer interacciones de
apilamiento con A53 y el par G52-C111, que limitan el bolsillo que se genera. Una
interaccion adicional por puente de hidrégeno se establece entre la cadena
dimetilaminopropilo protonada y el fosfato de A109. Tampoco aqui se consiguid
asignar la estereoquimica del ligando, ya que ambos enantidmeros pueden
establecer las interacciones observadas en la estructura cristalina. Estos resultados
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concuerdan notablemente con la estructura elucidada por RMN de Paulsen en
20102, qunque ésta presentaba el lugar de unién mas abierto, exponiendo el
ligando a ambos surcos de las hélices flanqueantes. La estructura por rayos X
explica las relaciones estructura-actividad que se dedujeron para los derivados
benzimidazdlicos estudiadas por Seth y col.®’ (véase capitulo 1, apartado 1.1). Se
explica que los compuestos sin el grupo 2-amino o la cadena dimetilaminopropilo
vean reducida su afinidad por el subdominio lla, ya que estos grupos pueden
establecer puentes de hidréogeno claves con el RNA. Nuevamente, la intrincada
arquitectura del hueco de unién del ligando al RNA estd organizada por la
disposicidn de cationes metalicos divalentes, que se ve modificada pero no anulada
por la presencia de los ligandos, lo que corrobora el papel determinante de los
cationes metadlicos en la estabilizacidn de este tipo de estructuras secundarias.

1.5 Objetivos

La readecuacion estructural del bucle interno en el RNA IRES de HCV por
reconocimiento del ligando presenta, sin duda alguna, semejanzas con el
mecanismo tipico de complejacion de aptdmeros y riboswitches con sus sustratos.
Asi, es posible que el cambio conformacional observado en el subdominio Ila de
HCV IRES tenga alguna funcidn bioldgica. Siguiendo este razonamiento, Hermanny
colaboradores propusieron recientemente que los derivados de 2-
aminobenzimidazol que se unen al RNA IRES de HCV mimetizan en cierto modo la
cadena lateral de una arginina®®. La propuesta se basa en el hecho que la
interaccion de los aminobenzimidazoles con la cara Hoogsteen de G110 es analoga
a la del grupo guanidino de arginina en numerosos complejos péptido-DNA vy
péptido-RNA. La hipétesis seria que la unién de una proteina en un punto cercano
a la protuberancia del IRES o del ribosoma induciria el cambio conformacional del
subdominio lla, el cual pasaria de una conformacién en angulo recto a una
extendida, produciendo asi la separacion del IRES del ribosoma y la transicién de la
fase de iniciacién a la de elongacién en el mecanismo de traduccidon’.

El papel de la protuberancia de cinco nucledtidos del subdominio lla en la
estructura y funcidn del IRES de HCV probablemente no sea un caso aislado. Entre
las secuencias IRES de los enterovirus, como los poliovirus o los coxsackievirus, se
conoce una protuberancia en el dominio 1V, llamado /oop B (Fig. 1.10), que sirve
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como lugar de unidn para la proteina PCBP2 (poly(rC)-binding protein 2), encargada
de habilitar la traduccién mediada por IRES>106,
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Fig. 1.10 Esquema de la region 5’ no traducida (5’UTR) de los poliovirus y estructura
secundaria del segmento conocido como loop B del PV1 (cepa Mahoney)'°,

El andlisis de las secuencias de bulge entre diferentes virus mostrd una
prevalencia de las secuencias hexanucleotidicas. Este analisis reveld que la primera
posicidén (extremo 5’) en la mayoria de los casos (>90%) es una purina, la segunda y
tercera pueden ser ocupadas por cualquier nucledtido, aunque con especial
tendencia por las pirimidinas en la tercera posicion. Los lugares cuarto y quinto son
citidinas exclusivamente, mientras que la sexta posicidn es ocupada por una
pirimidina. Como la mitad 5’ del loop B es la que se encuentra menos conservada,
esto sugiere un rol esencialmente estructural, que organiza la estructura del bulge
para habilitar la interaccién especifica de la proteina con la segunda mitad 3’ rica
en pirimidinas y que esta altamente conservada. La estructura del Joop B introduce
un angulo en la estructura del dominio IV, la abertura del cual depende de la
secuencia. Un estudio comparativo por RMN de las secuencias de dos cepas del
poliovirus tipo 1 (PV1) demostré que la flexibilidad del motivo varia notablemente
con el cambio de un unico nucleétido, C por U'®, Recientemente, Zhang et al.1?’
sugirieron ciertas similitudes entre el IRES de HCV y un segmento de la secuencia
de la telomerasa humana, la ribonucleoproteina cuya funcién es mantener la
longitud de los telémeros y la estabilidad de los cromosomas en la mayoria de
especies eucariotas. El estudio revela que la estructura global del RNA de la
telomerasa humana estd también dirigida por una protuberancia de cinco
nucledtidos, altamente conservada entre las diferentes especies de vertebrados.
Ensayadas diferentes construcciones del RNA de telomerasa, se observd que el
cambio de localizacién o la reduccidén en el nimero de nucleésidos de la
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protuberancia conllevaban una reduccidn importante de la actividad de Ia
telomerasa, mientras que el alargamiento con dos citidinas adicionales la mejoraba.
Cuando se modificaba la secuencia, creando protuberancias con cinco guanosinas
o cinco citidinas, se provocaba un leve descenso en la actividad aunque muy inferior
a los otros cambios ensayados, lo cual parece tener relacidon con el hecho que la
secuencia consenso en diferentes vertebrados es GYYYY, donde Y corresponde a
una pirimidina.

