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“Metabolismo del hemo en Trypanosomatidos y
aplicacion de derivados tetrapirrolicos con fines
terapéuticos”

En esta tesis abordaremos el estudio del metabolismo del hemo en Trypanosoma cruzi, asi
como alternativas terapedticas para la enfermedad de Chagas, la cual afecta a mas de 7 millones de
personas en el mundo y cuya terapeutica actual es poco eficaz. Se sabe que Trypanosoma cruzi es un
organismo hemodeficiente, por lo tanto, necesita tomar el hemo necesario de su entorno. El camino
metabdlico del hemo comienza con la sintesis de un metabolito especifico de esta via, el &cido 5
aminolevulico (ALA) y su produccion es catalizada por una enzima especifica llamada ALA Sintetasa
(ALA-S), la cual es capaz de producir ALA a partir de succinil-CoA y glicina. A pesar de la probada
hemodeficiencia del parasito hemos podido detectar y cuantificar de forma especifica la presencia de
ALA tanto extracelular como intracelular y una secuencia proteica (TcpHeml), la cual podria
codificar para una enzima tipo aminotransferasa clase Il, regulada por lo niveles de hemo y capaz de
tomar succinil-CoA y acetii CoA como sustratos generando ALA o0 aminoacetona (AA)
respectivamente.

Por otro lado, la captacion y/o disponibilidad de hemo por parte del parasito ha sido postulada,
entre otras, como un posible blanco terapeltico. Los analogos estructurales de estos compuestos son
considerados como posibles drogas con efectos tripanocidas. Es por esto que estudiamos la capacidad
de la aminoporfirina A4, una porfirina sintética, como posible antichagasico para ser utilizada para
tratar la sangre en los bancos de sangre. Otra de las drogas estudiadas en esta tesis es la vitamina C, la
cual, estructuralmente no es un anélago del hemo, pero se vié que en combinacién con Vitamina B12
y Bnz o sola podia tener efectos anti-T.cruzi. Los resultados in vitro e in vivo para esta droga alientan a
considerar su combinacién con Benznidazol como alternativa terapéutica para tratar la enfermedad de

Chagas

Palabras Claves: Trypanosoma cruzi, Acido 5 aminolevulico, Vitamina C, Porfirina A4




“Heme metabolism in Trypanosomatids and
application of tetrapyrrolic derivatives for purposes
therapeutic”

In this thesis we addressed the study of heme metabolism in Trypanosoma cruzi, as well as
therapeutic alternatives for Chagas disease. that affects more than 7 million people in the world and
for which current therapy is ineffective. Trypanosoma cruzi is known to be a hemodeficient organism,
therefore it needs to take the necessary heme from its environment. The heme metabolic pathway
involves the synthesis of a specific metabolite of this pathway, 5-aminolevulic acid (ALA), and its
production is due to the presence of a specific enzyme, the ALA-S enzyme, which is capable of
producing ALA from succinyl-CoA and glycine. Despite the proven hemodeficiency, we have been
able to specifically detect and quantify the presence of both extracellular and intracellular ALA, as
well as a single candidate protein sequence (which we call TcpHem1) that could code for a ligase-type
enzyme capable of taking succinyl-CoA and acetyl CoA and producing ALA or aminoacetone,
respectively, as well as that it is possible that its regulation is given by the heme levels in the culture
medium of the parasite.

On the other hand, the heme uptake and/ or availability to the parasite has been postulated,
among others, as a possible therapeutic target. The avidity of the parasite for porphyrin or heme
compounds has led to consider their structural analogs as possible drugs with trypanocidal effects.
This is why we have studied the capacity of Porphyrin A4, a synthetic porphyrin, as a possible
antichagasic agent to be used to treat blood in blood banks. Another of the drugs studied in this thesis
is vitamin C, which structurally, is not an analogue of heme, but it was seen that in combination with
Vitamin B12 and Bnz or alone it could have anti-T.cruzi effects. The in vitro and in vivo results for
this drug encourage us to consider its combination with Benznidazole as a therapeutic alternative to

treat Chagas disease.

Keywords: Trypanosoma cruzi, 5- aminolevulinic acid, Vitamin C, Porphyrin A4
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Abreviaturas

AA: Aminoacetona

ABCB10: ATP-binding cassette B10
AA-S: Aminoacetona Sintetasa

ACO: Acetil-CoA

ALA: Acido 5 aminolevdlico o levulinico
ALA-D: Acido 5 aminolevdlico dehidrasa.
ALA-S: Acido 5 aminoleviilico sintetasa
A-Px: Ascorbato peroxidasa

ASB: AlbUmina sérica bovina

Bnz: Benizdazol

CCso: Concentracion citotoxica 50
COPROgenlll: Coproporfirindégeno 111
CPGasa: Coproporfirindgeno oxidasa
DMSO: Dimetilsulfoxido

DOVA: Acido 4,5-dioxovalérico
DOVA-T: Acido 4,5-dioxovalérico transaminasa
DNTB: 5,5dithio-bis &cido2-nitrobenzoico
DTU: Unidades discretas de tipificacion
EDTA: Acido etilendiaminotetraacético
FECH: Ferroguelatasa

GSH: Glutation

GSH-Px: Glutation peroxidasa
H,DCFDA: Diacetato de 2", 7" - diclorodihidrofluoresceina.
HMB: Hidroximetilbilano

HMB-S: Hidroximetilbilano sintetasa

HO: Hemoxigenasa




ICs0: Concentracion inhibitoria 50

KBL.: 2-amino-3-cetobutirato Coenzima A Ligasa
MFRN1: Mitoferrina 1

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotido
Nfx: Nifurtimox

PBG: Porfobilindgeno

PBG-D: Porfobilinbgeno deaminasa

PBS: Buffer fosfato salino

PORFIRINA A4: 5,10,15,20-tetra[4-N,N,N-trimetilamoniofenil]porfirina p-tosilato
PPGasa: Protoporfirindgeno oxidasa
PROTO IX: Protoporfirina IX
PROTOgenlX: Protoporfirindgeno IX
PSSM: Matriz de puntuacion sitio-especifica
ROS: Especies reactivas de oxigeno

SCA: Succinil-CoA

SOD: Superéxido dismutasa

Tpx-Px: Triparredoxina peroxidasa

TRIS: Tris(hidroximetil)aminometano

Try: Tripanotiona.

