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Resumen

Evaluacién de la actividad tripanocida de elbasvir y glecaprevir y del efecto sobre

la actividad de la enzima Cisteina sintasa de Trypanosoma cruzi in vitro

La enfermedad de Chagas (ECh), causada por el parasito protozoario Trypanosoma cruzi,
es una enfermedad endémica y desatendida en las Américas. Debido a su compleja
dindmica de transmision, se ha convertido en un problema de salud publica en el mundo.
Actualmente, se cuenta con dos medicamentos para su tratamiento, benznidazol (BNZ) y
nifurtimox (NFX). Esos medicamentos distan de ser un tratamiento ideal debido a su baja
eficacia durante la fase cronica, a los efectos secundarios severos que llevan a una alta
tasa de abandono de la terapia, y la menor susceptibilidad que presentan algunas cepas
del parasito a estos medicamentos. Esas dificultades en el tratamiento de la ECh, han
llevado a la necesidad de buscar nuevas alternativas terapéuticas. En este sentido, la
Cisteina sintasa de T. cruzi (TcCS) ha sido estudiada como potencial blanco terapéutico,
sobre la cual, se han realizado andlisis de biologia computacional que han permitido la
identificacion de moléculas con una alta afinidad y estabilidad de unién al sitio activo de la
TcCS, dentro de las cuales se encuentra el elbasvir (EBV) y el glecaprevir (GCV). La
presente investigacion tuvo como objetivo evaluar in vitro, la actividad tripanocida y el
efecto inhibitorio de EBV y de GCV sobre la actividad de la enzima TcCS. El efecto
tripanocida de los compuestos fue evaluado en los estadios tripomastigote y amastigote
del parasito, la citotoxicidad en células Vero y el efecto sobre la actividad enzimética a
partir de extractos de proteinas solubles del parasito. EI compuesto EBV present6 actividad
biol6gica contra T. cruzi con una CEso de 24.22 uM sobre el estadio tripomastigotes y una
Clso de 7.59 uM sobre el amastigote; con un indice de selectividad (IS) estimado de al
menos 2.06 en el estadio infectivo y de al menos 6.58 sobre el estadio intracelular. Por su
parte, GCV no mostré actividad bioldgica contra T. cruzi, y su citotoxicidad fue intermedia
(CCso: 134.4 pM). Los compuestos evaluados no presentaron una inhibicién selectiva de

la actividad enzimatica de TcCS. En conclusion, EBV presenta una actividad biolégica



principalmente contra el estadio amastigote de T. cruzi, lo cual hace de éste un posible

compuesto lider para el desarrollo de nuevos tratamientos contra la ECh.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, enfermedad de Chagas, cisteina sintasa, efecto

tripanocida, blanco terapéutico, inhibicion enzimatica, elbasvir, glecaprevir.



Abstract

Evaluation of the trypanocidal activity of elbasvir and glecaprevir and the effect on
the activity of the Trypanosoma cruzi cysteine synthase enzyme in vitro

Chagas disease (CD), caused by the protozoan parasite Trypanosoma cruzi, is an endemic
and neglected disease in the Americas. Due to its complex transmission dynamics, it has
become a public health problem in the world. Currently, there are two medications for its
treatment, benznidazole (BNZ) and nifurtimox (NFX). These medications are far from being
an ideal treatment due to their low effectiveness during the chronic phase, severe side
effects that lead to a high rate of abandonment of therapy, and the lower susceptibility of
some strains of the parasite to these medications. These difficulties in the treatment of CD
have led to the need to search for new therapeutic alternatives. In this sense, T. cruzi
Cysteine synthase (TcCS) has been studied as a potential therapeutic target, on which
computational biology analyzes have been conducted that have allowed the identification
of molecules with high affinity and stability of binding to the TcCS active site, among which
are elbasvir (EBV) and glecaprevir (GCV). The aim of this research was to evaluate in vitro,
trypanocidal activity and inhibitory effect of EBV and GCV on the activity of the TcCS
enzyme. The trypanocidal effect of the compounds was evaluated in trypomastigote and
amastigote stages of the parasite, cytotoxicity in Vero cells and effect on the enzymatic
activity from soluble protein extracts of the parasite. The EBV compound presented
biological activity against T. cruzi with an ECso of 24.22 yM on trypomastigote stage and an
ICso of 7.59 uM on amastigote; with an estimated selectivity index (SI) of at least 2.06 in the
infective stage and at least 6.58 in the intracellular stage. For its part, GCV did not show
biological activity against T. cruzi, and its cytotoxicity was intermediate (CCso: 134.4 uM).
The compounds evaluated did not present a selective inhibition of the enzymatic activity of
TcCS. In conclusion, EBV presents biological activity mainly against amastigote stage of T.
cruzi, which makes it a possible lead compound for the development of new treatments

against CD.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Chagas disease, Cysteine synthase, trypanocidal activity,

therapeutic target, enzyme inhibition, elbasvir, glecaprevir.
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Introduccidén

La ECh es una enfermedad tropical, desatendida y endémica en 21 paises de América
Latina y es considerada un problema de salud publica a nivel mundial, ya que se han
presentado casos de la enfermedad en otros paises y continentes tales como Estados
Unidos, Canada, Australia, Nueva Zelanda, Europa, Africa y Asia (Lidani et al., 2019; WHO,
2021). La ECh es causada por el parasito protozoario Trypanosoma cruzi, el cual es
transmitido al humano mediante diferentes mecanismos como el vectorial, congénito,
transfusion de sangre, trasplante de 6rganos y el consumo de alimentos contaminados con
el parésito (WHO, 2021).

Segun la OPS, se estima que mas de 6 millones de personas en el mundo se encuentran
infectadas con T. cruzi, presentando una incidencia de 30.000 casos nuevos, 8600 recién
nacidos contagiados y 12.000 muertes cada afio en las Américas. Sumado a ello, mas de
70 millones de personas que viven en las areas de exposicion estan en riesgo de contraer
la infeccion (OPS, 2022). Se ha estimado que la atencién de la ECh a nivel mundial, tiene

un costo aproximado de 627 millones de dolares por afio (Lee et al., 2013).

Segun la OMS para el afio 2010, en Colombia 437.960 personas estaban infectadas por
T. cruzi, casi 5 millones se encontraban en riesgo de contraer la infeccién y mas de 130
mil habian sido diagnosticadas con cardiopatia chagasica (WHO, 2015). De acuerdo con
los datos epidemioldgicos emitidos por el INS recientemente, en Colombia, se han
reportado 31 casos confirmados de Chagas agudo con una letalidad del 6.5%, hasta el
periodo epidemioldgico X y 708 casos confirmados de Chagas crénico hasta el periodo
epidemioldgico IX del afio 2023 (INS, 2023). Para el afio 2017, en Colombia se calcul6 que
el costo de la ECh fue de unos 13.1 millones de ddlares, entre gastos de la atenciéon medica
de la enfermedad, la pérdida de productividad laboral y la mortalidad prematura (Olivera &
Buitrago, 2020).
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La ECh se desarrolla en tres fases, la fase aguda es en general asintomatica,
posteriormente se da la fase cronica indeterminada en la cual no hay sintomas, pero la
infeccidn puede ser detectada mediante pruebas de laboratorio. Décadas después de
haber adquirido la infeccion, alrededor del 30% de las personas avanza a la fase crénica
sintomatica en la que se presenta cardiopatia y/o dafio digestivo. (CDC, 2019; Teixeira et
al., 2011).

Los medicamentos empleados en el tratamiento de la ECh se basan en el uso de BNZ y
NFX, estos son los Unicos medicamentos que han mostrado eficacia contra este parasito
protozoario y que han sido habilitados para su uso clinico (Maya et al., 2007). La eficacia
de los medicamentos durante la fase aguda de la enfermedad oscilan entre un 60 -100%,
pero durante la fase crénica es muy baja, fluctuando entre 10 y 30%, ademas esta
contraindicado en algunos casos (Mady et al., 2008; Martin-Escolano et al., 2020). Se ha
reportado que alrededor del 20% de las personas tratadas con BNZ o NFX abandonan el
tratamiento debido a los efectos secundarios severos (Olivera et al., 2017). Por otra parte,
se estan dilucidando los mecanismos mediante los cuales algunas cepas de T. cruzi
presentan menor susceptibilidad a estos antiparasitarios, incluyendo mecanismos de
modulacién de la expresion genética y alteraciones de los genes codificantes para la

proteina que activa esos profarmacos (Mejia et al., 2012; Wilkinson et al., 2008).

A pesar de que la ECh fue descubierta hace mas de un siglo, aln no se cuenta con un
tratamiento quimioterapéutico eficaz y seguro, y por ello, se ve la necesidad de encontrar
nuevas moléculas con efecto contra T. cruzi. Actualmente, hay numerosas investigaciones
en las que se estan probando diferentes compuestos de origen sintético y natural sobre
este parasito y han mostrado efecto tripanocida, sin embargo, en la mayoria de los casos
se desconoce el mecanismo de accion de estos compuestos (Ribeiro et al., 2020). Un
importante nimero de compuestos han presentado potencial para el desarrollo de
farmacos contra la ECh, a pesar de esto son pocos los compuestos que han podido
avanzar en el escalamiento a través de las fases de los estudios clinicos. Algunas de las
aproximaciones que se estan investigando en torno a la blsqueda de terapias alternativas

incluye vacunas profilacticas y terapéuticas, combinacion de farmacos, terapias de
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modulacion del sistema inmune e inhibidores covalentes (Kratz, 2019; Martin-Escolano et
al., 2020).

En los ultimos 10 afios, se ha estado investigando la estrategia de inhibidores covalentes
basada en la busqueda de nuevas moléculas que ataquen blancos terapéuticos en T. cruzi.
Se han estudiado diversos compuestos sobre la actividad de diferentes enzimas que
intervienen en importantes procesos metabdlicos en T. cruzi, como lo son Cruzipain,
CYP51, tripanotiona reductasa, proteinas conteniendo bromodominios, trans-sialidasa,

nitroreductasa y anhidrasa carbdnica (de Oliveira et al., 2021).

La enzima CS ha sido investigada como una diana terapéutica en diferentes
microorganismos patégenos como Salmonella sp, Mycobacterium tuberculosis,
Entamoeba hystolitica, Trichomonas vaginalis, Leshmania sp. y T. cruzi, encontrando
compuestos con actividad inhibitoria sobre la CS y afectando el crecimiento de estos
microorganismos (Dharavath et al., 2020; Jean et al., 2013; Magalhées et al., 2018; Pardo-
rodriguez et al., 2023; Singh et al., 2013; Téllez et al., 2022). La proteina CS esta implicada
en la biosintesis de cisteina, esta enzima es esencial en la supervivencia de T. cruzi y
participa en los mecanismos de defensa de los tripanosomatidos contra el estrés oxidativo
y nitrosativo (Romero et al., 2014). La enzima CS no se encuentra en mamiferos, su
homologo mas cercano en humanos es la Cistationina B-sintasa (CBS), con un porcentaje
de identidad del 33% (Lima et al., 2016; Marciano et al., 2012). De acuerdo con lo anterior,
la CS es una enzima vital en la supervivencia de T. cruzi y es un potencial blanco
terapéutico para el desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento selectivo de la ECh,
es asi como en esta investigacion se propuso evaluar la actividad tripanocida de elbasvir
(EBV) y de glecaprevir (GCV) sobre T. cruzi y explorar el efecto de esos compuestos sobre

la actividad de la TcCS mediante ensayos de actividad enzimatica in vitro.
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1. Marco teodrico y estado del arte

1.1. Trypanosoma cruzi

T. cruzi es un parasito protozoario flagelado, agente causal de la ECh, fue descubierto por
el medico brasileiio Carlos Chagas en 1909 (Rassi et al., 2010). T. cruzi es un organismo
eucariota perteneciente a la clase Kinetoplastea, al orden Trypanosomatida y a la familia
Trypanosomatidae (Schoch et al., 2020). Este parasito tiene un complejo ciclo de vida en
el que se identifican tres estadios principales en diferentes hospederos. El amastigote es
el estadio proliferativo en el mamifero vertebrado, el epimastigote es la forma replicativa
en el insecto vector invertebrado, y el estadio tripomastigote es el estadio infectivo, el cual
puede evolucionar a partir de los epimastigotes como tripomastigote metaciclico y desde
los amastigotes como tripomastigotes sanguineos o derivados de células (Figura 1) (W. de
Souza, 2009).

Figura 1. Estructura celular del amastigote (a), tripomastigote (b) y epimastigote (c)
de T. cruzi. Tomado de Teixeira et al., 2012.
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T. cruzi expresa en su superficie diferentes proteinas de membrana, entre las que se
destacan mucinas y trans-sialidasas, la primera clase tiene funciones de proteccion del
parasito, infectividad y modulacién del sistema inmunolégico, mientras que la segunda
clase de proteinas estan relacionadas con la capacidad del pardsito para infectar las
células del hospedero (Pech-Canul et al., 2017). Por su parte, la alta diversidad genética
de T. cruzi ha hecho dificil la clasificacién de este organismo en categorias, de acuerdo
con el dltimo consenso realizado, T. cruzi fue clasificado mediante genotipificacion
multilocus en seis Unidades Discretas de Tipificacion (UDTs) Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV,
TcVI y el genotipo TcBat (Ramirez & Hernandez, 2018; Bianca Zingales et al., 2012). T.
cruzi es un organismo principalmente diploide, su genoma esta constituido por
cromosomas homologos, aunque el tamafio y el nimero de los cromosomas puede variar
entre las diferentes cepas (B. Zingales, 2018). Se estima que el genoma diploide de T.
cruzi varia de 112-152 Mb entre las diferentes UDTs, incluido el ADN nuclear y el del
kinetoplasto (R. Souza et al., 2011). El genoma haploide de T. cruzi posee alrededor de
12000 genes y se estima que el 50% del genoma de este protozoo son secuencias
repetitivas (El-Sayed et al., 2005).