U—A Uu-*G U—A G—C
G—C G—C cC—G Cc—G
C—G U—A C—G A—U
cC—G C—G ccUA cuC S
C U
U C g 8
G AA Ap Ua
U—A G—C G—C c—G
U—A G-C G-C A—U
U—A A—U G-C G—-C
Y—A G-C Y—A G-C
5 3 5 3 5 3 5 3
a b c d

Fig. 1.11 Comparativa de la estructura de las protuberancias de los RNAs de: a) Telomerasa
humana, b) Subdominio lla de HCV IRES, c) Zona apical del dominio Ill de FMDV IRES, d)
Loop B del dominio IV del PV1 IRES (cepa Mahoney).

La protuberancia de seis nucleétidos de FMDV IRES comparte ciertas similitudes
con las anteriores (Fig. 1.11). La secuencia, AACUCC, presenta cierta semejanza con
las de HCV IRES y PV1 IRES, AACUA y AUCCCU, respectivamente. Comparte con la
de telomerasa el no estar altamente conservada y admitir cambios que no sean
deleciones ni inserciones. Ademas, las zonas de los IRES donde se encuentran son
similares en relevancia, ya que se demuestran imprescindibles para adoptar
correctamente la conformacion para su funcién. De la misma manera que las
protuberancias juegan un papel similar en sus respectivas estructuras, existe la
posibilidad que un mismo ligando sea capaz de inhibir diferentes tipos de IRES.

Estos precedentes son el origen de la presente Tesis. La hipdtesis de trabajo con
la que se inicid fue suponer que moléculas basadas en la estructura de Isis-11, un
inhibidor de la traduccién mediada por el IRES de HCV, también podian producir
efectos andlogos sobre el IRES de fiebre aftosa. En el proyecto de tesis, se
plantearon los siguientes objetivos:

i) Reproducir y mejorar la ruta sintética para la obtencidn de Isis-11, uno de los
inhibidores descritos de la traduccidn mediada por IRES en hepatitis C.
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ii) Disefio y sintesis de una nueva familia de derivados benzimidazol basados
en la estructura de Isis-11.

iii) Estudio mediante técnicas biofisicas y de sondeo quimico (footprinting)
de la interaccidn de los nuevos benzimidazoles con segmentos del RNA IRES del
virus de fiebre aftosa, y con el subdominio lla del virus de hepatitis C.

iv) Evaluacidn in vitro de la capacidad inhibitoria de la traduccién mediada
por IRES en FMDV y HCV y de la actividad antiviral de los nuevos derivados de
benzimidazol.
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Capitulo 1

Capitulo 1: Sintesis de una familia de derivados de
benzimidazol

1.1 Introduccidn: Actividad farmacoldgica de los derivados de benzimidazol

Como se menciond, el presente proyecto se centra en el estudio de derivados
de benzimidazol que muestran potencial antiviral debido a la interaccién con RNA.
Estructuralmente, el benzimidazol puede considerarse un iséstero del indol y la
purina® (Fig. 1.1), presentes en la estructura de proteinas y acidos nucleicos. A su
vez, los benzimidazoles son compuestos potencialmente activos debido a la
enorme capacidad para interaccionar con biomoléculas, tanto por puentes de
hidrégeno como por intercalacidn.

o O

Benzimidazol Indol Purina

Fig. 1.1 Benzimidazol, is6stero de indol y purina.

El anillo de benzimidazol cobré importancia en la década de los 50 al
comprobarse que el 5,6-dimetil-1-(a-D-ribofuranosil)benzimidazol formaba parte
de la estructura de la vitamina B1,. En los inicios de los 60 aparecieron los primeros
fungicidas para plantas y antihelminticos de uso veterinario basados en el
esqueleto de benzimidazol. El primero para su uso en humanos, el tiabendazol?, se
desarrollé y aprobé en 1962. Desde entonces y hasta dia de hoy, la bateria de
benzimidazoles, tanto de origen natural como sintético, se ha ampliado
enormemente, a la vez que se abria el abanico de sus aplicaciones terapéuticas.
Actualmente, el nimero de farmacos aprobados que derivan de benzimidazol es
muy extenso y con muy diversas funciones (Fig. 1.2).

Ademas de los farmacos ya aprobados, cabe mencionar la existencia de muchas
otras sustancias derivadas de benzimidazol identificadas como /eads con una
amplia variedad de terapias'™, contra VIH*> y Alzheimer®’, anticancerigena®,
antioxidante®, antiinflamatoria y analgésica’®, antidiabétical?, y asi, un largo
etcétera.
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Fig. 1.2 Farmacos aprobados con estructura de ben2|m|dazol.