Try-R: Tripanotiona reductasa

URO-D: Uroporfirinégeno decarboxilasa
UROgenllI: Uroporfiringeno Il

URO-S: Uroporfirindgeno 111 sintetasa

WHO: World Health Organization
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Capitulo 1

Metabolismo del hemo
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En este capitulo haremos una descripcion estructural y funcional del grupo hemo, se detallara

la secuencia de reacciones involucradas en su sintesis y degradacion, y las patologias originadas por

alteraciones en esta via metabdlica. Luego se llevard a cabo una descripcion de la enzima 5-

aminolevulico sintetasa, que es la responsable de regular la formacién de hemo, finalizando con una

descripcion de los conocimientos que se tiene acerca de la funcionalidad de esta via en

tripanosomatidos.
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1.1 Hemo: definicidén, estructura y funcion

El hemo pertenece a un grupo de compuestos tetrapirrélicos ciclicos conocidos con el nombre
genérico de “porfirinas”. La estructura del hemo (Figura 1.1) es planar, rigida y aromaética y esta
formada por cuatro anillos pirrélicos (A, B, C y D) unidos entre si por cuatro enlaces meteno (=CH-),
que ademas contienen cadenas laterales sustituyentes en los carbonos de cada pirrol. En el centro del
anillo se ubica un atomo de hierro ferroso (Fe?*), que se une a los cuatro nitrégenos apicales de los
cuatro pirroles. En el caso de tener en su cavidad central al hierro férrico (Fe®*), la estructura

corresponde a la metahemoglobina.

HOOC

COOH

Figura 1.1: Estructura del hemo.

En cuanto a sus funciones, el hemo forma parte de hemoproteinas fundamentales para el
metabolismo celular. ElI grupo hemo puede actuar como transportador de electrones, en los
citocromos, como transportador de oxigeno, en la hemoglobina y mioglobina y constituyendo enzimas
de vital importancia como catalasa y peroxidasa. Esto sélo representa una parte de un papel mucho
més amplio y complejo. Se ha descripto que el hemo acttia como regulador de la expresion de varios
factores de transcripcion. Se le ha relacionado también con el control en canales idnicos de potasio
activados por calcio (Tang et al., 2003) y en la regulacién del ciclo circadiano (Imaizumi et al., 2007).

Recientemente, se le ha adjudicado un papel preponderante en la enfermedad de Alzheimer, aunque
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aun no se sabe si la deficiencia del hemo puede ser una causa del sindrome (Chernova et al., 2011) o si
es consecuencia de los cambios dramaticos que se suscitan con la enfermedad.

El hemo desarrolla un rol regulatorio en la sintesis de algunas proteinas como ser los
citocromos, la mieloperoxidasa, la hemooxigenasa-1, el receptor de transferrina y la primera enzima
de su propia sintesis denominada 5-aminolevulico sintetasa — ALA-S (Kuhl & Imhof, 2014). Sin
embargo, contrariamente al importante papel que desempefia el hemo para la supervivencia de la
celula, altas concentraciones del mismo manifiestan un notable efecto citotoxico (Kumar &
Bandyopadhyay, 2005). Los efectos téxicos del hemo estan dados por la oxidacion, formacién de
uniones cruzadas y agregacion de las proteinas y su ruptura en pequefios péptidos. Por otro lado,
produce degradacion de lipidos por peroxidacion y dafia el ADN mediante estrés oxidativo. Al
presentar propiedades lipofilicas, puede insertarse en las bicapas lipidicas de las membranas celulares
y organelas, como la mitocondria o el nucleo, y desorganizar el citoesqueleto (Gafter-Gvili et al.,

2013).

1.2 Biosintesis de hemo

La sintesis de las porfirinas ocurre practicamente en todo tipo de organismos vivos (Batlle et
al., 1997). Sélo unos pocos microorganismos, bacterias del género Haemophilus y protozoos paréasitos
de la sangre como Trypanosoma cruzi, no son capaces de sintetizarlo y requieren de hemo o un
derivado del mismo para su crecimiento (Madigan et al., 2015).

El camino biosintético del hemo (Figura 1.2) transcurre entre la mitocondria y el citosol, e
involucra ocho pasos; el primero y los tres Gltimos ocurren en la mitocondria, mientras que los cuatro
restantes se llevan a cabo en el citoplasma. La biosintesis comienza con la formacion del acido 5-
aminolevulinico (ALA), para lo cual existen dos vias de sintesis diferentes la del ALA-sintetasa
(ALA-S) y la via de 5 4tomos de carbono (via de 5-C). En la reaccién catalizada por el ALA-S, el
ALA se origina por condensacion de una molécula de glicina con una de succinil-CoA; mientras que
en la via de 5-C, se parte de glutamato el cual, previo pasaje a glutamil-tRNA y luego a glutamato-1-
semialdehido, se convierte por accion de la glutamato-1-semialdehido aminotransferasa en ALA (Wu

et al., 2019). La secuencia de reacciones de la via de 5-C se caracteriza por mantener la integridad del
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esqueleto de 5 atomos de C que posee el glutamato. Mientras que el ALA-S se detecta en tejidos
animales y bacterias no fotosintéticas, ambas vias coexistirian en plantas y microorganismos

fotosintéticos donde la via de 5-C seria dominante (Wu et al., 2019).