1.2. Ciclo devidade T. cruzi

El ciclo de vida del parésito inicia cuando el insecto vector infectado se alimenta de la
sangre de un humano u otro mamifero, y a la vez excreta al parasito en forma de
tripomastigote metaciclico a través de las heces sobre la piel cerca de una lesion. Los
tripomastigotes metaciclicos atraviesan la piel herida o las membranas mucosas,
posteriormente estos parasitos invaden las células cercan al sitio de la inoculacién y en el
citoplasma de estas, los parasitos se diferencian a amastigotes intracelulares (Teixeira et
al., 2012). Los amastigotes se dividen mediante fisibn binaria y posteriormente se
diferencian a tripomastigotes. Los tripomastigotes abandonan la célula hospedera y
alcanzan el torrente sanguineo, estos pardsitos viajan a través de la sangre del hospedero
a otros tejidos donde infectan nuevas células en las que se diferencian en amastigotes
(Tyler & Engman, 2001). Los vectores adquieren las formas de tripomastigotes sanguineos
al alimentarse de sangre de mamiferos contaminada con el parasito, las formas de

tripomastigotes sanguineos posteriormente en el intestino del insecto se diferencian a
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epimastigotes. Los epimastigotes se dividen mediante fision binaria y luego se diferencian
a tripomastigotes metaciclicos en la ampolla rectal del insecto, siendo el estadio infectivo,
pero no replicativo, que es transmitido por el insecto vector a un nuevo hospedero
mamifero vertebrado, cerrando el ciclo (Figura 2) (Bern, 2011; CDC, 2019).

Triatomine vector takes a blood meal

and ingests typoma: Tr diffe into

epimastigotes, which replicate in midgut

Trypomastigotes
excreted with feces
enter through

bite wound or
mucous membrane

Trypomastigotes
invade nucleated cells

Figura 2. Ciclo de vidade T. cruzi. Tomado de Bern, 2011.
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1.3. La Enfermedad de Chagas

La ECh, también conocida como tripanosomiasis americana, €s una zoonosis tropical
endémica desatendida en las Américas, esta ha pasado de ser una enfermedad del area
rural en Latinoamérica a ser un problema de salud publica en el mundo, hoy en dia se
presentan casos en varios paises y continentes del mundo debido a la urbanizaciéon y a la
migracion (WHO, 2021). La ECh ocupa el segundo lugar después de la malaria, en el grupo
de enfermedades transmitidas por vectores con mayor prevalencia y mortalidad (Maya et
al., 2007). Respecto a los mecanismos de transmision de la infeccion, se han reportado
transmisién vectorial mediada por los triatominos, oral mediante el consumo de alimentos
contaminados con el parasito, mediante transfusiones sanguineas y trasplante de 6rganos
de donadores infectados, se pude dar transmision vertical de la madre al hijo durante el
embarazo y mediante accidentes de laboratorio al manipular material contaminado con el
parasito (Guarner, 2019; Lidani et al., 2019).

El complejo ciclo de vida de T. cruzi comprende su paso por diferentes animales mamiferos
vertebrados e invertebrados, los animales mamiferos vertebrados funcionan como
reservorios y entre ellos, los perros y los gatos, se pueden mencionar como los reservorios
relevantes en el ambito doméstico, mientras que, en el ambito silvestre, son los roedores,
armadillos y mapaches. En contraste, los animales invertebrados funcionan como vectores
gue transmiten la enfermedad, estos son insectos hematdfagos pertenecientes
principalmente a las especies Triatoma infestans, T. dimediata y Rhodnius prolixus
(Guarner, 2019).

1.4. Clinica de la enfermedad de Chagas

La ECh se divide en tres fases las cuales son la fase aguda, fase cronica indeterminada y
la fase crénica sintomatica. La fase aguda dura unos 2 meses (Bern et al., 2019), la
mayoria de las personas, cerca del 95%, son asintomatica y menos del 5% presentan

sintomatologia. Los sintomas mas comunes que pueden experimentar las personas
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durante la fase aguda de la infeccion son inflamacién en el sitio de lesion en la piel o
chagoma, inflamacion de la conjuntiva o signo de Romana, fiebre, cefalea, dolor articular
y muscular, dilatacion del higado, bazo y nodulos linfaticos. Cuando la infeccion ha sido
adquirida mediante transmisién oral se pueden presentar sintomas como nauseas, vomito,
diarrea, dolor abdominal y hemorragia gastrointestinal (Guarner, 2019; Teixeira et al.,
2011). La fase aguda se puede presentar de manera severa en menos del 1% de los
pacientes desarrollando miocarditis aguda, derrame pericardico, meningoencefalitis y

muerte (Nunes et al., 2013).

La fase cronica indeterminada puede durar entre 10 a 30 afios o toda la vida, esta fase es
considerada un periodo de latencia del parasito (Prata, 2001). Es caracterizada por la
ausencia de sintomatologia, ausencia de alteraciones en pruebas radiolégicas vy
electrocardiograma, pero la infeccién por T. cruzi puede ser confirmada mediante pruebas

seroldgicas o moleculares (Nunes et al., 2013).

Se estima que del 100% de las personas en fase indeterminada, el 30% avanza a fase
cronica sintomética, esta fase es caracterizada por dafio cardiaco, dafio digestivo y
neuropatia. De las personas que llegan a la fase crénica, mas del 90% desarrolla
problemas cardiacos como cardiomegalia, arritmias, falla cardiaca, formacién de trombos
y la muerte. El 5% de las personas que llegan a esta fase desarrolla sindrome de
megaesotfago caracterizado por alteraciones con la deglucién de alimentos, o sindrome de
megacolon, que se caracteriza por obstruccion total del colon, peritonitis y muerte. En la
fase cronica aunque con menos frecuencia se presenta alteracion de nervios simpaticos y

parasimpaticos (Guarner, 2019).

1.5. Tratamiento de la Enfermedad de Chagas

BNZ y NFX son los unicos medicamentos disponibles para el tratamiento clinico de la ECh
gue han mostrado eficacia contra T. cruzi. El BNZ es un derivado del 2-nitroimidazol,

también conocido como N-bencil-2-(2-nitroimidazol-1-il) acetamida (Figura 3) (Miller Kratz
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et al., 2018). EI BNZ es administrado en forma de profarmaco requiriendo su activaciéon por
la enzima nitroreductasa tipo | del parasito (NTRI), la cual cataliza una reaccién de
reduccion de grupo nitro a amino (Maya et al., 2007). Luego de la accién enzimatica, se
produce hidroxilamina, que en reacciones posteriores llevan a la produccién de metabolitos
intermediarios electrofilicos y puede producirse glioxal. El glioxal es un compuesto
altamente reactivo que interactda con las macromoléculas del parasito como proteinas y

acidos nucleicos formando aductos (Hall & Wilkinson, 2012).

Nifurtimox
Benznidazole

Figura 3. Estructura quimica de Benznidazol y Nifurtimox. Tomado de Kratz, 2019.

Por su parte el NFX (Figura 3.), es un compuesto nitroheterociclico derivado del nitrofuran,
también conocido como 3-metil-4-(5'"-nitrofurfuriliden-amino)-tetrahidro-4H-1,4-tiazina-1,1-
dioxido (Maya et al., 2007). Al igual que BNZ, NFX es suministrado como profarmaco y
debe ser activado por la enzima NTRI. La reduccion de NFX produce radicales libres como
el peréxido de hidrogeno, los aniones superdxido y los aniones radicales nitro, los cuales
generan estrés oxidativo provocando dafio de la membrana celular, de la molécula de ADN
e inhibe la actividad enzimatica (Mady et al., 2008; Maya et al., 2007; Nufiez-Vergara et
al., 1997). Los mecanismos de respuesta al estrés oxidativo por T. cruzi son deficientes ya

gue carece de las enzimas catalasa y glutation peroxidasa (Maya et al., 2007).

El tratamiento con estos medicamentos presenta varias problematicas como son la
toxicidad y la baja eficacia. Los efectos secundarios asociados a la administracion de BNZ
incluyen con mayor frecuencia dermatitis por hipersensibilidad y problemas digestivos,

también se han evidenciado otras molestias como anorexia, cefalea, erupcion cutanea,
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fiebre, mialgias, artralgias, depresion, somnolencia, fatiga, y en menor frecuencia
polineuritis, alteraciones hematopoyéticas, toxicidad hepatica y linfomas (Olivera et al.,
2017; Viotti et al., 2009). NFX esta indicado en el manejo de la fase aguda de la ECh,
incluida la infeccién congénita. Los efectos secundarios que puede ocasionar NFX son
anorexia, pérdida de peso, diarrea, vomito, nduseas, dolor abdominal, cefalea, alteraciones
del suefio, irritabilidad, mialgias, artralgias, fiebre, alteraciones neurolégicas como
polineuropatia y convulsiones, alteraciones hematoldégicas como leucopenia vy

trombocitopenia, y reacciones alérgicas en piel (Jackson et al., 2020).

La eficacia de BNZ y NFX durante la fase aguda de la infeccion puede variar del 80-100%
en neonatos, nifios y jovenes, en cambio en adultos en fase aguda oscila entre el 65-100%.
Sin embargo, la eficacia en adultos durante la fase crénica de la enfermedad es baja entre
10 - 30% (Mady et al., 2008; Martin-Escolano et al., 2020). Ademas, estos medicamentos
presentan algunas contraindicaciones en gestantes, adultos con ECh avanzada o
personas con otras enfermedades de base (Martin-Escolano et al., 2020). Otra de las
dificultades que se han reportado en la terapia de la ECh es el largo periodo de tratamiento
gue comprenden entre 60 — 90 dias, lo cual sumado a los efectos secundarios severos que
inducen estos medicamentos, dan lugar a una alta tasa de abandono ( 18 - 49%) de los
pacientes (Malone et al., 2021). Entre el 60-100% de los pacientes tratados con algunos
de estos dos farmacos experimentan al menos un efecto secundario y se ha evidenciado
mayor tolerabilidad farmacoldgica en nifios que en adultos (Crespillo-Andujar et al., 2018;
Jackson et al., 2020; Olivera et al., 2017). BNZ es el medicamento de primera linea debido
a su mejor tolerancia y menor toxicidad, mientras que NFX es la segunda opcién

terapéutica (Crespillo-Andujar et al., 2018).

1.6. Susceptibilidad de T. cruzi a los antiparasitarios

La enzima NTRI de T. cruzi activa los profarmacos BNZ y NFX empleados en el tratamiento
de la ECh, esta enzima es esencial en la diferenciacion de T. cruzi. La pérdida o reduccién
de copias del gen codificante para la proteina NTRI, o la subexpresion de esta proteina

resulta en menor de susceptibilidad a los compuestos nitroheterociclicos (Mejia-Jaramillo
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et al., 2011; Wilkinson et al., 2008). La pérdida del cromosoma que contiene el gen
codificante para la NTRI o mutaciones en el gen pueden conducir a una disminucién de la
susceptibilidad a los farmacos, ya que las enzimas resultantes del gen mutado son
incapaces de activar el BNZ. Las mutaciones del gen podrian afectar el sitio de interaccién
de la enzima con su cofactor flavin mononucleétido (FMN) resultando en perdida de la
actividad enzimética (Mejia et al., 2012).

Se ha encontrado que T. cruzi puede evadir el tratamiento quimioterapéutico mediante un
estadio de latencia intracelular en el que algunos amastigotes intracelulares detienen su
replicacibn mientras otros contindan multiplichndose. La forma de amastigote en
dormancia, no replicativo, resiste la accion tripanocida de los farmacos por mas de 30 dias,
mientras los amastigotes replicativos mueren. Asi después de finalizado el tratamiento los
amastigotes en dormancia activan su multiplicacién o su diferenciacion a tripomastigotes
con el fin de reestablecer la infeccién. La forma de latencia de los amastigotes ha sido

asociada con la falla terapéutica y la persistencia de la ECh (Sanchez-Valdéz et al., 2017).

También se ha evidenciado que la sobreexpresion de los genes codificantes para las
proteinas aldo-ceto reductasa (AKR) y alcohol deshidrogenasa (ADH) incrementa la
resistencia de T. cruzi al BNZ. La enzima AKR estaria implicada en la transformaciéon de
glioxal, metabolito toxico tras la reduccion de BNZ, a 1,2-etandiol y disminuiria el estrés
oxidativo. Por su parte la enzima ADH podria metabolizar el glioxal y las especies reactivas
de oxigeno (ROS), disminuyendo el estrés oxidativo mediante la unién irreversible al
peréxido de hidrogeno. La sobreexpresion de AKR y ADH median la resistencia o
tolerancia al BNZ en T. cruzi mediante la detoxificacion de metabolitos intermediarios y de
las ROS formados, de este modo disminuyendo el dafio de las macromoléculas, organelos

y membrana celular, y aumentando la supervivencia del parasito (Gonzalez et al., 2017).