En este contexto, en esta tesis nos hemos centrado en las propiedades
antivirales de pequefias moléculas que derivan de la interaccién con RNA.
Concretamente, se ha evaluado la capacidad antiviral de una pequefia familia de
benzimidazoles contra los virus de la hepatitis C (HCV) y la fiebre aftosa (FMDV).
Para el disefio y sintesis de esta familia, el punto de partida fueron las bibliotecas
de compuestos derivados de benzimidazol desarrolladas con anterioridad contra el
HCV213, A partir del cribado de estas bibliotecas, se han identificado moléculas
capaces de inhibir HCV mediante mecanismos de accion totalmente distintos,
prueba de que los benzimidazoles son sustancias muy versatiles. En la bibliografia,
la mayor parte son ejemplos de benzimidazoles que acttian sobre proteinas, como
los 1,2-disustituidos que inhiben la polimerasa NS5B, y los bisbenzimidazoles>!®
y 2-(tiometilenpirimidino)benzimidazoles'’ como inhibidores de las serin proteasas.
Los 2-aminobenzimidazoles han mostrado un mecanismo de accidn distintivo, que
consiste en unirse a un segmento del subdominio lla del RNA IRES'®?° de HCV (Fig.
1.3.A), provocando la inhibicion de la traduccidn viral independiente de caperuza.
El compuesto denominado Isis-11 es el ejemplo paradigmatico de este ultimo grupo
de sustancias. Como se verd a continuacion, Isis-11 fue el punto de partida escogido
para disefiar los nuevos benzimidazoles que se describen en este trabajo.
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Fig. 1.3 A) Estructura secundaria del RNA IRES de HCV con el subdominio lla destacado
con un circulo, B) Modelos 29-mero y 40-mero del subdominio Ila de HCV IRES y C) Isis-1,
molécula hit que resulta de un cribado masivo, con estructura de 2-aminobenzimidazol
(posiciones numeradas).

La familia de analogos de Isis-11 tiene su origen en un cribado masivo de
moléculas que se unen selectivamente a un 29-mero que mimetiza el subdominio
lla del RNA IRES de HCV (Fig. 1.3.B), y que fue llevado a cabo mediante
espectrometria de masas por Seth y colaboradores!?.. Como se comentd en la
introduccion, el subdominio lla viral es estratégico para la correcta traduccion de
las proteinas virales dependiente de IRES y, por tanto, constituye un blanco
terapéutico idéneo para el desarrollo de nuevos antivirales?®?!, En el estudio
mencionado, se cribaron un total de 180.000 moléculas pequefias, consiguiéndose
identificar 2-amino-1-(3,3-dimetilaminopropil)-1H-benzo[d]imidazol (Isis-1) como
la sustancia de mayor afinidad (Fig. 1.3.C).

Dado que la molécula seleccionada mostraba una afinidad (100 puM) y una
selectividad moderadas, se construyd una biblioteca discreta de analogos
modificando la estructura de este primer hit mediante la introduccién de grupos
electrodonadores y electroatractores varios sobre el anillo de benzimidazol,
modulando las caracteristicas de la cadena que pende del nitrégeno N1y se llevé a
cabo un estudio de estructura-afinidad por el segmento lla de IRES HCV. Las
conclusiones fueron que (i) la cadena sobre N1 era éptima tanto en longitud como
por la presencia de una amina terminal, (ii) la sustitucidn sobre las posiciones C4-
C7 produce, como mucho, la disminucién de la afinidad con respecto al hit, y iii) la
introduccion de un grupo metoxi sobre la posicion C6 aumenta la afinidad. En
correspondencia con ello, el reemplazo del grupo metoxi por 3,3-
dimetilaminopropiloxi incrementaba aun mds la afinidad. Como la estructura
determinada por RMN del dominio Il de HCV IRES?? diferia de la que hasta entonces
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se creia correcta, se repitieron los ensayos de afinidad con un nuevo modelo 40-
mero del subdominio Ila mas apropiado (Fig. 1.3.b). Como los valores de afinidad
por esta nueva diana practicamente no diferian de los conseguidos con el primer
modelo, se consideraron validados los resultados del cribado inicial. Por ultimo, se
ensayo la restriccion conformacional de las cadenas laterales mediante ciclacion
(Fig. 1.4), lo que condujo a moléculas con valores de afinidad muy mejorados,

algunos de ellos en el rango submicromolar.
\
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Fig. 1.4 Estrategia seguida por Seth y col.'? para la obtencién de 2-aminobenzimidazoles
mas afines y afinidades hacia la diana 40-mero obtenidas por EM.

En este mismo estudio, se ensayd también la inhibicidn de la replicacién viral
de HCV, confirmdndose la estrecha relacidn entre la afinidad de los
aminobenzimidazoles por el segmento del RNA IRES y sus efectos antivirales. En la
tabla 1.1 se muestran los valores de K4 de los ensayos por espectrometria d