A

HN HN//P H_.N’jol/\/coo“
Porfobilinogeno ALA-D i ]
X Via de
ALA-S 5-C
PBG-D

Glicina + SuccinilCoA
Glutamato

A A

Y,
iy = CITOSOL MITOCONDRIA
/ NH  HN \
> A
Hidroximetilbilano w, o
No enzimatico URO-S M

p A
Uroporfirinogeno | a p [ FECH
A A v M
P P ~ v
Uroporfirinogeno 111
- ™ "
Uroporfirina | S 7

URO-D Protoporfirina IX

Uroporfirina 1l PPG-asa

P " v

= g CPG-asa -
~M ™ M

e | 13 3
Coproporfirinogeno | Coproporfirinogeno Il Protoporfirinogeno IX
Coproporfirina | Coproporfirina Il /

Figura 1.2; Camino biosintético del hemo. El esquema representa las enzimas involucradas, su localizacion
celular y sus respectivos sustratos y productos (Adaptado de Wu et al., 2019)

<

Posteriormente, el ALA sale de la mitocondria y una vez en el citosol, dos moléculas de ALA
se condensan, en una reaccion catalizada por la enzima ALA dehidrasa (ALA-D), para formar el
monopirrol porfobilinégeno (PBG). A continuacion, cuatro moléculas de PBG se polimerizan
mediante la accion de la hidroximetilbilano sintetasa (HMB-S) o PBG deaminasa (PBG-D), formando
un tetrapirrol no ciclico, inestable, denominado hidroximetilbilano (HMB). EI HMB es el sustrato de

la uroporfirinégeno 111 sintetasa (URO-S) que lo transforma, invirtiendo, lo que va a ser el anillo D, y
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ciclando el tetrapirrol, en uroporfirinégeno Il (UROgen I111). EI HMB también puede ciclarse no
enziméaticamente formando el isémero | (UROgen I). Luego, EI UROgen IIl se convierte en
coproporfirinégeno 111 (COPROgen I1lI) por la eliminacién secuencial de los cuatro grupos
carboxilicos de las cadenas laterales de acido acético, en una reaccion catalizada por la
uroporfirindgeno decarboxilasa (URO-D).

La siguiente modificacion es la decarboxilacién oxidativa de los grupos propionato de los
anillos pirrélicos A 'y B del COPROgen Il para formar protoporfirindgeno IX (PROTOgen IX). Esta
reaccion es catalizada por la coproporfirinégeno oxidasa (CPGasa), una enzima localizada en el
espacio intermembrana mitocondrial. EI UROgen | también puede ser decarboxilado generando
COPROgen I, pero sélo el COPROgen |1l puede ser convertido en protoporfirina IX. EI PROTOgen
IX se oxida a protoporfirina IX (PROTO IX) por la enzima protoporfirindgeno oxidasa (PPGasa),
localizada en la cara externa de la membrana interna mitocondrial. Esta oxidacion de seis electrones
requiere oxigeno como aceptor terminal de electrones. El paso final en la via biosintética ocurre en la
superficie interna de la membrana mitocondrial, donde un i6n Fe2+ se incorpora a la PROTO IX por
accion de la ferroguelatasa (FECH) dando lugar a ferroprotoporfirina IX o hemo. La FECH forma
parte de un complejo multienzimatico compuesto por el importador de hierro mitocondrial mitoferrina
1 (MFRN1) y el transportador ABCB10 (del inglés ATP-binding cassette B10) permitiendo el
acoplamiento de la importacion de hierro a la mitocondria y su incorporacién a la PROTO IX (Chen et
al., 2010). Un minimo porcentaje de las hemoproteinas son de localizacion intramitocondrial, por lo
gue mayoritariamente el hemo sale de la mitocondria.

En condiciones normales, la biosintesis del grupo hemo es extremadamente eficiente, con un
uso casi total de los intermediarios de porfirina. Salvo casos patoldgicos, no se detectan porfirinas
libres en las células. La sintesis del hemo, se regula a nivel del ALA-S que es la enzima limitante de la
via. En levaduras, existen evidencias experimentales que postulan al ALA-D, mas que al ALA-S,

como enzima regulatoria del camino biosintético del hemo (Araujo et al, 1998).
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1.3 Catabolismo del hemo

La principal via de degradacion del hemo (Figura 1.3) es catalizada por la enzima Hemo-
oxigenasa (HO). Esta enzima es limitante en el catabolismo del hemo y tiene un rol critico en la
homeostasis del hierro, la defensa antioxidante y en los caminos de sefializacion que emplean al
mondxido de carbono (CO) como segundo mensajero (Weng et al, 2003). Existen tres isoformas de
esta enzima en mamiferos HO-1, HO-2 y HO-3. La HO-1 es inducible y su funcion principal es la
degradacion de hemo. HO-2 es constitutiva, se encuentra en concentraciones elevadas en encéfalo
donde, ademas de degradar el hemo, actGa manteniendo la autorregulacion del flujo sanguineo y como
mecanismo de defensa antioxidante previniendo la muerte celular causada por estrés oxidativo. La
HO-3 no tiene asignado adn un rol fisiolégico y su actividad catalitica es baja (Kikuchi et al, 2005;
Zhang et al, 2006).

El primer paso que experimenta el hemo en su catabolismo es la separacion de la apoproteina
gue lo acompafa, que posteriormente se hidroliza en sus aminoacidos constituyentes. EI hemo es
liberado al citoplasma de la célula reticuloendotelial donde es degradado por la HO microsomal. Esta
reaccion requiere de oxigeno molecular y NADPH. La HO produce la apertura del anillo tetrapirrélico
del hemo. Como producto de este paso de oxidacion el hierro es liberado como hierro férrico (Fe3+),
se obtiene un tetrapirrol lineal denominado biliverdina y uno de los carbonos del puente meteno se
convierte en mondxido de carbono (Sato et al, 2007). El segundo paso implica la reduccion de la
biliverdina dando lugar a la formacion de bilirrubina (bilirrubina indirecta). Esta reaccion es catalizada
por la enzima citosolica biliverdina reductasa. Una vez formada la bilirrubina, la misma se asocia a la
albumina, debido a su poca solubilidad en soluciones acuosas a pH fisiologico, y es transportada al
higado donde tienen lugar el resto de las reacciones catabélicas. Bajo condiciones normales, el 98-99
% de la bilirrubina es conjugada por la UDP glucuronil transferasa. Esta enzima, ubicada en el reticulo
endoplasmatico de los hepatocitos, es responsable de la detoxificacion de un amplio grupo de
xenobioticos. La misma adiciona dos equivalentes de acido glucurdnico al tetrapirrol, para producir

mayor solubilidad en agua y asi facilitar su excrecion por la bilis, formando parte del pigmento biliar.
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A esta bilirrubina se la conoce como bilirrubina directa (Tomaro & Batlle, 2002; Vitek & Schwertner,
2007).