Ademas, se ha observado que la sobreexpresion de la enzima old yellow enzime (OYE),
una oxidorreductasa, incrementa el estrés oxidativo y el dafio en el genoma, asi
aumentando la sensibilidad de T. cruzi a la accion tripanocida del BNZ. Las enzimas NTR

y OYE median la activacion del BNZ y la produccion de metabolitos intermediarios toxicos
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como el glioxal y ROS, los cuales provocan dafio del ADN y estrés oxidativo, conduciendo
a la detencion del ciclo celular y la muerte del parasito T. cruzi (Garcia-Huertas, Mejia-
Jaramillo, Machado, et al., 2017).

La menor sensibilidad de T. cruzi al BNZ es un proceso multigénico, ya que mediante
andlisis transcriptomico de parésitos sensibles y resistentes después de haber sido
expuestos al BNZ, se logré caracterizar el perfil de expresion encontrando diferencias en
la transcripcion de 133 genes, de los cuales 40 tuvieron una baja expresiéon mientras 93
fueron sobreexpresados por los parésitos resistentes. Los 133 genes estuvieron
involucrados en diferentes procesos como detoxificacion, proteinas de uniéon al ARN,
reparacion del ADN, cinasas y oxidorreductasas (Garcia-Huertas, Mejia-Jaramillo,
Gonzélez, et al., 2017).

1.7. Alternativas terapéuticas contra la enfermedad de

Chagas

Teniendo en cuenta las fallas que presentan los medicamentos que se usan actualmente
para el tratamiento de la ECh, varias estrategias terapéuticas estan siendo investigadas en
la busqueda de tratamientos alternativos, entre ellas las terapias de inmunomodulacion, ya
gue se sabe que el dafio causado al tejido cardiaco en la cardiopatia chagasica crénica no
solo es responsabilidad del parasito, sino también de la exacerbada respuesta inflamatoria
del sistema inmune, asi que esta linea de investigacioén es una promisoria estrategia para

explorar tratamientos contra la ECh avanzada (Santos et al., 2021).

Por otro lado, otra estrategia que se esta investigando es la combinacion de farmacos o
sinergismo terapéutico, donde se estudian diferentes combinaciones de BNZ o NFX con
otros nuevos compuestos o farmacos que se usan originalmente para el tratamiento de
otra enfermedad, pero que han mostrado efecto tripanocida (Aguilera et al., 2018). Es asi
gue se ha encontrado que combinaciones de farmacos han logrado un efecto sinérgico

pues disminuyen la dosis y la duracion del tratamiento, mejorando la actividad contra T.
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cruzi al atacar al parasito mediante diferentes mecanismos de accion, ademas de disminuir
la toxicidad, los costos de tratamiento y prevenir el desarrollo de resistencia (Bahia et al.,
2014; Ribeiro et al., 2020; Tyers & Wright, 2019).

Otra de las alternativas terapéuticas que estan siendo investigadas es el desarrollo de
vacunas profilacticas y terapéuticas contra la ECh. Las vacunas son consideradas una de
las estrategias mas costo-efectivas en el control de las enfermedades infecciosas, por un
lado, las vacunas profilacticas tienen como objetivo la prevencion de la infeccién aguda
mientras las vacunas terapéuticas estan pensadas para ser administradas en combinacion
con tratamiento farmacolégico a pacientes con seroconversion o en fase indeterminada de
la ECh, con el fin de prevenir el desarrollo de la cardiopatia chagasica (Beaumier et al.,
2016). Sin embargo, en la actualidad no se cuenta con ninguna vacuna y las
investigaciones se encuentran en fase preclinica, diferentes plataformas de vacunas estan
siendo estudiadas tales como proteinas recombinantes, ADN, parasitos vivos atenuados,

vector de Adenovirus, vector Salmonella y péptidos (Portillo et al., 2019).

Otra linea de investigacion es la de inhibidores covalentes en la busqueda de nuevas
moléculas con efecto tripanocida, la cual ha permitido la identificacion de dianas
terapéuticas, es decir proteinas que intervienen en importantes vias metabdlicas en el
pardsito, y en esta direccién las vias metabélicas mas estudiadas han sido la glicolisis, via
de recuperacion de purinas y nucleétidos, proceso de degradacion de proteinas y péptidos,
biosintesis de novo de nucleétidos de pirimidina, sintesis de esterol y dafio por estrés
oxidativo. La identificacion del blanco terapéutico y el uso de analisis computacional en la
simulacién de interacciones entre las proteinas que intervienen en importantes rutas
metabdlicas y de supervivencia del parasito, seleccionadas como blanco y moléculas con
potencial a inhibirlas, ha permitido la identificacion de compuestos promisorios para ser
evaluados en ensayos preclinicos (Beltran-Hortelano et al., 2022; Ghosh et al., 2019). En
la presente investigacion se empled esta Ultima estrategia, en donde el blanco terapéutico

seleccionado fue la proteina TcCS.
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1.8. Cisteina sintasa como blanco terapéutico

La enzima CS, también conocida como O-acetil-L-serina sulfhidrolasa (EC 2.5.1.47), es
una transferasa que cataliza la sintesis de L-Cisteina (Cys) a partir de O-acetil-L-serina
(OAS). Es una proteina homodimérica dependiente del cofactor piridoxal-5-fosfato (PLP)
(Marciano et al., 2012; Schnell et al., 2015). Respecto a la estructura de la TcCS, la enzima
esta formada por dos dominios estructurales, el dominio | conformado por 4 hélices a 'y 4
laminas B, mientras que el dominio II, esta constituido por 4 hélices a y 6 laminas B (Pardo-
rodriguez et al., 2023). La TcCS contiene cuatro residuos de lisina (Lys) necesarios para
la actividad catalitica los cuales son: Lys41, Lys52, Lys68 y Lys200, por otra parte, los
residuos que interactian con el cofactor PLP son Lys52, Asn83, Thr188, Gly189, Thr191,
Ser275, mientras que el sustrato OAS reacciona solamente con Lys52 y Asn83 (Sowerby
et al., 2023).

La Cys es un aminoacido azufrado que desempefia un importante papel en la estabilidad,
la estructura, la actividad catalitica y la regulacion de las proteinas. Dos cisteinas pueden
formar un enlace covalente disulfuro mediante la oxidacion de los grupos tiol formando una
cistina, este tipo de enlace les da estabilidad a las proteinas en su estructura terciaria. La
Cys es una molécula precursora en la formaciéon de glutation, tripanotién, coenzima A,

cisteamina y taurina (Nozaki et al., 2005).

T. cruzi puede sintetizar Cys mediante dos rutas metabdlicas (Figura 4), la via de
transulfuracion reversa y la via de biosintesis de novo (Nozaki et al., 2005). La sintesis de
Cys mediante transulfuracion reversa es catalizada por dos enzimas, CBS, que toma como
sustrato la homocisteina produciendo cistationina, posteriormente la enzima Cistationina
gamma liasa (CGL) toma como sustrato la cistationina y produce Cys (Marciano et al.,
2012; Thomas & Surdin-Kerjan, 1997; Williams et al., 2009). Por otro lado, la via de
biosintesis de novo es llevada a cabo por otras dos enzimas, la Serina acetil transferasa
(SAT) que toma como sustratos L-serina y acetil coenzima A produciendo OAS,

posteriormente la enzima CS toma como sustratos a OAS y sulfuro de hidrogeno
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produciendo Cys (Marciano et al., 2012; Sowerby et al., 2023; Takagi & Ohtsu, 2016;
Williams et al., 2009).

De novo pathway

A

[ SAT cs | CGL CBS
EC 2.3.1.30 EC 2.5.1.47 EC4.4.1.1 EC 4.2.1.22
- Aeﬁf -Cysteine y—> L-Cystathionine — L-Homocysteine
J

!

Reverse pathway

Figura 4. Vias de biosintesis de cisteina en T. cruzi. En el esquema se muestran las
enzimas, sustratos y productos en las vias de produccion de Cys de novo y

transulfuracion reversa. Tomado de Sowerby et al., 2023.

Se han encontrado diferencias en la expresion de las proteinas implicadas en la produccién
de Cys en los estadios de T. cruzi, el estadio intracelular presenta mayor expresion y
actividad de la CS, lo cual sugiere que la produccién de Cys en este estadio estaria a cargo
de la CS en la via de biosintesis de novo. Por otro lado, se ha detectado mayor actividad
de la CBS en el estadio extracelular replicativo sugiriendo que la produccion de Cys en
esta forma evolutiva depende de la via de transulfuracion reversa. Igualmente, se ha
encontrado mayor abundancia de la proteina CGL en epimastigotes y tripomastigotes
derivados de células (Marciano et al., 2012). Ademas de las dos rutas para la produccion
de Cys en T. cruzi, se han reportado sistemas de transporte especificos con alta afinidad
por la Cys en epimastigotes, este hallazgo ha sugerido que la cantidad de Cys producida
por el parasito podria no cumplir con los requerimientos necesarios y por tanto el parasito
incorpora Cys del medio extracelular, siendo requerida para diversos procesos como la
produccion de tripanotion, mantenimiento del estado redox, fuente de nitrogeno y azufre,

e incorporacion postraduccional en proteinas (Canepa et al., 2009).

Adicionalmente, la Cys es precursora de glutation, y el glutation conjugado con la
espermidina forman tripanotion, una importante molécula reconocida como antioxidante,

ya que esta implicada en el mantenimiento del balance redox intracelular y protege a las
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células del dafio por estrés oxidativo en tripanosomatidos; es decir la produccién de Cys
esta involucrada de manera indirecta con el sistema de defensa antioxidante de los
tripanosomatidos al ser el pilar sobre el cual se sintetiza el tripanotion (Nozaki et al., 2005;
Romero et al., 2014).

Con todo esto, se puede afirmar que la proteina CS es un potencial blanco terapéutico
porgue: estd ausente en mamiferos y presenta notables diferencias con su homdélogo méas
cercano (CBS), ademas tiene una participacion en los mecanismos de supervivencia del
parasito principalmente en el estadio intracelular (Marciano et al., 2012; Nozaki et al., 2001,
Romero et al., 2014; Williams et al., 2009). Adicional y debido a la creciente aparicion de
resistencia antimicrobiana en patégenos humanos, y a la necesidad de buscar y desarrollar
nuevos antimicrobianos que inhiban moléculas blanco como las enzimas que intervienen
en procesos metabdlicos vitales en los patdégenos principalmente multidrogoresistentes
(Jubair et al., 2021), en los ultimos afios la enzima CS ha sido objeto de estudio como
blanco terapéutico para el desarrollo de farmacos en diferentes microorganismos como M.
tuberculosis, Salmonella sp, T. vaginalis, E. histolytica, Leishmania sp y T. cruzi (de Oliveira
et al., 2021; Dharavath et al., 2020; Jean et al., 2013; Magalhaes et al., 2018; Pardo-
rodriguez et al., 2023; Singh et al., 2013).

En un estudio realizado por Jean et al. donde se evalué el efecto inhibitorio y antibacterial
de 30 compuestos derivados de nitro-5H-tiazolo [3,2-a] pirimidinona sobre la enzima CysK1
(CS) de M. tuberculosis. Se encontr6 que tres compuestos (4n, 5h y 5k) lograron inhibir el
50% en la actividad de la enzima CysK1 de M. tuberculosis. Los compuestos 5e, 4ny 5n
presentaron las concentraciones minimas inhibitorias (MIC) mas bajas sobre el crecimiento
de la bacteria tuberculosa (<10 uM). El compuesto mas activo contra M. tuberculosis fue
el 4n, ya que la Clso fue de 17.7 uM (CysK1), la MIC fue de 7.6 uM y la toxicidad en células
de mamifero fue baja. Asi entonces, el compuesto 4n es una molécula potencial para el
desarrollo de farmacos que inhiban la enzima CS limitando el crecimiento de la bacteria

causante de la tuberculosis en humanos (Jean et al., 2013).
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La estrategia de estudio, empleando la enzima CS como blanco terapéutico ha sido
investigada en protozoos como T. vaginalis, agente causal de la enfermedad de
transmisién sexual conocida como tricomoniasis. Singh et al. en el 2013 evaluaron
diferentes moléculas como posibles inhibidores de la enzima CS de T. vaginalis mediante
andlisis in silico, encontrando que el compuesto ZINC01690699 (1-N, 4-N-bis [3- (1H-
bencimidazol-2-il) fenil] benceno-1,4-dicarboxamida), mostr6 las interacciones mas
estables con el sitio activo de la enzima y presento la afinidad de union mas alta hacia CS.
El compuesto ZINC01690699 seria un potencial inhibidor de la enzima CS al interactuar
con los residuos del sitio activo, por lo tanto, podria ser usado en el desarrollo de nuevas
drogas que permitan tratar las infecciones por este protozoario resistente a los

antimicrobianos (Singh et al., 2013).

La inhibicién de la enzima CS también ha sido estudiada en enteropatdgenos con el fin
buscar posibles farmacos alternativos para combatir resistencia antibiética que ha surgido
en organismos como Salmonella sp., en esa direccion, Magalhaes et al. investigaron el
efecto inhibitorio de diferentes compuestos basados en acidos carboxilicos sobre la
actividad de la enzima recombinante de CS en sus dos isoformas (OASS-A y OASS-B) de
la bacteria Salmonella sp. Los resultados evidencian que el compuesto 4c (Acido 1H-
pirazol-5-carboxilico), presenté un 94% y 82% de inhibicién sobre las enzimas OASS-Ay
OASS-B de Salmonella sp, respectivamente. Ademas, el compuesto 4c presentd
caracteristicas fisicoquimicas deseables que indican potencial penetracién del compuesto
a través de la pared celular de las bacterias Gramnegativas. EI compuesto 4c es una
molécula promisoria que inhibe la actividad de la enzima CS, lo cual puede ser usado como

una estrategia para el desarrollo de nuevos antibacterianos (Magalhaes et al., 2018).