Las enzimas bacterianas ubicadas en el tracto intestinal, hidrolizan el grupo glucurénico y
convierten la bilirrubina en urobilindgeno. Algo de éste se absorbe en el intestino y se transporta al
rifidn, donde se transforma en urobilina y se excreta, dando el color caracteristico a la orina. Sin
embargo, la mayor parte del urobilinégeno es convertido en estercobilina, pigmento mayoritario de las
heces. Los productos de degradacion del hemo muestran efectos diferentes, el CO puede modular las
funciones neuronales y cardiovasculares (Kim et al, 2006), mientras que la bilirrubina y biliverdina
tienen propiedades antiinflamatorias y antioxidantes (Tomaro & Batlle, 2002; Shibahara, 2003;

Maines & Gibbs, 2005).

Sistema Reticuloendotelial Hepatocito
NI N
( HEMO
02 + NADPH :
Hemaoxigenasa C Bilirrubina
CO+F >+ NaDP* Directa
Biliverdina
a = UDP glucuronil uop
:::t:‘:;r: C oo transferaza C
o1
A * UoPG
Bilirrubina Bilirrubina
ke Indirecta Indirecta y
b J \ La bilirrubinz directa llega
/ > 3l sistema digestivo via
Bilirrubina + Albimina [ \’ B o
Bilirrubina »
Orina Heces
Indirecta 2% 98 %
Urobilinogeno Estercobilinas

Figura 1.3: Catabolismo del hemo. Formacion de urobilina a partir de hemo. (Kim et al, 2006)

Resumiendo, en el catabolismo del hemo se requieren dos procesos: uno que sea capaz de
alterar la hidrofobicidad de las moléculas que se producen al romperse el nacleo del anillo porfirinico
y otro que sea capaz de retener y almacenar el hierro para su reutilizacion en la sintesis de nuevo

hemao.
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1.4 Aspectos clinicos del metabolismo del hemo

Teniendo en cuenta las funciones y efectos del hemo en el organismo, las alteraciones en su
sintesis, acumulacién y/o degradacién pueden conducir a diversas patologias, que pueden ser de origen
adquirido o hereditario. Particularmente, los defectos enzimaticos de origen genético en alguno de los
pasos de la biosintesis de hemo conducen a enfermedades conocidas con el nombre de Porfirias. Las
porfirias se producen por desérdenes en la actividad de alguna de las enzimas de este camino
biosintético después del primer enzima, el ALA-S. (Batlle et al., 1997; Anderson, 2001). Dicha
alteracion genera un patrén especifico de acumulacion y excrecion de precursores de la sintesis de
hemo, que son los causantes de las manifestaciones clinicas de la enfermedad, como ser cuadros de
fotosensibilizacion, hepatopatias o sindrome neuroabdominal. La alteracion en la actividad de alguna
de las enzimas de la biosintesis de hemo lleva a su blogueo con la consiguiente disminucion del pool
de hemo libre y la desregulacion del ALA-S. Alteraciones en la biosintesis del hemo también pueden
darse bajo circunstancias adquiridas como la intoxicacién con plomo, la cual produce inhibicién de la
enzima ALA-D (Batlle et al., 1997).

Otras situaciones patoldgicas como la anemia Hemolitica, la anemia Falciforme, la Malaria o
la Rabdomiolisis, también pueden alterar la homeostasis del hemo generando un aumento de su forma

libre, con su consecuente citotoxicidad (Corwin & Krantz 2000).

1.5 La enzima 5-aminolevalico Sintetasa (ALA-S)

1.5.1 Caracteristicas generales

La enzima ALA-S se clasifica como transferasa, es dependiente de fosfato de piridoxal y su
actividad inicia con la condensacion de una molécula de glicina y una de succinil-CoA para formar
una molécula de acido 5-aminolevulinico (ALA). Se encuentra presente en todos los organismos
eucariotas no vegetales y en algunas proteobacterias, y fue identificada por primera vez en
Rhodopseudomonas spheroides (Batlle et al., 1997. Esta enzima responde a gran cantidad de

mecanismos de regulacion entre ellos represion/inhibicion por hemo, control por glicina, inhibicion
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por ALA e induccién por drogas porfirinogénicas. En mamiferos, levaduras y el grupo de las o-
proteobacterias, el ALA-S es una enzima homodimérica (Hunter & Ferreira, 2009). Su vida media in
vivo es de alrededor de 60 minutos para el ALA-S mitocondrial de mamiferos y 34 minutos en el
higado fetal de ratas. Su corta vida media es una caracteristica importante relacionada con su
regulacién (Batlle et al., 1997).

Los valores de 1a constante de afinidad (Km) para succinil CoA, glicina y fosfato de piridoxal,
obtenidos con la enzima mitocondrial hepatica parcialmente purificada, son del orden de 50 a 200
UM, 5a20 mMy 1 al0 uM respectivamente (Batlle & Magnin, 1988).

En eucariotas, el ARNm de ALA-S se traduce en una proteina precursora que contiene una
secuencia sefial N-terminal que dirige la importacién a través de las membranas mitocondriales y hacia
la matriz mitocondrial interna, donde se elimina la secuencia sefial y el succinil-CoA, proveniente del
ciclo del &cido citrico, esta disponible para actuar como sustrato (Hunter & Ferreira, 2009). Los
genomas de los vertebrados contienen dos genes ALA-S altamente conservados pero expresados
diferencialmente, uno para la isoforma housekeeping expresada de forma ubicua (ALA-S1) y el otro
para la isoforma especifica de eritroides (ALA-S2) (Hunter, & Ferreira, 2009). Las mutaciones en el
gen humano ALA-S2 pueden provocar anemia sideroblastica ligada al cromosoma X, que se
caracteriza fenotipicamente por la acumulacién de hierro dentro de las mitocondrias de los
eritroblastos (Furuyama & Sassa, 2002).

El ALA-S se clasifica como miembro de la familia a de enzimas dependientes de fosfato de
piridoxal (PLP). Estas enzimas requieren PLP como cofactor obligatorio y catalizan transformaciones
de aminoacidos en las que los reordenamientos de unién ocurren en el atomo de carbono adyacente a
la amina, que forma un enlace aldimina con el cofactor (Alexander et al., 1994). Sobre la base de los
datos de la secuencia de aminoécidos, el ALA-S se clasifico inicialmente como parte de la rama de la
subfamilia de aminotransferasa tipo I, pero analisis recientes basados en datos cristalogréaficos indican
que la enzima se considera méas apropiadamente como parte de la rama de la subfamilia tipo Il

(Schulze, et al., 2006). Esta distincién sutil, pero importante, aumenta en gran medida la probabilidad
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de que el ALA-S haya evolucionado a partir de la glutamato-1-semialdehido aminotransferasa, la
enzima dependiente de PLP responsable de la sintesis de ALA en la via de 5-C.

La enzima ALA-S estd mas estrechamente relacionada con los otros tres miembros de la
subfamilia de la acetiltransferasa dependiente de CoA, o a-0xoamina sintasa. Todas estas enzimas
catalizan reacciones que involucran pequefios aminoécidos, ésteres de CoA y aminocetonas, y aunque
solo se conocen cuatro miembros, las a-0xoamina sintasas son colectivamente de gran importancia
biolégica, porque ademas del importante papel del ALA-S en la biosintesis de hemo, la
palmitoiltransferasa y la 8-amino-7-oxononanoato sintasa catalizan los pasos clave de la sintesis de
esfingolipidos y biotina respectivamente (Hunter & Ferreira, 2009).

La obtencién de las las estructuras cristalinas del ALA-S de Rhodobacter capsulatus con
glicina y succinil-CoA unidos muestran que la enzima es una holoenzima (Astner, 2005). La
resolucion de estas estructuras arrojé una luz sin precedentes sobre las propiedades enzimoldgicas de
esta proteina, incluidas las posiciones relativas de los sustratos, el cofactor, los residuos del sitio activo
y un bucle de aminoacidos conformacionalmente mévil que se cierra sobre el sitio activo en el sustrato
unido (Figura 1.4) El cofactor (PLP) reside 20 A por debajo de una hendidura del sitio activo, formada
en la interfaz de la subunidad, precisamente en el centro de la estructura en un entorno no acuoso. Es
importante destacar que la identidad de secuencia del 49 % entre la enzima de R. capsulatus y el
nicleo catalitico del ALA-S2 humano, hace que las estructuras de la bacteria sean modelos excelentes
para estudios detallados de ALA-S de mamiferos, asi como para predecir las relaciones entre las

mutaciones de ALA-S2 humano y la anemia sideroblastica.
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Figura 1.4: Caracteristicas estructurales del nlcleo catalitico del ALAS. Ay B: vistas lateral y superior,
respectivamente, que ilustran la estructura dimérica, la posicion del sitio activo en la interfaz de la subunidad y
los sustratos. El cofactor esté casi exactamente en el centro de la estructura. EIl bucle del sitio activo
conformacionalmente mévil es de color marrén claro. C: Estructura superficial monomeérica desde la perspectiva
de la subunidad adyacente con PLP-glicina (con carbonos amarillos) y succinil-CoA (con carbonos blancos)
unidos. Las conformaciones abiertas y cerradas del bucle del sitio activo estan en rojo. D: modelo estructural
para interacciones de enlaces de hidrogeno con el intermedio a-amino-f-cetoadipato unido a PLP (Hunter &
Ferreira, 2009).

En el caso del ALA-S de higado de rata, se sabe que la enzima citosélica contiene 642
aminoacidos (peso molecular aproximado 70.000) de los cudles 586 daran origen a la enzima

mitocondrial madura y los 56 restantes constituyen la pre-secuencia mitocondrial ((Batlle & Magnim,

1988).

1.5.2 Mecanismo de accion

En base a lo publicado por Hunter & Ferreira (2009) el mecanismo de accién del ALA-S se

resume en la Figura 1.5.
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Figura 1.5: Mecanismo propuesto para la formacion de ALA por la via del ALA-S. Las reacciones se describen
detalladamente en el texto. R: -CHs; R': -CH,-0-PO3H>

Se parte de la proteina unida al PLP mediante el &tomo de nitrégeno del anillo pirimidinico y una base
de Schiff que se establece entre el aldehido del cofactor y un grupo -e-amino de un residuo lisina de la

cadena polipeptidica. La reaccion comienza cuando la glicina se condensa con el PLP para formar una
nueva base de Schiff (1). Luego el protéon Hr de este complejo es liberado y capturado por un grupo

bésico de la enzima, origindndose un carbanion estable (11) que reacciona con el &tomo de carbono del

carbonilo electrofilico de la succinil CoA para producir un intermediario inestable, el 4cido 2-amino-3-

cetoadipico (I11). Durante esta Gltima conversion, el proton Hr unido a la proteina se intercambia con

un proton Hy proveniente del medio. A continuacion, el acido 2-amino-3-cetoadipico, aun unido a la
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enzima, se decarboxila para dar (IV), se adiciona el protdn Hy (V) y por hidratacion el ALA se libera

del complejo enzima-PLP.

1.5.3 Caracteristicas genomicas del ALA-S en los distintos organismos

e Mamiferos

Como ya mencionamos, en mamiferos existen dos isoformas de ALA-S codificadas por dos
genes distintos (Figura 1.6): la isoforma 1 (ALA-S1) de expresion constitutiva en todas las células y la
isoforma 2 (ALA-S2) o isoforma eritroide, que se expresa exclusivamente en células precursoras
eritroides y es la responsable de la sintesis de hemo para la hemoglobina (lkushiro et al., 2018).
Ambas isoformas se diferencian principalmente en su mecanismo regulador. ALA-S1 se expresa
mayormente en las células hepaticas, como también en su nivel basal en todas las células del ser
humano. ALA-S2 se expresa exclusivamente en las células eritroides, donde ALAS1 deja de
expresarse cuando comienza la funcion de ALA-S2 (Chiabrando et al., 2014). El gen ALA-S1 (16 Kb)
estd localizado en el brazo corto del cromosoma 3 (3p21.2), Consiste en diez exones codificantes
(exones 2-11) y dos exones adicionales no codificantes (exones 1A y 1B) en la region no traducida 5’
(5°’UTR). (Roberts & Elder, 2001).

El gen ALA-S2 se localiza en el brazo corto del cromosoma X (Xpl11.21) con una extension
de 22 Kb. Consta de diez exones codificantes (exones 2-11) y un exdn no codificante (exén 1) en la
region 5’UTR, que contiene un elemento de respuesta a hierro.