Otro protozoo en el que se ha investigado a la proteina CS como diana terapéutica es E.
hystolitica, agente causal de disenteria amebiana, como el trabajo desarrollado por
Dharavath et al. en el cual se determiné el efecto de 10 compuestos sobre la actividad de
la enzima EhOASS (CS) de E. hystolitica, observando que nueve de los diez compuestos
ejercieron inhibicién moderada de la actividad enzimatica, pero el compuesto F3226-1387,
present6 una fuerte actividad inhibitoria con una Clso de 38 yM. Ademas, se evidencio que

el compuesto F3226-1387 logro reducir el crecimiento de los trofozoitos de la ameba en
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un 71,6% tras 72h de incubacion, aplicando el inhibidor cada 12h. Segun los analisis in
silico, el compuesto F3226-1387 no induciria efectos adversos en el hospedero. Se
concluye que la enzima EhOASS juega un importante papel en el crecimiento y
supervivencia de la ameba, y que el compuesto F3226-1387 es una molécula potencial

para el desarrollo de una terapia contra E. hystolitica (Dharavath et al., 2020).

Finalmente, en recientes estudios de nuestro grupo de investigacion, se identificaron
compuestos inhibitorios con afinidad por la enzima CS de kinetoplastidos como Leishmania
sp, agente causal de la leishmaniasis y T. cruzi. En el trabajo publicado por Téllez et al, se
estudio la interaccion de diferentes compuestos con la enzima CS de L. braziliensis y L.
major mediante acoplamiento molecular y simulacién de dinamica molecular, en la
busqueda de compuestos inhibitorios. La molécula ZINC16524774 presenté una mejor
afinidad y estabilidad en la unibn a ambas enzimas diana (CSLb/CSLm) y evidencié un
mayor numero de interacciones hidrofébicas y puentes de hidrogeno, comparado al
sustrato natural. EI compuesto ZINC16524774 se presenté como una molécula con un
potencial inhibitorio sobre las enzimas CS de ambas especies de Leishmania y efecto
inhibitorio del crecimiento de ese tipo de protozoos (Téllez et al.,, 2022). Igualmente,
mediante andlisis computacional de acoplamiento y dinAmica molecular fueron elegidos
dos compuestos triterpénicos pentaciclicos, el acetato de lupeol y la a-amirina, que
mostraron mayor afinidad por las proteinas TcCS y CS de L. major, presentando energias
de union entre -9.4 y -10.1kcal/mol. Basados en los resultados del analisis in silico, se
evalud el efecto tripanocida in vitro de los dos compuestos, acetato de lupeol y a-amirina,
encontrando que el acetato de lupeol presentd moderada potencia tripanocida sobre el
estadio tripomastigote con una CEsy de 15.82 pyg/mL, mientras que a-amirina mostré
moderada potencia anti-tripanosoma sobre el estadio intracelular con una Clso de 9.08
Mg/mL. Los dos compuestos presentaron promisorio potencial de inhibicion sobre la
proteina TcCS y los resultados de los ensayos de susceptibilidad permiten evidenciar que
acetato de lupeol y a-amirina pueden ser explorados como candidatos para el desarrollo

de farmacos para el tratamiento de la ECh (Pardo-rodriguez et al., 2023).

Por dltimo, teniendo en cuenta que la TcCS presenta un porcentaje de identidad de 71,9%

con la CS de L. major (LmCS), en otro estudio previo de nuestro grupo de investigacion, la
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estructura tridimensional de la proteina TcCS fue modelada por homologia con base en la
estructura 3D de la LmCS. Los analisis de acoplamiento molecular usando como receptor
a la TcCS modelada y como ligados, alrededor de 3000 estructuras tomadas de las bases
de datos TACC y DockThor, estas estructuras incluian farmacos, compuestos sintéticos y
derivados naturales. Los andlisis de acoplamiento molecular permitieron seleccionar los
ligandos que presentaron mayor afinidad de unién por la CS con las energias libres de
unién mas bajas. Los ligandos que presentaron mayor afinidad en la unién al sitio activo
de la TcCS fueron EBV y GCV con energias de -11.5 kcal/mol y -11.1 kcal/mol,
respectivamente. Posteriormente, se realizé simulacion de dinAmica molecular para
conocer la estabilidad del complejo proteina-ligando en el tiempo a 100ns, la interaccién
de los ligandos con la proteina mostré alta estabilidad, ademas los ligandos mostraron
formacion de puentes de hidrogeno con residuos del sitio activo de la proteina, EBV y GCV
formaron entre 1-4 y 1-3 puentes de hidrogeno, respectivamente. Con base en los
resultados de analisis computacional de acoplamiento y dinamica molecular entre la
proteina TcCS y los ligandos, se eligieron dos moléculas con promisorio efecto inhibitorio
sobre la TcCS, EBV y GCV, y se decidié evaluar su efecto tripanocida in vitro (Pardo-
Rodriguez et al. Working paper).

1.9. Elbasvir y su actividad biolégica

EBV o MK-8742 (Figura 5), es un inhibidor de la proteina no estructural 5A (NS5A) del
Virus de la Hepatitis C (VHC), la proteina NS5A esta involucrada en la replicacion de
genoma viral y el ensamblaje de viriones. EBV es administrado en combinacién con
grazoprevir, inhibidor de la proteasa no estructural 3/4A (NS3/4A), en el tratamiento de las
infecciones causadas por el VHC. La férmula elbasvir/grazoprevir fue aprobado por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) en enero de
2016 y es distribuido comercialmente bajo nombre Zepatier® (Cada et al., 2016; Wang et
al., 2021). EBV ha mostrado una potente actividad antiviral in vitro contra diferente
genotipos del VHC, presentando CEsp de 0.006nM para los genotipos 1a ylb, y 0.12nM en
los replicones del genotipo 3 (Liu et al., 2015).
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Mediante andlisis de acoplamiento in silico se encontré a EBV con potencial para inhibir a
la ARN polimerasa dependiente de ARN RdRp de SARS-CoV-2. El efecto antiviral de EBV
fue evaluado sobre dos cepas de coronavirus patégenos, SARS-CoV-2 en células Huh7 y
HCoV-OC43 en células MRC-5, reportando que EBV presenté uno de los mejores
resultados de actividad antiviral en SARS-CoV-2 con una CEsp de 23 pM, una baja
citotoxicidad y un alto indice de selectividad. Por otro lado, EBV mostré una fuerte actividad
contra HCoV-0OC43 con una CEso de 1.5 pM, concluyendo asi que EBV es un potente
farmaco para el tratamiento de infecciones causadas por los coronavirus SARS-CoV-2 y
HCoV-OC43 (Milani et al., 2021).
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Figura 5. Estructura quimica de Elbasvir (EBV) y de Glecaprevir (GCV). Tomado de
MedChemExpress (MedChemExpress, 2023).

También se ha estado investigando el potencial de EBV como inhibidor de transportadores
de glicoproteina P (P-gp), los cuales estan implicados en uno de los mecanismos de
resistencia de las células cancerosas al tratamiento anticancer. Mediante ensayos in silico
de unién de la P-gp con 512 moléculas, se seleccionaron los compuestos que presentaron
las mejores energias de unién a la proteina, EBV presentd promisoria energia de union
contra la P-gp (-111.9Kcal/mol). Los investigadores concluyeron que EBV es un promisorio
inhibidor de la P-gp y sugieren continuar la fase de ensayos preclinicos (Ibrahim et al.,
2023).
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1.10. Glecaprevir y su actividad bioldgica

GCV o ABT-493 (Figura 5), es un inhibidor de la proteasa NS3/4A del VHC, enzima
implicada en el clivaje de la poliproteina viral, esta proteasa juega un importante papel en
la replicacion viral y en la evasién de sistema inmune (Horner & Gale, 2013). GCV es
administrado en combinacién con pibrentasvir, inhibidor de la proteina NS5A, para el
tratamiento de las infecciones cronicas causadas por VHC, es comercializado y distribuido
bajo el nombre de Mavyret™, el cual fue aprobado por la FDA en agosto de 2017 (Lamb,
2017). GCV ha sido identificado como una molécula con potente actividad antiviral en
diferentes genotipos del VHC en células Huh-7, presentando un CEsp entre 0.21 - 4.6nM.
Mediante ensayos bioquimicos se evalué la inhibicién de la actividad de enzimatica de
proteasas NS3/4A recombinantes de distintos genotipos del VHC en presencia de GCV,
encontrando una Clsp entre 3.5 — 11.3nM, ademas se encontré6 que este compuesto
presentd una alta selectividad por las proteasas de VHC sobre las proteasas humanas

evaluadas, en las cuales se report6 una Clsp >200,000nM (Ng et al., 2018).

Mediante ensayos in silico, GCV mostrd ser potencial agente antiviral contra SARS-CoV2
a través de la inhibicion de la proteasa principal 6lu7 (Chtita et al., 2021). En contraste a lo
anterior el papel antiviral de GCV sobre SARS-CoV-2 en células Vero E6 y A549-hACE2
se evalug in vitro, reportando CEso de >178uM y >94uM, respectivamente (Gammeltoft et
al., 2021).

Por otra parte, se ha encontrado que GCV es capaz de inhibir transportadores de eflujo
presentes en la membrana celular. La capacidad inhibitoria de GCV sobre transportadores
de eflujo fue evaluada sobre membranas de vesiculas expresando proteinas de eflujo in
vitro. Se evidencié que GCV logré inhibir a los transportadores de P-gp, proteina de
resistencia de cancer de mama (BCRP), polipéptido transportador de aniones organicos
OATP1B1 y OATP1B3, con Cls de 0.33 pM, 2.3 uM, 0.017 pM y 0.064 pM,

respectivamente (Kosloski et al., 2019).
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Con base en la evidencia mostrada y nuestros resultados previos de afinidad por la enzima
TcCS de los antivirales EBV y GCV, la presente investigacion propuso profundizar en la
exploracion de la actividad tripanocida y del efecto de esos compuestos sobre la TcCS,

visando ampliar el arsenal disponible de tratamientos para la ECh.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Evaluar la actividad tripanocida de elbasvir y glecaprevir y el efecto sobre la actividad de

la enzima Cisteina sintasa de Trypanosoma cruzi in vitro.

2.2. Objetivos especificos

e Evaluar la actividad tripanocida de elbasvir y glecaprevir en diferentes estadios de T.
cruzi.
e Determinar el efecto inhibitorio de elbasvir y glecaprevir sobre la actividad de la enzima

Cisteina sintasa de T. cruzi.
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3. Metodologia

3.1. Cultivo celular y paréasitos

La linea de células derivadas de rifion de mono verde africano (células Vero, ATCC CCL-
81, Manassas, VA), fueron cultivadas en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium, Eurobio, Toulouse, France) suplementado con 10% suero fetal bovino inactivado
(SFBI) (Eurobio), 2 mM de L-glutamina (Eurobio), 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina (Eurobio), 0.01 M de HEPES (Eurobio) y 1 X de aminoacidos no esenciales
(Eurobio), siguiendo las especificaciones del fabricante. Las células fueron crecidas a 37°C
en una atmadsfera hiumeda con 5% de CO; y cultivadas hasta alcanzar una monocapa
semiconfluente, para posteriormente ser infectadas con tripomastigotes de T. cruzi de la
cepa Y (MHOM/BR/00/Y), correspondiente con la unidad discreta de tipificacién I, UDT
Tcll (Pavia et al., 2012). Para la infeccion se emple6 una relacion 1:10 (célula: parasito) y
posteriormente se incubaron durante 96h y se recuperaron tripomastigotes del medio de
cultivo para ser utilizados en los ensayos siguientes. Por su parte, epimastigotes de la cepa
Y de T. cruzi fueron cultivados en medio infusion de higado y triptosa (LIT) suplementado
con 15% de SFBI, 100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina, a 26°C. Los
parasitos fueron mantenidos en fase exponencial del crecimiento para la realizacién de los

experimentos (Pardo-rodriguez et al., 2023; Pardo-Rodriguez et al., 2022).

3.2. Preparacion de los compuestos

El BNZ, N-Benzyl-2-nitro-1H-imidazole-1-acetamide (Sigma-Aldrich), EBV y GCV
(MedChemExpress), fueron solubilizados en dimetilsulfoxido (DMSO) 299.5% (Sigma-
Aldrich) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Posteriormente, los compuestos
fueron diluidos en medio DMEM, la concentracion maxima de DMSO por pozo fue del 1%.
El compuesto EBV present6 pobre solubilidad y al tratar de realizar los ensayos en
concentraciones superiores a 50 uM, el medicamento se precipitaba formando cristales al

ser diluido en medio acuoso. Con el propésito de obtener una mayor solubilidad, el
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medicamento fue sometido a sonicacién en concentraciones superiores a 50 uM y también
se probo diluyendo el medicamento en PBS 1 X con diferentes concentraciones de DMSO,
pero se evidenciaba precipitacién. Finalmente, a partir de una solucion de EBV a 20 mM
en DMSO puro se realiz6 una dilucion Intermedia del compuesto en DMSO puro a una
concentracion de 5000 uM del compuesto, y de ahi se llevd al medio de cultivo
manteniendo el DMSO al 1% y el medicamento se mantuvo soluble sin precipitacion.
Debido a la limitada solubilidad del compuesto EBV, la méxima concentracion del
compuesto evaluada en todos los experimentos fue de 50 pM, mientras que la

concentracion mas alta ensayada de GCV fue 100 uM.