ALA-S1 y ALA-S2 presentan distintas zonas promotoras, pero ambos poseen las mismas
organizaciones de exones/intrones. Por lo tanto, se parecen en la secuencia de los aminodcidos

(Braidotti et al., 1993).
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Figura 1.6: Estructura de los genes que codifican las dos isoenzimas de ALA-S, en mamiferos (Chiabrando et al.,

2014)

e Procariotas

En procariotas, el ALA-S solo fue encontrada en el grupo de o-proteobacterias. En
Caulobacter crescentus, una bacteria Gram-negativa miembro de las proteobacterias, el ALA-S es una
proteina de 408 aminoécidos con una masa molecular de aproximadamente 44,273 KDa. El ALA-S de
esta especie es mas chica que las ALA-S eucariotas tipicas las cuales suelen tener entre 587 y 641
aminoacidos y la secuencia de aminoacido predicha comparte entre un 48% y 49% de identidad con
las isoformas ALA-S1 y ALA-S2 de mamiferos respectivamente. En la figura 1.7 se muestra el
alineamiento del ALA-S proveniente de distintos origenes procariéticos. En Escherichia coli la

enzima ALA-S es codificada por los genes hemA y hemM.
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Figura 1.7: Alineacion de secuencias de ALAS de varias especies. La secuencia de aminoécidos de ALAS de
C.crescentus se compard con ALAS1 humano (isoenzima doméstico no especifico), ALAS2 humano (isoenzima
especifico eritroide), Sphingomonas WHSC8 (S.WHSC8) ALAS y R. capsulatus ALAS. La alineacion fue
realizado con Genetyx (Sofware Development Co., Fukuoka, Japén) y ESPript58. Los residuos de lisina que se
predice que se unirdn a PLP se resaltan en amarillo y se marcan con circulos. Adaptado de Ikushiro et.al., 2018.

e |evaduras

La enzima ALA-S fue ampliamente estudiada en Saccharomyces. cereivisae. Brown et al.
(2018), presentaron la estructura cristalina de la enzima en esta fuente. Al igual que las ALA-S de
otros grupos eucariotas y de proteobacterias, esta enzima es homodimérica y PLP dependiente. En la
estructura presentada, una de las subunidades contiene unido el cofactor PLP, mientras que el sitio de
union para esta molécula se encuentra libre. En la estructura cristalina asi obtenida se puede observar
como la union del cofactor produce un reordenamiento del sitio activo de la enzima y de regiones
adicionales para lograr la 6ptima conformacién activa de la enzima. Por otro lado, la region C-terminal
resultd ser de gran importancia para la actividad de ALA-S, ya que se encuentra en contacto directo
con el sitio activo de la enzima. Esta region contiene entre 35 y 60 residuos y solo se encuentra
presente en las ALA-S eucariotas. Las mutaciones asociadas a esta region son responsables de

patologias humanas debido a una hiperactividad enzimatica o pérdida parcial de funcion. La extension
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C-terminal podria estar involucrada en la interaccion con otra enzima, la succinil-CoA sintetasa, la
cual provee de Succinil CoA al ALA-S.

En S. cereivisae, el ALA-S esta codificada por el gen HEM1; su falta de funcion produce
mutantes auxotrofos para &cidos grasos insaturados, ergosterol y metionina. Estas células pueden ser
mantenidas mediante la suplementacion con ALA en el medio de cultivo. HEM1 se encuentra
localizado en el cromosoma IV y su producto es una proteina citoplasmatica inactiva de 59 kDa la cual
es procesada para ser transportada a la matriz mitocondrial dando origen a la version activa del ALA-S
la cual tiene un peso aproximado de 56 KDa y estd compuesta por 548 aminoacidos. Este gen esta

regulado por la presién de oxigeno y la disponibilidad de glucosa.

N-terminus (G70)

Pyridoxyl-lysine 5
SubunitB

Subunit B D281%8

Figura 1.8: Estructura del ALA-S de S. cereivisae. (Brown et al., 2018)

1.5.4 Regulacién por hemo del ALA-S

Se han identificado cinco mecanismos por los cuales el hemo libre regula negativamente la

expresion de ALA-S1 (Figura 1.9). El hemo inhibe la transcripcion del gen ALA-S1 (Srivastava et al.,
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1988; Yamamoto et al., 1982), reduce la estabilidad del ARNm (Hamilton et al., 1991) e inhibe su
traduccion impidiendo la elongacion de la cadena polipeptidica (Yamamoto et al., 1983). Ademas,
modula la entrada del precursor proteico de ALA-S-1 al interior de la mitocondria, donde ejerce su
actividad (Yamauchi et al., 1980). La union de hemo al dominio HRM de ALA-S1 impide su
transporte al interior de la mitocondria (Lathrop & Timko, 1993). Por ultimo, se ha descripto un
mecanismo por el cual el hemo promueve la eliminacion de la proteina madura ALA-S1 a través de
proteasas dependientes de ATP del sistema proteolitico mitocondrial (Kubota et al., 2016; Tian et al.,

2011).
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Figura 1.9: Regulacion de ALA-S1 por hemo. El esquema muestra los cinco puntos de regulacion de la
expresion del ALA-S1. El control negativo se ejerce a nivel de (1) transcripcion del gen, (2) estabilidad y (3)
traduccién del RNAm, (4) translocacidén de la proteina madura a la mitocondria y (5) degradacion por proteasas
del ALA-S mitocondrial (Kubota et al., 2016; Tian et al., 2011)

27



1.6 Biosintesis de hemo en tripanosomatidos

Los tripanosomatidos son un grupo de pardsitos protozoarios de importancia médica y
veterinaria que incluyen a Trypanosoma spp y Leishmania spp. Algunos miembros del grupo son:
Trypanosoma brucei, agente causante de la enfermedad del suefio; Trypanosoma cruzi, que causa la
enfermedad de Chagas; y Leishmania spp, que causa la leishmaniasis de tipo visceral, cutanea y
mucocutanea. Son microorganismos hemoflagelados que requieren del agregado de compuestos
hémicos (hemina, hematina o hemoglobina) para ser cultivados in vitro. Estos requerimientos
nutricionales, estan asociados con la incapacidad de biosintetizar hemo (Lombardo et al., 2003;
Tripodi et al., 2011). Sin embargo, existen reportes que avalan la existencia de un camino biosintético
para las porfirinas parcialmente funcional (Salzman et al., 1982; Salzman et al., 1986 a y b; Lombardo
et al., 2003), mientras otros autores consideran que el parasito carece totalmente de esta via metabélica
(Cupello et al., 2014).

A partir de los estudios de Salzman et al. (1982; 1986 a y b) basados en la determinacion de
precursores (ALA y porfobilinogeno), porfirinas y actividades enzimaticas involucradas en la sintesis
de hemo, concluyeron que T. cruzi conserva funcionales la primera y la Gltima de las enzimas de esta
via, ALA-S y FECH, ambas de localizacién mitocondrial. Por otro lado, un estudio extensivo a nivel
de genoma de L. major, L. infantum y L. braziliensis permiti6 identificar genes homdlogos para las
tres Ultimas enzimas del camino: CPG-asa, PPG-asa y FECH (Kofeny et al., 2013) En el caso de T.
cruzi, la busqueda de los genes de las enzimas citoplasmaticas de este metabolismo arrojo resultados
negativos, lo que concuerda con el hecho de que el parasito solo puede crecer en presencia de hemina
0 proto IX.

Nuestro grupo de investigacion también obtuvo resultados que avalarian una via de sintesis de
hemo parcialmente funcional, al detectar en cultivos de epimastigotes la presencia de ALA, tanto en el
interior del parasito, como en el medio de cultivo (Lombardo et al., 2003). A pesar de no observar
actividad de ALA-S in vitro, los niveles de ALA intracelular fueron significativos al igual que la
cantidad de ALA excretado al medio. EI 98% del ALA sintetizado por el parasito es excretado al

medio extracelular, esta eliminacién podria evitar un posible efecto citotoxico en el interior de la
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célula y pone de manifiesto la falta de funcionalidad de la via encargada de metabolizarlo (ALA-D y
demaés enzimas citosélicas). Respecto de la via de 5-C, fue posible detectar en miembros de la familia
Trypanosomatidae, actividad de una transaminasa capaz de convertir el &cido 4,5-dioxovalérico
(DOVA) en ALA, denominada DOVA transaminasa (DOVA-T) (Salzman et al., 1982; Salzman et al.,
1986; Srivastava et al., 1997). Cabe aclarar que al momento de estas publicaciones se consideraba al
DOVA como intermediario mas probable de la via de 5-C, en lugar del glutamato-1-semialdehido
posteriormente confirmado. Independientemente de esto, la ausencia de DOVA intra- y extracelular y
los bajos niveles de actividad de DOVA-T (insuficientes para justificar la cantidad de ALA
cuantificado) llevaron a descartar esta via como responsable de la produccion de ALA.

Relacionado con la actividad del ALA-S, nuestro grupo detect6 la presencia de una molécula
no proteica, de bajo peso molecular, inestable al calor, que es capaz de inhibir la actividad de esta
enzima proveniente de bacterias fotosintéticas (Lombardo et al., 2003). La capacidad inhibitoria de
esta molécula se incrementa al aumentar los niveles intracelulares de hemo.

Considerando que el género Leishmania posee genes homélogos para las tres Gltimas enzimas
de la via y el género Trypanosoma es totalmente deficiente en la sintesis de hemo, Koieny et al.
(2013) postulan, para todos los tripanosomatidos un ancestro comun totalmente hemo-deficiente, a
partir del cual Leishmania por transferencia génica horizontal a partir de una y-proteobacteria,
incorporo las secuencias que codifican para CPG-asa, PPG-asa y FECH.

Al igual que ocurre para otros metabolitos esenciales para el parasito que deben ser
suministrados por el hospedador, T. cruzi posee para el hemo transportadores especificos (TCHTE) que
le proporcionan los niveles intracelulares necesarios (Merli et al., 2016) Este transportador presenta
una secuencia 55% homologa al del transportador LHR1 descripto para la captacion de hemo en L.
amazonensis. Si bien los niveles intracelulares de hemo podrian ser regulados por estos
transportadores, en T. cruzi y Leishmania donovani, hay evidencias de actividad de hemo oxigenasa y
biliverdina reductasa, que son las enzimas encargadas de degradar el hemo a bilirrubina (Ciccarelli et

al., 2007) La presencia de ambas enzimas es importante porque evitan la citotoxicidad, mediada por la
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generacién de especies reactivas de oxigeno, que producen altos niveles de hemo (Ciccarelli et al.,
2007).

En conclusidn, T. cruzi es incapaz de llevar hasta el final la sintesis de hemo, por lo que debe
incorporarlo mediante transportadores especificos desde el medio extracelular. Su incapacidad para
completar la sintesis de hemo se deberia a la ausencia de las enzimas citoplasméticas de dicho
metabolismo, pero es posible que aln conserve las enzimas mitocondriales de esta via. La presencia de

estas enzimas y su rol fisiolégico en el parasito no esta ain esclarecida.
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Capitulo 2

Trypanosoma cruzi y Enfermedad de Chagas
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Trypanosoma cruzi es el microorganismo objeto de estudio en esta tesis. A continuacién,

expondremos los aspectos mas relevantes relacionados con su clasificacion, morfologia, ciclo de vida

y caracteristicas genéticas. Por ser el agente etiolégico de la enfermedad de Chagas, también en este

capitulo se resumen los aspectos clinicos mas salientes de esta parasitosis y se revisan las principales

bases que sustentan las distintas perspectivas terapéuticas en la tripanosomiasis americana.
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2.1 Trypanosoma cruzi

2.1.1 Clasificacion

Trypanosoma cruzi perteneces a la familia Trypanosomatidae, orden Kinetoplastida. Esta
familia la componen protozoos flagelados que se caracterizan por la presencia de una organela
denominada kinetoplasto (Figura 2.1). Esta organela se encuentra en la base del flagelo y contiene
redes de DNA unidas entre si y forma parte de una gran mitocondria. Ademas, existe la asociacion de
estructuras membranosas con el kinetoplasto (De Souza, 2000).

La ubicacion taxondmica de T. cruzi es la siguiente (Levine et al., 1980): Reino: Protista,
Subreino: Protozoa, Filo: Sarcomastigofora, Clase: Zoomastigofora, Orden: Kinetoplastida, Familia:

Trypanosomatidae, Género: Trypanosoma, Subgénero: Schizotripanum, Especie: T. (S.) cruzi.