3.3. Efecto tripanocida en tripomastigotes

Los tripomastigotes de T. cruzi cepa Y obtenidos de infeccion en células Vero segun
descrito en el numeral 3.1 de la presente seccion, fueron recuperados del medio de cultivo
y 5x10° parasitos/pozo fueron sembrados en placas de 96 pozos en medio DMEM e
incubados a 37°C con una atmosfera de 5% CO. durante 24h en presencia de
concentraciones variables de los medicamentos en estudio como se describe a
continuacion. La susceptibilidad de los parasitos a BNZ y a EBV fue evaluada en diluciones
seriadas desde 50 uM hasta 1.5 yM, mientras que el GCV fue evaluado en diluciones
seriadas desde 100 uM hasta 3.1 uM. La susceptibilidad en tripomastigotes fue evaluada
mediante el conteo de parasitos viables en camara de Neubauer utilizando azul de tripan
(Sigma-Aldrich) como colorante de vitalidad. La concentracion efectiva que disminuyo la
poblacion de tripomastigotes en un 50% (CEso) fue calculada a partir de los porcentajes de
viabilidad usando el programa GraphPad Prism 8, mediante la construccion de una curva
dosis respuesta en un analisis de regresién no lineal utilizando la ecuacién log(inhibidor)
vs. Respuesta normalizada — pendiente variable. Todos los ensayos fueron realizados por
triplicado en tres réplicas biol6gicas independientes (Matsuo et al., 2010; Meira et al., 2016;
Moreno et al., 2018; Pardo-Rodriguez et al., 2022; Santoro et al., 2007). Como control
negativo se utilizé medio DMEM suplementado pero sin medicamento, como control
vehiculo DMSO al 1% en medio DMEM y como control positivo se utilizo BNZ (10.88 pM).
En la Figura 6, se puede observar un esquema metodoldgico general de la evaluacion de

la susceptibilidad en tripomastigotes.
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Figura 6. Esquema metodoldgico de los ensayos de susceptibilidad en tripomastigotes.

3.4. Efecto tripanocida en amastigotes

La evaluacion del efecto tripanocida en amastigotes de los compuestos EBV y GCV se
realiz6 empleando 1x10° células/pozo sembradas en placas de 6 pozos durante 12h,
posteriormente las células fueron infectadas con tripomastigotes de T. cruzi cepa Y en una
relacion 1:40 (célula: parasito) obtenidos de infecciones activas. Después de 12h de
incubacion, los cultivos fueron lavados con PBS 1 X (Eurobio) para eliminar los parasitos
gue no ingresaron a las células. Paso seguido los cultivos fueron incubados a 37°C con
una atmoésfera 5% CO,, durante 48h en presencia de diferentes concentraciones del
medicamento en diluciones seriadas. EIl BNZ y GCV se emplearon concentraciones
decrecientes desde 100 uM hasta 3.1 pyM, mientras que para el EBV fue desde 50 uM
hasta 1.5 uM. Tras 48h de incubacién, las placas fueron lavadas con PBS 1 X, se dejaron
secar y posteriormente fueron coloreadas con Wright (Sigma-Aldrich) disuelto en metanol.
Como controles positivos y negativos se usaron los mismos descritos en el item 6.3. El
efecto de los medicamentos sobre el estadio amastigote fue determinado calculando el
porcentaje de células infectadas y el nUmero de amastigotes encontrados por células
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infectadas en cultivos tratados y no tratados, por conteo de 300 células distribuidas al azar
usando el objetivo 100x del microscopio Optico, en esquema general del procedimiento se
puede observar en la Figura 7. Todos los ensayos fueron realizados por duplicado en tres
réplicas biologicas independientes (Meira et al., 2016; Moreno et al.,, 2018; Pardo-
Rodriguez et al., 2022; Sereno et al., 2000; Téllez et al., 2019). El indice parasitario fue
obtenido mediante la formula: (No. de amastigotes en células pozos tratados x % de
células infectadas en pozos tratados) / (No. de amastigotes en células en pozos no tratados
X % de células infectadas en pozos no tratados))x100 (Sereno et al.,, 2000). La
concentracion inhibitoria 50 (Clso) que redujo la infeccion y la poblacién de amastigotes en
un 50% fue calculado mediante la construccion de una curva dosis respuesta en un analisis
de regresion no lineal de los indices parasitarios utilizando la ecuacion log(inhibidor) vs.

Respuesta normalizada — pendiente variable en el programa GraphPad Prism 8.
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Figura 7. Esquema metodoldgico de los ensayos de susceptibilidad en amastigotes.

Incubacion 37°C,
5% COy por 12h
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3.5. Citotoxicidad en células Vero

Los ensayos de citotoxicidad se realizaron empleando 5x10° células/pozo, las cuales
fueron sembradas en placas de 96 pozos e incubadas a 37°C con una atmoésfera de 5%
de CO. durante 12h, posteriormente, las células fueron tratadas con diferentes
concentraciones del medicamento durante 48h, en diluciones seriadas para el BNZ y el
GCV desde 250 yM hasta 15.6 uM, y para el EBV desde 50 pM hasta 3.1 uM. El efecto
citotéxico de los antivirales sobre las células Vero fue evaluado mediante ensayo
colorimétrico Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) (Sigma-Aldrich), tras 48h de
incubacioén los tratamientos fueron retirados y luego se les adicion6 medio RPMI 1640
(Biowest) y reactivo MTT a una concentracion final de 0.33 mg/mL. Las células se
incubaron por 4h en oscuridad a 37°C y 5% de CO; y posteriormente los cristales de
formazan se disolvieron con DMSO puro y la absorbancia fue medida a 540nm, en la Figura
8 se presenta el esquema metodolbgico. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado
en tres réplicas biolégicas independientes. Como control positivo de citotoxicidad fue
usada doxorrubicina 1 uM (Sigma-Aldrich), como control vehiculo fue usado DMSO al 1%
en medio DMEM suplementado y como control negativo se us6é medio DMEM
suplementado pero sin medicamento. La concentracion citotoxica media (CCso) que
disminuyo la viabilidad celular en un 50%, fue calculada a partir de los porcentajes de
viabilidad construyendo una curva dosis respuesta en un andlisis de regresién no lineal
utilizando la ecuacion log(inhibidor) vs. Respuesta normalizada — pendiente variable en el
programa GraphPad Prism 8. El indice de selectividad se obtuvo entre la relacion de la
CEso en tripomastigotes, la Clsg en amastigotes y la CCsoen células Vero (Beer et al., 2016;
Pardo-rodriguez et al., 2023; Pardo-Rodriguez et al., 2022).
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Figura 8. Esquema metodoldgico del ensayo de citotoxicidad en células Vero.

3.6. Extraccion de proteinas totales

Las proteinas totales fueron obtenidas a partir de epimastigotes cultivados en medio LIT,
tripomastigotes obtenidos del sobrenadante de infeccion en células Vero, de las células
Vero tripsinizadas de cultivo en medio DMEM y de bacterias Escherichia coli BL21 DE3
cultivadas en caldo Luria-Bertani (LB). En todos los casos las células fueron centrifugadas
a 2000rpm durante 10min, posteriormente se descarto el sobrenadante y se realizé dos
lavados con PBS 1X. Los pellets de células fueron lisados por repetidas aspiraciones en
frio con el buffer lisis que contenia 0.25 M Sacarosa (Sigma), 0.25% Triton X-100 (Sigma),
10 mM EDTA (Sigma), y el coctel inhibidor de proteasas (Protease inhibitor cocktail kit MP
Biomedicals, LLC). Luego el lisado celular se centrifug6 a 12.000 xg durante 10min a 4°C.
El sobrenadante fue separado a otro tubo y congelado a -80°C (Decuypere et al., 2012;
Romero et al., 2014, 2015). La cuantificacion de proteinas se realiz6 por método de
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Bradford (Quick Start™ Bradford Protein Assay Bio-Rad) en microplaca midiendo las
absorbancias a 595nm. Se construyé una curva patron con albumina de suero bovino
(BSA) usando las siguientes concentraciones 125, 250, 500, 750, 1000 y 1500 pg/mL, por
triplicado y se grafico en el programa Microsoft Excel. Debido a la limitacién para obtener
grandes cantidades de amastigotes y tripomastigotes a partir de cultivos para las
extracciones de proteinas, los ensayos de actividad enzimatica de los dos compuestos se
realizaron usando extractos de proteinas de epimastigotes teniendo en cuenta la facilidad

para cultivarlos, y solo EBV fue evaluado también con extractos de tripomastigotes.

3.7. Ensayos de actividad enzimatica

La actividad de la enzima CS en presencia de EBV o GCV fue evaluada mediante la
cuantificacion de Cys producidas en reacciones usando extractos de proteinas solubles de
tripomastigotes y epimastigotes cepa Y de T. cruzi. Las reacciones fueron llevadas a cabo
de acuerdo al protocolo para determinacion de la actividad enzimatica de la CS establecido
por Romero et al., 2014, a un volumen final de 500uL, buffer fosfato de potasio monobasico
(Sigma-Aldrich) 200mM pH 7.5, el extracto de proteinas (1.0 pg/uL), piridoxal 5-fosfato
(PLP) 0.2 mM (Sigma), ditiotreitol (DTT) 10 mM (Alfa Aesar) y O-Acetil-L-serina clohidrato
6.5 mM (Sigma-Aldrich) fueron incubados a 37°C por 5min, posteriormente se adicioné
sulfuro de sodio (NazS) 4 mM (PanReac Applichem) para desencadenar la reaccion y se
incub6 a 37°C durante 30 min. Luego, la reaccion fue detenida por la adicién de 50 uL de
acido tricloroacético 20% (v/v) (Central Drug House), y la mezcla fue centrifugada a
12.000xg durante 5min, y el sobrenadante fue transferido a otro tubo para cuantificacion
de Cys (Romero et al., 2014).

Para la cuantificacion de Cys se tomaron 500uL del sobrenadante de la reaccion y se
agrego 500uL de reactivo de ninhidrina, disolviendo 250mg de Ninhidrina AR (Central Drug
House) en 20mL de acido acético: acido clorhidrico, en proporcion 80~20 v/v. Luego, se
incub6 en agua hirviendo durante 10min y se enfriaron en hielo, para posteriormente
adicionar 500uL de etanol al 95% (v/v). La Cys producida fue cuantificada mediante

medicion de la absorbancia a 560nm. Para interpolar las absorbancias a concentraciones,
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se realiz6 una curva patron con L-cisteina (Bio Basic) con seis concentraciones (0.01, 0.05,
0.10, 0.25, 0.5, 0.1 ymol/mL) y se midié con reactivo de ninhidrina, y se graficé en el
programa Microsoft Excel. La produccion L-Cys obtenida evaluada en términos de
actividad enzimética relacionando los datos obtenidos con el tiempo de reaccion (30 min)
y la cantidad de proteina usada (1.0 ug/mL). Los ensayos fueron realizados por duplicado
en dos réplicas biolégicas independientes para los extractos de proteinas de provenientes
de tripomastigotes, y tres réplicas biol6gicas independientes para los extractos de
proteinas de epimastigotes. Como control negativo de la produccion de Cys se emplearon
extractos de proteinas de células Vero a una concentracion de 1.0ug/mL de proteina, como
control positivo extractos de E. coli a una concentracion de 0.15ug/mL de proteina, como
control negativo y positivo de inhibicion se realiz6 la reaccién con o sin sustrato (OAS)
usando extractos de proteinas de los parasitos, respectivamente (Romero et al., 2014,

2015). En la Figura 9 se observa el esquema metodolégico.

-
$
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Figura 9. Esquema metodoldgico de la evaluacion del efecto de EBV y GCV sobre la
TcCS.

Extraccion de proteinas
solubles por lisis mecanica
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4. Resultados

4.1. Efecto tripanocida en tripomastigotes

El efecto tripanocida de GCV y EBV sobre el estadio infectivo de T. cruzi fue evaluado en
concentraciones decrecientes desde 100 uM y 50 uM, respectivamente. EBV presentd
efecto tripanocida sobre el estadio extracelular infectivo y los resultados muestran una
curva sigmoidea en la cual se evidencia que el incremento de la dosis de EBV a partir de
12.5 uM logro reducir el porcentaje de viabilidad de los parasitos y con la cual se pudo
determinar una CEso de 24.22 uM + 1.06 (Figura 10 y Tabla 1). Es importante destacar que
el efecto tripanocida que EBV es comparable con el efecto que tiene el BNZ, a pesar de
gue el valor de CEso obtenido con EBV es el doble respecto del BNZ, CEsp de 10.88 uM +
0.58 (Figura 10 y Tabla 1). Por otra parte, no fue posible determinar la CEso de GCV, ya
gue la concentracion mas alta ensayada no disminuyd la viabilidad de los parasitos en un
50% en las dosis evaluadas, por tanto, el valor de CEsp para el GCV fue establecido como
mayor a 100 uM (Figura 10 y Tabla 1). Al evaluar los demas controles, no hubo diferencia
entre el control negativo y el control vehiculo (DMSO 1%). La morfologia de los
tripomastigotes y su movimiento se vio afectado por BNZ entre las concentraciones de 12.5
MM — 50 uM, mientras que con el EBV, estas caracteristicas de los parasitos se vieron

afectadas a las concentraciones de 25 uM y 50 uM.
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Susceptibilidad en tripomastigotes
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Figura 10. Curvas dosis-respuestas de la actividad tripanocida de los compuestos BNZ,
EBV y GCV en tripomastigotes de T. cruzi. Logaritmo de la concentracion del
medicamento (M) vs. Porcentaje de viabilidad. --- 50% de viabilidad. La grafica
representa la media de los resultados y la desviacion estandar de tres réplicas biolégicas

independientes. BNZ: benznidazol, EBV: elbasvir, GCV: glecaprevir.

Tabla 1. Concentraciones inhibitorias 50 sobre los estadios tripomastigotes y

amastigotes de T. cruzi, células Vero e indices de selectividad.

_ Tripos Células Vero
Medicamento .
CEso pM? CCso pM? Tripos Amas
BNZ 10.88 + 0.58 3.63+0.31 >250 >22.97 >68.87
EBV 24.22 +1.06 7.59 + 1.56 >50 >2.06 >6.58
GCV >100 78.40 £ 4.47 134.4 + 13.07 ND 1.71

a: los resultados son medias de tres réplicas biolégicas independientes con la desviaciéon

estandar. ND: no determinado, tripos: tripomastigotes, amas: amastigotes, IS: indice de
selectividad. EBV: elbasvir, GCV: glecaprevir, BNZ: benznidazol.
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4.2. Efecto tripanocida en amastigotes

El efecto tripanocida sobre el estadio intracelular de T. cruzi fue evaluado en el modelo de
infeccion de células Vero. Los porcentajes de indices parasitarios (IP) fueron obtenidos
relacionando los porcentajes de infeccién y el nUmero de amastigotes en células infectadas
de las células tratadas y no tratadas como se describié en la seccion de metodologia. El
BNZ, usado como control positivo, mostré una Clsp de 3.63 uM + 0.31 (Figura 11 y Tabla
1). Los resultados obtenidos de la evaluacion de EBV sobre el estadio intracelular
mostraron una curva dosis-respuesta de tipo sigmoide donde se observa que el incremento
de la dosis del medicamento disminuyd el IP, la concentracién mas baja evaluada, 1.5 uM,
logré reducir el IP en un 10%, mientras la concentracion de 12.5 yM redujo el IP en mas
de un 60% Yy la concentracion mas alta ensayada, 50 uM, redujo el IP en mas de un 90%
(Figura 11). Con estos datos fue posible establecer una Clso de 7.59 uM + 1.56 (Tabla 1),
este medicamento consigui6é reducir el porcentaje de células infectadas y el niumero de
amastigotes en células infectadas (Figura 12). Por otro lado, GCV disminuy6 el indice
parasitario en mas de un 50% a la concentraciébn mas alta evaluada de 100 uM (Figura
11), con lo cual fue posible establecer una Clsgp de 78.40 uM % 4.47 (Tabla 1). No se
observaron diferencias entre los resultados del control negativo y el control vehiculo
(DMSO 1%).
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Figura 11. Curvas dosis-respuestas de la actividad tripanocida en amastigotes
intracelulares de T. cruzi frente a los compuestos BNZ, EBV y GCV. Logaritmo de la
concentracion del medicamento (uM) vs. Porcentaje del indice parasitario. --- 50% del
indice parasitario. La gréafica representa la media de los resultados y la desviacion
estandar de tres réplicas bioldgicas independientes. BNZ: benznidazol, EBV: elbasvir,

GCV: glecaprevir.
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Figura 12. Células Vero infectadas con amastigotes intracelulares de T. cruzi cepa Y. Las células fueron infectadas y tratadas
con diferentes concentraciones (UM) de los medicamentos. CN: control negativo, CV: control vehiculo, BNZ: benznidazol,
EBV: Elbasvir y GCV: Glecaprevir. Las células fueron coloreadas con Wright y visualizadas al microscopio éptico con el
objetivo de 100X.
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4.3. Efecto citotéxico e indices de selectividad

La citotoxicidad de BNZ y GCV en células Vero fue evaluada en diluciones seriadas
decrecientes desde 250 uM y para el EBV fue evaluada desde 50 uM. Con el fin de
comparar los IS de los medicamentos estudiados se probd la citotoxicidad de BNZ, siendo
uno de los medicamentos utilizados actualmente para el tratamiento de la ECh. No fue
posible establecer la CCso de BNZ y EBV, ya que estos compuestos no redujeron la
viabilidad de las células en més de un 15% a la concentracion més alta evaluada. Por
tanto, la CCso se estableci6 como mayor que 250 uyM para BNZ y mayor a 50 uM para el
EBV (Figura 13 y Tabla 1). En contraste, las concentraciones de GCV ensayadas sobre
las células Vero mostraron una curva dosis-respuesta de tipo sigmoide, ya que conforme
incrementd la dosis del medicamento, se incrementd el efecto del compuesto
disminuyendo la viabilidad de las células Vero, presentando asi una citotoxicidad
intermedia con valores de CCs de 134.4 yM £ 13.07 (Figura 13 y Tabla 1).

Los IS fueron obtenidos de la relacion entre las CEso en tripomastigotes y Clso en
amastigotes contra los valores de CCso en células Vero. EI EBV present6 un IS de al menos
2.06 en el estadio extracelular infectivo, mientras que el IS en el estadio intracelular fue de
al menos 6.58 (Tabla 1). Es decir, el estadio intracelular presenté mayor susceptibilidad al
efecto de EBV que el estadio tripomastigote. En lo relacionado a GCV, no se pudo
determinar los IS en tripomastigotes debido a la no actividad tripanocida, pero en
amastigotes se establecié un IS de 1.71 (Tabla 1). Los IS obtenidos en los diferentes
estadios de T. cruzi fueron mayores en el estadio intracelular; sin embargo, no fueron lo
suficientemente altos para superar los obtenidos por al medicamento de referencia usado,
el BNZ, que present6 valores de IS de al menos de 22.91 y de al menos 68.87 en

tripomastigotes y amastigotes, respectivamente (Tabla 1).
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Figura 13. Curva dosis-respuesta de la citotoxicidad en células Vero de los compuestos
BNZ, EBV y GCV. Logaritmo de la concentracion del medicamento (UM) vs. porcentaje
de viabilidad. --- 50% de viabilidad. La grafica representa la media de los resultados y la
desviacion estandar de tres réplicas biol6gicas independientes. BNZ: benznidazol, EBV:

elbasvir, GCV: glecaprevir.

4.4. Efecto sobre la actividad enzimatica de la TcCS

De acuerdo con los resultados obtenidos del analisis computacional empleando técnicas
de acoplamiento y de dinamica moleculares, donde se tom6 como blanco terapéutico o
receptor a la enzima TcCS, y se encontr6 a los ligandos EBV y GCV con promisorio efecto
inhibitorio sobre esta proteina mediante la unién al sitio activo, y con la idea de explorar el
posible mecanismo de accién de EBV, el medicamento que presenté actividad bioldgica
sobre T. cruzi, se decidié explorar a nivel in vitro el efecto de los medicamentos EBV y
GCV sobre la actividad de la TcCS usando extractos de proteinas solubles de los parasitos.
La evaluacion del efecto EBV y GCV sobre la actividad de la enzima fue llevada a cabo en
concentraciones decrecientes desde 50 uM y 100 pM, respectivamente, en reacciones
usando extractos de proteinas solubles de tripomastigotes y epimastigotes de T. cruzi. Tras

obtener los extractos de proteinas, estos fueron cuantificados mediante la técnica de
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Bradford utilizando una curva de calibracién con seis concentraciones de BSA, con un
limite de linealidad de 1500 ug/mL y un coeficiente de correlacion de 0.9906 como se

muestra en la Figura 14.

Curva de calibracion BSA (Bradford)

0.550 y = 0.0005x + 0.0579
R?=0.9906

100 300 500 700 300 1100 1300 1500
[B5A (ng/ml)]

Figura 14. Curva patron de BSA para la cuantificacion de proteinas por Bradford. La
gréafica muestra la absorbancia a 595nm versus la concentracion de la proteina en ug/mL.
Se muestra la ecuacion obtenida que permitié interpolar las Absorbancias a

concentraciones de proteina en ug/mL. R2: coeficiente de correlacion.

De igual forma, la cuantificacion de Cys producida en las reacciones enzimaticas se realizé
por medio de una curva patron de L-Cys con seis concentraciones y con un limite de
linealidad de 1 ymol/mL, y un coeficiente de correlacion de 0.9858 como se muestra en la

Figura 15.

El efecto de EBV y GCV sobre la actividad enzimatica se estimé teniendo en cuenta los
valores de produccion de Cys a partir de las muestras de extractos de proteinas de los
parasitos sin medicamento (control negativo de inhibicion) y comparandolos con los valores
de los extractos de proteinas de los parasitos en presencia de los medicamentos. Es
importante resaltar, que los valores de produccion de Cys fluctuaron entre 0.05y 0.07 ymol

min’t mg proteina® en las diferentes concentraciones evaluadas para EBV en el estadio
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tripomastigote y epimastigote (Figura 16). Con el GCV se obtuvieron valores entre 0.05 y
0.07 ymol min mg proteina™ en las diferentes concentraciones evaluadas en el estadio

epimastigote.

Curva de calibracion L-Cys (Ninhidrina)
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Figura 15. Curva patron con L-Cys para la cuantificacion de cisteina por método
ninhidrina. La grafica muestra la absorbancia a 560nm versus la concentracion de L-Cys
(umol/mL). Se muestra la ecuacién obtenida que permitié interpolar las Absorbancias a

concentraciones de Cys en pmol/mL. R?: coeficiente de correlacion.

Al analizar los resultados obtenidos en los extractos de proteinas solubles de los diferentes
estadios de T. cruzi en presencia del compuesto EBV y en el estadio epimastigote para el
GCV, no se observo un efecto inhibitorio de la actividad de la enzima TcCS, pues los
porcentajes de inhibicién fluctuaron entre 0 y 15%; de igual forma, no se evidencié una
reduccion de la actividad dosis dependiente de la concentracion de cada compuesto
(Figura 16). Mediante analisis One-way ANOVA en el programa GraphPad prisma, se logré
determinar que no hubo diferencias significativas entre la actividad enzimatica de TcCS
con EBV o0 GCV en los extractos de las proteinas de los parésitos, ni tampoco entre las

diferentes concentraciones de cada medicamento.
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Figura 16. Actividad enzimatica de la CS en extractos de proteinas solubles de
tripomastigotes y epimastigotes de T. cruzi. La grafica muestra la L-Cys min* mg
proteina® vs extractos de proteinas solubles de E. coli, células Vero, tripomastigotes y
epimastigotes, en presencia 0 ausencia de diferentes concentraciones de EBV o GCV.
Las gréficas representan la media de los resultados y la desviacién estandar de dos
réplicas biolégicas independientes con extractos de proteinas de tripomastigotes y tres
réplicas biolégicas con extractos de proteinas de epimastigotes. EBV: Elbasvir, GCV:

Glecaprevir, tripos-OAS: sin sustrato, tripos CN: control negativo inhibicién.

Para los ensayos de actividad enzimatica en los extractos de los parasitos de T. cruzi, se
evaluaron diferentes controles, los cuales se describen a continuacién. Como control
positivo de la produccién de Cys se usaron extractos de proteinas totales de la bacteria E.
coli BL21 DE3 a una concentracion 0.15 ug/uL, evidenciando produccion de Cys que
fluctué entre 0.45 a 0.51 pmol min! mg proteina®. Como control de inhibicién de la
actividad de la enzima CS, a la reaccion no se le adicioné el sustrato natural (OAS), y en
consecuencia no se produjo Cys. Igualmente, se emple6 un control vehiculo con DMSO
1%, el cual no afectd la producciéon del aminoacido sulfurado, obteniendo valores de
produccion de Cys comparables con los obtenidos en las muestras sin medicamentos. Por
otro lado, como control negativo de produccion de Cys se emplearon extractos de proteinas
de células Vero a una concentracién de 1ug/uL, ya que las células de mamifero no

expresan CS y por tanto no hubo produccion de Cys, como se evidencia en los resultados
(Figura 16).
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5. Discusion

La baja seguridad, la poca eficacia y la alta tasa de abandono del tratamiento contra la
ECh, especialmente durante la fase cronica de la enfermedad, ha llevado a la necesidad
de investigar alternativas terapéuticas y a la busqueda de nuevas moléculas con efecto
tripanocida (Pérez-Molina et al., 2021). En este sentido, la estrategia de reposicionamiento
de farmacos utilizando diferentes herramientas in silico ofrece grandes ventajas, como la
disminucion del tiempo y el costo en el desarrollo de nuevos farmacos, menor toxicidad,
porgue el farmaco debe presentar un perfil de seguridad aceptable y se deben conocer sus
propiedades farmacocinéticas (Breckenridge & Jacob, 2019; Ekins et al., 2011).

A la fecha, no se reporta en la literatura antecedentes acerca del estudio de EBVy GCV
como agentes antiparasitarios, la investigacion de estos compuestos se ha centrado en su
efecto antiviral, donde estos compuestos son usados actualmente en el tratamiento de las
infecciones crénicas causadas por el VHC, ya que su mecanismo de accién se basa en la
inhibicién de las proteinas virales NS5A y NS3/4A, respectivamente (Cada et al., 2016;
Lamb, 2017).

Con base en los resultados previos de screnning virtual realizados por nuestro grupo de
investigacion, en la presente investigacion se evalu6 la actividad tripanocida y el efecto
inhibitorio sobre la enzima TcCS de los antivirales EBV y GCV, a nivel in vitro (Pardo-

Rodriguez et al. Working paper).

De acuerdo con los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad tripanocida de
EBV sobre los dos estadios de T. cruzi responsables de la infeccion en el mamifero, se
puede clasificar este compuesto como una molécula con una buena actividad tripanocida,

segun las escalas propuestas por Bero y colaboradores para la clasificacion de moléculas
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con actividad biologica sobre otros protozoos patégenos como Plasmodium falciparum,
Leishmania mexicana y Trypanosoma brucei, puesto que la Clso del compuesto fue <20
pg/mL, siendo que para el EBV en el presente estudio fue de 6.69 ug/mL (7.59 uyM) sobre
el estadio intracelular (Bero et al., 2009, 2011). Igualmente, al hablar de moléculas con alta
potencia contra patdégenos responsables de enfermedades tropicales, Isah vy
colaboradores sugieren que dichas moléculas deben tener un Clsp <10 pg/mL, valor
cercano al obtenido con EBV (Isah et al., 2016). Asi mismo, el EBV podria considerarse
una molécula selectiva al presentar un valor de IS de al menos 6.58 (Tabla 1), cuando el
efecto es medido sobre el estadio intracelular del parasito, pues teniendo en cuenta lo
descrito por Valencia y colaboradores, un compuesto selectivo es aquel que presenta una
relacion entre la eficacia y la toxicidad 23 (Valencia et al., 2011). En adicidn, es importante
resaltar que segun lo observado sobre el estadio infectivo extracelular, el EBV present6
una moderada actividad tripanocida, con una CEsg de 21.36ug/mL (24.22 uM), de acuerdo
a lo indicado en otras investigaciones, donde los rangos de moléculas con esa

denominacion fluctian entre 21 a 60 pg/mL (Bero et al., 2009, 2011).

Por otro lado, con miras a continuar en el escalamiento de moléculas con efecto tripanocida
contra T. cruzi, algunos investigadores proponen criterios para continuar con el estudio de
las moléculas activas a la fase de estudios preclinicos en modelo in vivo, donde en esas
investigaciones se indica que los valores de Clso y CEso deberian ser menores de 3.8 uM
o0 1 ug/mL y los IS deberian ser superiores a 10 o incluso superior a 50, sin embargo, para
EBV los resultados obtenidos en la presente investigacion respecto a los valores Clso y
CEso obtenidos en los dos estadios del parasito, fueron mayores a los indicados
anteriormente (3.8 uM o 1 ug/mL) y los valores de IS en ambos casos no se pudieron
establecer con precision por falta de solubilidad del compuesto EBV, con lo cual, antes de
continuar en el escalamiento de EBV, se deberia pensar en estrategias que puedan
incrementar su solubilidad en agua, con el fin de poder evaluar la citotoxicidad a
concentraciones superiores de 50 pM, contemplando como una posibilidad, la
reformulacion quimica de EBV, analizando modificaciones quimicas para la sintesis de
moléculas analogas a EBV y continuar con su evaluacion in vitro en modelos biolégicos
(Chatelain, 2015; Nwaka & Hudson, 2006; Pink et al., 2005; Romanha et al., 2010).
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Por su parte, GCV no presento actividad biolégica contra ninguno de los dos estadios de
T. cruzi evaluados, presentando una Clso de 78.4 uM en estadio intracelular y CEso mayor
de 100 uM en el estadio extracelular infectivo (Bero et al., 2009, 2011; Chatelain, 2015;
Isah et al., 2016; Pink et al., 2005; Romanha et al., 2010). Ademas, GCV mostrd una
citotoxicidad intermedia sobre células Vero con valores de CCs de 134.4 uM (Gammeltoft
etal., 2021).

Como ya se ha mencionado previamente, EBV presentd una limitada solubilidad en medio
acuoso, y empleando diferentes estrategias no fue posible mantener solubilidad por
encima de 50 pyM, por ello esta fue la méxima concentracién evaluada en la citotoxicidad
de células Vero. La baja solubilidad de EBV ha sido reportada en otras investigaciones, en
donde la concentracién maxima evaluada fue de 5 uM (Huli¢iak et al., 2022). Igualmente,
se ha reportado que la solubilidad de este compuesto puede mejorar a pH acido (pH: 5)
(European Medicines Agency, 2016; Pijnenburg et al., 2020). La baja solubilidad del EBV
impidi6é determinar los IS con precision y por tanto, se reportan valores de IS de al menos
2.06 y 6.58 en los estadios tripomastigote y amastigote, respectivamente. Los resultados
de citotoxicidad de EBV en células Vero mostraron una tendencia no citotdéxica y a pesar
de que no fue posible evaluar concentraciones superiores a 50 yM, los datos obtenidos se
correlacionan con otras investigaciones en las que EBV ha sido clasificado como un
compuesto con baja citotoxicidad (Cook et al., 2021; Milani et al., 2021). En concordancia
con lo anterior, la citotoxicidad del Elbasvir ha sido probada en células de fibroblastos de
pulmén humano (MRC-5), reportando una baja citotoxicidad con una CCso mayor de 1000
MM (Milani et al., 2021). Adicional, la citotoxicidad del compuesto EBV ha sido evaluada en
células derivadas de rifion de felino Crandell-Rees (CRFK) y el compuesto fue calificado
por los autores como una molécula esencialmente no citotdxica, presentando una
citotoxicidad del 4.9% a una concentracion de 100 uM (Cook et al., 2021). Retomando la
idea de que la citotoxicidad de EBV pudiera ser baja, la selectividad del compuesto podria
ser mayor en tripomastigotes y amastigotes, lo que permitiria postular a este compuesto
como una molécula “hit”, precursora de moléculas lideres, con potencial actividad biol6gica

y alta selectividad contra T. cruzi (Chatelain, 2015; Pink et al., 2005; Valencia et al., 2011).
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El desarrollo de nuevos estudios con el EBV deberia encaminarse hacia el incremento de
su solubilidad, lo que permitiria estudiar su citotoxicidad a mayores concentraciones. En
ese sentido, diversos estudios demuestran que la exploracion continua de compuestos con
actividad tripanocida a través de reformulacién quimica pueden llegar a ser moléculas
altamente promisorias para el desarrollo de nuevos tratamientos contra la ECh; ese es el
caso de analogos del BNZ, cuyos estudios estan actualmente en desarrollo por otros
grupos de investigacion y los cuales han avanzado hasta la fase in vivo (De Andrade et al.,
2015, Leite et al., 2018).

Teniendo en cuenta los andlisis in silico realizados previamente por nuestro grupo de
investigacion en la busqueda de moléculas con potencial efecto tripanocida utilizando
como diana terapéutica la enzima TcCS y los resultados de los ensayos in vitro de la
presente investigacion, nos permiten postular al EBV como un hit experimental, que
mediante modificaciones quimicas, podria conducir al desarrollo un compuesto candidato

potencial para el tratamiento de la ECh.

Al analizar los resultados de susceptibilidad en los diferentes estadios de T. cruzi a los
compuestos EBV y GCV, se evidencia que el estadio intracelular fue mas sensible que el
estadio infectivo extracelular al efecto del EBV, eso podria explicarse por la expresion
diferencial de proteinas que presenta cada estadio, ya que su complejo ciclo de vida
requiere la habilidad del parasito para adaptarse a diferentes ambientes en distintos
hospederos (Salassa & Romano, 2019). Esta habilidad de adaptacion esta dada por los
diferentes patrones de expresion de proteinas, los cuales madifican las caracteristicas
morfoldgicas, metabdlicas, la funcién biolégica y la defensa antioxidante de cada estadio
(Atwood et al., 2005; Berna et al., 2017; Li et al., 2016; Minning et al., 2009; Romero et al.,
2015; Silber et al., 2009). Teniendo en cuenta lo que se conoce acerca del mecanismo de
accion del EBV en su efecto antiviral sobre VHC, relacionado con la inhibiciéon de la
proteina NS5A implicada en la replicacién viral (Wang et al., 2021) y sumado a otras
investigaciones que sugieren que el mecanismo antiviral de este compuesto sobre SARS-
CoV-2, estaria relacionado con la inhibicion de proteinas implicadas en la replicacién viral
como la ARN polimerasa (Balasubramaniam & Reis, 2020), la mayor susceptibilidad de los

amastigotes a este compuesto estaria relacionada a la posible inhibicién de la replicacién
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del ADN en los parasitos, dado que los amastigotes son replicativos, mientras los

tripomastigotes no.

Al ser los amastigotes un estadio intracelular, se podria plantear que la oxidacion de EBV
por la Citocromo P450 (CYP3A) de las células hospederas (European Medicines Agency,
2016; Wang et al., 2021), pudiera generar metabolitos toxicos que explicaran la mayor
susceptibilidad del amastigote al medicamento. Adicional a la posible participacion de
células hospederas en una eventual oxidacion del EBV, la diferencia en la susceptibilidad
de EBV sobre los amastigotes y los tripomastigotes, puede estar relacionada con una
expresion diferencial de transportadores tipo P-gp, que le permitan al parasito sacar el
medicamento al medio extracelular evadiendo asi su actividad tripanocida, como se ha
reportado en otros modelos de resistencia farmacolégica en T. cruzi (Cada et al., 2016;
Campos et al., 2013; Wang et al., 2021). Todas estas hipétesis pueden estimular futuras

investigaciones para ser dilucidadas.

En atencion a que TcCS juega un importante papel en la respuesta de los tripanosoméatidos
frente al estrés oxidativo (Romero et al., 2014, 2015) y a que estudios previos han
mostrado que el estadio intracelular de T. cruzi y L. braziliensis parece ser mas
dependiente de la actividad de la CS en la ruta de biosintesis de novo de cisteina, por la
mayor expresion de CS en estos estadios, mientras que los estadios tripomastigote vy
epimastigote en T. cruzi y los promastigotes de L. braziliensis serian mas dependientes de
la actividad de la CBS en la ruta de transulfuracién reversa para la produccion de ese
aminodacido (Marciano et al., 2012; Romero et al., 2015), se propuso evaluar si el efecto
tripanocida de EBV observado en el estadio amastigote, estaria asociado con un efecto

inhibitorio de los antivirales sobre la actividad enziméatica de la CS .

A los antivirales EBV y GCV, seleccionados como moléculas promisorias mediante
ensayos computacionales previos, se les evalué el efecto inhibitorio de la actividad
enzimatica de la TcCS in vitro en extractos de proteinas solubles de tripomastigotes y
epimastigotes. Contrario a lo esperado ninguno de los dos medicamentos evaluados

ejercio efecto inhibitorio de la actividad enzimatica a las concentraciones evaluadas con
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los compuestos EBV y GCV, ya que la actividad enzimética de la CS, medida por la
produccion de cisteina en presencia de los compuestos, fue comparable a la del control
negativo. Sin embargo, hay que tener en cuenta que los ensayos de actividad enzimatica
fueron realizados con extractos de proteinas solubles de los parésitos en los que habian
otras proteinas diferentes a CS, que pudieron haber unido el compuesto, disminuyendo
asi, su afinidad de unién a CS, generando un posible efecto enmascarante de la inhibicién
de la actividad enzimatica, lo que hace necesario seguir trabajando en la obtencion de la
proteina recombinante rTcCS, con el fin de darle mayor especificidad a las reacciones

enziméticas y de este modo conocer el efecto de EBV sobre la TcCS real.

La mayor susceptibilidad del estadio intracelular a EBV entonces, podria estar relacionado
a la inhibiciébn de proteinas involucradas en la replicacién del ADN, metabolismo de
macromoléculas o transporte transmembranal (Berna et al., 2017). Sumado a ello, el EBV
no presenta dificultad para ingresar a la célula y alcanzar los agentes infecciosos blanco
como lo son las particulas virales, o en el caso del modelo intracelular evaluado en la
presente investigacion, parasitos en forma de amastigotes intracelulares, ya que se
distribuye en todos los tejidos e ingresa a la célula mediante transportadores tipo P-gp
presentes en la membrana celular de las células hospederas (Cada et al., 2016). La falta
de inhibicién de la actividad de la enzima TcCS por el EBV y el GCV, puede ser debida a
la poca o baja interaccion que presentan estos compuestos con residuos de aminoacidos
a los que se unen el sustrato natural (OAS) y el cofactor (PLP) como la Asn83 (Sowerby et
al., 2023), con la cual resultados de la simulacion de dindmica molecular realizado
previamente en nuestro grupo mostraron una ocupacion menor del 10% para los dos

compuestos (Pardo-Rodriguez et al. Working paper).

Es importante destacar que los niveles de produccién de Cys obtenidos de los ensayos de
actividad enzimatica de la TcCS en extractos de proteinas de epimastigotes y
tripomastigotes, son comparables a los reportados por Romero y colaboradores, donde la
actividad de la TcCS en extractos de epimastigotes y tripomastigotes estuvo en torno a
0.14 y 0.02 ymol min** mg proteina™* respectivamente (Romero et al., 2014). Con el fin de
darle mayor especificidad a la evaluacion de la actividad enzimatica, se intent6 producir la

proteina recombinante TcCS, sin embargo, no fue posible obtenerla, en la seccion de
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anexos se explica la metodologia y los resultados obtenidos de la induccién de la expresién

de la proteina recombinante (Anexo Ay B, ver paginas 64-69).

EBV mostro actividad bioldgica contra T. cruzi y de acuerdo con los reportes de su uso en
humanos para otros tratamientos, presenta un mejor perfil de seguridad comparado con
BNZ y NFX, medicamentos actualmente usados para el tratamiento de la ECh, los cuales
presentan frecuentes efectos adversos, lo que conlleva a un alto porcentaje de abandono
terapéutico. Por su parte, el EBV administrado en combinacién con grazoprevir bajo el
nombre comercial de Zepatier, ha mostrado efectos adversos menos severos en pacientes
con Hepatitis C tratados con el medicamento, entre los efectos adversos reportados se
encuentran: astenia (21%), cefalea (15%), nauseas (8%), insomnio (4%), diarrea (6%) y
vomito (4%) (Asselah et al., 2020; Jackson et al., 2020; Merck Sharp & Dohme Corp., 2016;
Xia et al., 2020). En algunos estudios se ha reportado una tasa de abandono del 0.6% al
tratamiento con Zepatier, comparado con estudios en los que se ha encontrado una
interrupcién del tratamiento del 8.7% y 26.2% de los pacientes tratados con BNZ y NFX,

respectivamente (European Medicines Agency, 2016; Jackson et al., 2020).
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6. Conclusiones y recomendaciones

6.1. Conclusiones

El compuesto EBV presento actividad contra T. cruzi in vitro, donde el estadio intracelular

mostré mayor susceptibilidad que el estadio infectivo.

EBV debe ser reconsiderado o reformulado quimicamente buscando mejorar su actividad
tripanocida y su pobre solubilidad, antes de pensar en avanzar a la fase de ensayos
preclinico in vivo, sin embargo, EBV puede ser considerado como una molécula lider en el

estudio del disefio de farmacos contra la ECh.

El compuesto GCV no present6 actividad biolégica contra T. cruzi en ninguno de los dos

estadios estudiados, como tampoco efecto sobre la actividad de la enzima TcCS.

De acuerdo con los hallazgos, el mecanismo de accion puede no estar directamente
relacionado con la inhibicién de la enzima TcCS, por tanto, se deben explorar otras vias

como posibles mecanismos de accion inducidos por el farmaco.

6.2. Recomendaciones

La estrategia de screening virtual profundo empleando andlisis de acoplamiento y dindmica
molecular, debe seguir siendo empleada con el propésito de reducir tiempos en la

identificacion de moléculas lideres con posible actividad tripanocida.
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Reconsiderar quimicamente a EBV o moléculas analogas, ya que por su actividad
tripanocida puede ser considerado como una molécula lider para el estudio de disefio de

medicamentos contra la ECh.

Estudiar estrategias de solubilidad para la evaluacion de la citotoxicidad de EBV en

concentraciones mayores de 50 yM.

Investigar el posible mecanismo de accion de EBV sobre T. cruzi mediante la
implementacion de estudios de metabolémica que permitan identificar vias como la sintesis
de lipidos, generacion de ROS, interaccion con ADN, bloqueo de mitosis, necrosis,

apoptosis y autofagia.

Explorar el posible sinergismo terapéutico de la combinacién de farmacos BNZ+EBV y
NFX+EBV, ya que EBV podria estar potenciando el efecto tripanocida de los
medicamentos que se utilizan actualmente contra la ECh al atacar al parasito mediante

diferentes mecanismos de accion.

Evaluacion de la actividad tripanocida de EBV sobre diferentes cepas o aislamientos de T.

cruzi y sobre diferentes modelos celulares in vitro o estudios in vivo.

Examinar estrategias para obtener la proteina recombinante TcCS en la fase soluble
evitando su acumulacién en cuerpos de inclusiéon o usando técnicas renaturacion de la
proteina a partir de cuerpos de inclusion, con el fin de conservar la actividad enzimatica.
La obtencién de una proteina recombinante permitira la exploracién de las moléculas
mejoradas del EBV o de nuevas moléculas con efecto tripanocida y que han presentado
alta afinidad por la TcCS en estudios in silico realizados constantemente por nuestro grupo

de investigacion.
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ANEXOS

A. Anexo: Metodologia induccidon de la expresion de la

proteina recombinante rTcCS

El plasmido con el inserto del gen codificante parala TcCS, contenido en el vector pET21a+
(Novagen) denominado pET21a+TcCS, fue clonado por miembros del grupo de
investigacion en un trabajo previo (Romero et al., 2014, 2015). Células termocompetentes
de Escherichia coli cepa M15 o BL21 DES3 fueron transformadas con el plasmido pET21a-
TcCS mediante choque térmico a 42°C por 30 segundos, posteriormente se incubo durante
2h, en agitacién a 37°C en caldo LB sin antibiéticos, paso seguido las bacterias fueron
sembradas en agar LB con antibidticos, ampicilina 100ug/mL y kanamicina 25ug/mL para
la cepa M15 y ampicilina 100ug/mL para la cepa BL21 DE3, se incubo durante toda la
noche a 37°C (Qiagen, 2011; Romero et al., 2014, 2015).

La transformacion de las bacterias con el plasmido pET21a-TcCS fue verificado mediante
seleccién de colonias en el agar LB con antibiéticos, su posterior cultivo el caldo LB,
extraccién de ADN plasmidico (kit Zyppy™ Plasmid Miniprep), digestion con enzimas de
restriccion Xhol y Ndel (Promega), y electroforesis de ADN digerido en gel de agarosa para
visualizar el fragmento de ADN liberado correspondiente al gen TcCS. Ademas la

presencia del gen en el vector fue confirmado mediante secuenciacion.

El pre-in6culo de bacterias transformadas fue cultivado en 10ml de caldo LB con
antibidticos a 37°C toda la noche. Después el inoculo fue transferido a medio LB fresco y
se cultivd hasta alcanzar la D.O.s00nm 0.6, momento en el cual le fue adicionado el inductor
isopropylthio-B-galactoside (IPTG) (Sigma-Aldrich) en diferentes concentraciones 0.5mM,
1mM, 1.5mM y 2mM. Tras la aplicacion del inductor los cultivos fueron incubados a 37°C
0 15°C, los tiempos de incubacion evaluados estuvieron desde las 2 hasta las 23h.

Posteriormente cultivos fueron centrifugados a 4500 xg durante 10min y los pellets fueron
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conservados a -20°C. Los pellets bacterianos fueron sonicados para provocar la lisis
celular y liberacion de la proteina recombinante, posteriormente los lisados fueron
centrifugados a 16000 xg, y fueron separadas las fracciones soluble (sobrenadante) e
insoluble (pellet). La inducciéon de la expresion de la proteina rTcCS fue visualizada
mediante electroforesis en gel de acrilamida bajo condiciones desnaturantes SDS-PAGE
(Romero et al., 2014, 2015). El marcador de peso molecular utilizado fue Opti-protein XL

Maker (Applied Biological Materials Inc.).

B. Anexo: Resultados induccién de la expresion de la

proteina recombinante

La transformacion de las cepas bacterianas E. coli M15 y BL21 (DE3) con el plasmido
pET21la+ TcCS fue confirmada mediante digestion de ADN plasmidico y electroforesis en
gel de agarosa, donde se evidencia un fragmento de ADN a la altura de 1000pb
correspondiente al gen codificante para la enzima TcCS (Figura 17), de acuerdo a la
secuencia de ADN reportada en la base de datos TritripDB el gen TcCS tiene una longitud
de 999pb (C3747_769g156), el fragmento del ADN de la TcCS insertado en el vector
pET21a+ tenia una longitud de 991pb. La secuenciacion del plasmido pET21la+ TcCS
permitié obtener un fragmento de 1025b y su andlisis en “blastn” encontré una identidad
del 96% del fragmento secuenciado con el gen codificante para la enzima TcCS cepa CL

Brener (XM_800100.1), con lo cual se confirma que el plasmido contiene el gen deseado.

Tras la confirmacion de la transformacion, diferentes variables fueron evaluadas en la
induccion de la expresion de la proteina rTcCS, ya que ciertas condiciones de cultivo
pueden incrementar la expresion de genes, como menores temperaturas, mayores tiempos
de incubacion y bajas concentraciones de IPTG. Buscando el sistema més apropiado para
inducir la expresion de la proteina recombinante se probaron dos cepas de E. coli, sin
embargo, para la expresion de genes en un vector pET (promotor T7) se recomienda la
cepa BL21 (DES3), ya que a esta bacteria se le ha eliminado los genes codificantes para
las proteasas Lon y OmpT, lo cual la hace incapaz de degradar proteinas fordneas (Gopal
& Kumar, 2013).
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.HW C1 C1D C2 C2D C3 C3D MW C1 C1D C2 C2D C3 C3D

Figura 17. Electroforesis de ADN plasmidico de células transformadas E. coli M15 (a) y
BL21 DE3 (b) en gel de agarosa. MW: marcador de peso molecular ADN. C1, C2y C3:
ADN plasmidico sin digerir de las colonias 1, 2y 3. C1D, C2D y C3D: ADN plasmidico
digerido de las colonias 1, 2 y 3. El recuadro en rojo indica las tres bandas
correspondientes al fragmento de ADN esperado del gen de la cisteina sintasa de T.

cruzi en las colonias transformadas.

La proteina TcCS esta formada por 332 residuos de aminoacidos y el peso molecular
estimado es de 35kDa (Fyfe et al., 2012; Lima et al., 2016; Romero et al., 2014).
Inicialmente la induccién de la expresion de la proteina rTcCS se realizé bajo diferentes
concentraciones del inductor, a 37°C, durante 2h en las dos células hospederas, pero no
se observo diferencia entre los tratamientos inducidos comparado al control no inducido,
lo cual llevo a pensar que el periodo de incubacion para la induccién de la rTcCS habria
sido muy corto (resultados no mostrados) y por tanto se decidié prolongar el tiempo y

probar diferentes temperaturas de incubacion.

Posteriormente se evalud la expresion de la proteina rTcCS a una concentracién de 1mM
de IPTG, a 37°C durante mas de 20h de incubacién en los dos sistemas heterdlogos, M15

y BL21 DES3 (Figura 18 a y b), evidenciando en ambos casos una banda por encima de los
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35kDa que se fue pronunciando a través del tiempo, la cual corresponderia a la proteina
rTcCS. Ademas, se decidié evaluar la produccion de la proteina recombinante a 15°C
durante 12h utilizando una concentracion del inductor de 1mM en las dos cepas, como se
observa en la Figura 18c parece no haberse inducido la sobreexpresion de la proteina
recombinante ya que no se evidencia diferencia en el patron de proteinas inducido
comparado con el no inducido a 35kDa para la cepa M15. Sin embargo, como se observa
en la Figura 18c hay una banda mas pronunciada por encima de los 35kDa comparada
con el control no inducido, que indicaria la produccion de la CS recombinante en la cepa
BL21 DES.

Figura 18. Patron de proteinas bajo induccion con diferentes temperaturas y tiempos de

incubacién, en gel SDS-PAGE. MW: marcador de molecular para proteinas. CNI: control
no inducido. (a) patron de proteinas en el tiempo después de inducir la expresion con
1mM de IPTG a 37°C en la bacteria M15. (b) patron de proteinas en el tiempo después
de inducir la expresion con 1mM de IPTG a 37°C en la bacteria BL21 DES3. (c) patron de
proteinas antes y después de la induccion con 1mM de IPTG en bacterias M15y BL21,
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incubadas a 15°C por 12h. Las flechas rojas indican el peso esperado (35kDa) para la
proteina rTcCS.

BL21 M15
37°C 23h 15°C 12h 37°C21h 15°C12h

MW FI FS Fl FS FI FS Fl FS

Figura 19. Patron de proteinas tras sonicacion de bacterias inducidas, en gel SDS-
PAGE. MW: marcador de peso molecular para proteinas. Fl: fraccion insoluble o pellet
tras sonicacion. FS: fraccion soluble o sobrenadante tras sonicacion. Se muestran las

proteinas en las dos cepas inducidas con 1mM de IPTG, a 37°C o 15°C, después de 12h,
21h o 23h de incubacién. La flecha roja indica el peso molecular esperado (35kDa) que

corresponde a la proteina recombinante.

Posteriormente se decidié determinar en qué fraccion estaria quedando la proteina
recombinante, en fraccién soluble o insoluble como resultado de la formacién de cuerpos
de inclusion, por tanto, se realizé sonicacion de los pellets bacterianos inducidos con el fin
de lisar las bacterias y liberar las proteinas. En la Figura 19 se evidencia dos bandas
pronunciadas en torno a los 35kDa que corresponderian a la proteina rTcCS, a pesar de
las diferentes condiciones manejadas en el cultivo, la proteina parecia estar quedando en
cuerpos de inclusién, ya que las bandas pronunciadas se observan solo en la fraccién
insoluble. Para confirmar que en efecto las bandas pronunciadas a la altura de 35kDa
correspondieran a la rTcCS se debia realizar un Western Blot utilizando anticuerpo anti-
His tag, pero desafortunadamente no se conto con la disponibilidad de este insumo. Por
otro lado si la proteina estaba quedando atrapada en cuerpos de inclusion se habria
dificultado su obtencion, ya que tendrian que usarse técnicas bajo condiciones
desnaturantes que podrian afectar su actividad catalitica y en ese caso no ser funcional
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para los ensayos enzimaticos. Por tanto se decidio replantear los ensayos y evaluar el
efecto de los compuestos sobre la actividad de la enzima TcCS usando extractos de
proteinas solubles de T. cruzi, y futuras investigaciones podrian retomar los experimentos
para confirmar la expresion de la proteina recombinante, y en dado caso buscar estrategias

para evitar que la proteina quede en cuerpos de inclusion.
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