Reservosomas

Microtibulos
Subpeliculares

Nucleolo

Citostoma

Axonema ) .
Acidocalcisoma

Vacuola Contractil Mitocondrion

Bolsillo Flagelar

Kinetoplasto Glicosoma

Figura 2.1: Esquema de las estructuras celulares de T.cruzi. Se puede observar la posicion de kinetoplasto con el
flagelo y su extension en el cuerpo del parésito.(Cavalcanti & de Souza, 2018).

T. cruzi es una especie heterogénea con alta diversidad genética y fenotipica, que ha sido
clasificada en seis unidades discretas de tipificacion (UDTs, Tcl-TcVI) gracias a los trabajos de
Breniere et al. (2016) quienes realizaron una reconstruccion filogenética mediante arboles de maxima

verosimilitud basados en genes mitocondriales comunes en bases de datos. Asi propusieron una nueva
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agrupacion considerando la expresién de tres genes, dos mitocondriales (CytB y COIlI) y uno nuclear
(Gpi). Estas UDTs se definen como un conjunto de cepas que se encuentran genéticamente mas
relacionadas entre si que con cualquier otra cepa y que son identificadas por medio de marcadores
genéticos, moleculares o inmunoldgicos. Esta diversidad genética ha sido asociada con diferentes

distribuciones geograficas y ciclos de transmision (Zingales et al., 2009).

2.1.2 Estadios morfoldgicos y ciclo de vida

Dependiendo de la presencia o ausencia del flagelo y de la posicion del kinetoplasto en
relacion a la posicion del nucleo, se caracterizan en el ciclo de vida tres estadios morfoldgicos:
amastigote, epimastigote y trypomastigote (De Souza, 2000, Goncalves et al., 2018). En la Figura 2.2
se muestra un esquema de los tres estadios morfoldgicos que se describiran a continuacion.

o Tripomastigote: Este estadio es infectivo y no replicativo. El paréasito presenta un flagelo y una
membrana ondulante a lo largo de todo el organismo. El kinetoplasto esta situado en la regién
posterior al ndcleo. Los tripomastigotes se encuentran en células de tejidos y sangre de los
hospedadores mamiferos (forma circulante), en intestino posterior, heces y orina del
hospedador invertebrado (forma metaciclica), en cultivos axénicos (forma estacionaria de

crecimiento) y en cultivos celulares en fase liquida (De Souza, 2000; Zaidenberg et al., 2000).

Tripomastigote \

Figura 2.2: Estadios morfoldgicos de T.cruzi. Se
observan los tres estadios del ciclo de vida del
parasito Trypanosoma cruzi. De arriba hacia abajo:
Tripomastigote, Epimastigote y Amastigote.

Kinetoplasto
Epimastigote

Arastigote

Nucleo
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e Epimastigote: Es la forma extracelular y replicativa presente en el intestino de los triatominos.
Los epimastigotes se transforman en trypomastigotes metaciclicos y se encuentran en el
intestino del vector aproximadamente entre 6 y 16 dias. Son organismos alargados, que
presentan el flagelo en el centro del cuerpo y el kinetoplasto en la parte anterior al nicleo
(Buckner & Navabi, 2010). Cuando T. cruzi se mantiene en cultivos celulares, esta forma se
observa en la fase logaritmica de crecimiento.

o Amastigote: Es una forma replicativa intracelular presente en mamiferos. Presenta una forma
en espérical y sin flagelo. Se agrupan en cistos y pueden pasar al estadio trypomastigote
(Buckner & Navabi, 2010). Aunqgue el estadio amastigote esta definido como intracelular
obligado, también puede ser hallado en el insecto vector durante la fase temprana de la
infeccion, en sangre de ratones infectados y en cultivos libres de células (Zaidenberg et al.,

2000)

Trypanosoma cruzi tiene un ciclo biolégico complejo (Figura 2.3), caracterizado por una
sucesion de distintas formas morfoldgicas que circulan a través de ciclos domésticos y salvajes en los
cuales esta involucrada la especie humana, un vector hemat6fago y mamiferos que cumplen la funcién
de reservorios (Tyler & Engman, 2001; Navarro et al., 2003). La transmision es iniciada cuando los
hospedadores invertebrados (insectos hematéfagos pertenecientes a la familia Hemiptera y Ruduvidae)
se alimentan mediante la ingesta de sangre y liberan por materia fecal trypomastigotes metaciclicos
(1). Estos tripomastigotes penetran las células del hospedador y se transforman en amastigotes (2). Los
amastigotes se multiplican hasta llegar a la capacidad maxima que soporta la célula (3), en ese
momento, se transforman en tripomastigotes y producen la ruptura de la célula siendo liberados
nuevamente al torrente sanguineo del hospedador (4). Los tripomastigotes sanguineos pueden ingresar
al intestino de un nuevo triatomino si este se alimenta de la sangre del hospedador (5). Los
tripomastigotes, en el instestino del triatomino, se diferencian a epimastigotes, donde también se
multiplican por fision binaria (6 y 7). En el intestino medio, los epimastigotes se diferencian en
tripomastigotes metaciclicos y seran expulsados mediante la materia fecal cuando el triatomino vuelva

a alimentarse iniciando el ciclo de infeccion (8).
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Figura 2.3: Esquema representativo del ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.
Los pasos se detallan en el texto (Imagen tomada de la Centers for Disease Control and Prevention Image
Library).

2.1.3 El genoma de T. cruzi

La secuencia gendmica de T. cruzi fue publicada junto con las secuencias gendmicas
completas de Leishmania major y T. brucei en 2005 (El-Sayed et al., 2005a). Juntos estos tres
parasitos se conocen como TriTryps. Se identificaron 22.570 genes que codifican para proteinas y
aproximadamente la mitad del genoma esta cubierto por secuencias repetitivas. El proyecto “genoma
de tripanosomatidos™, también reveld 6.200 proteinas presentes en todos los TriTryps que representan
blancos potenciales para drogas de amplio espectro. Sin embargo, el 50% de estos genes codifican
para proteinas hipotéticas con funcion desconocida (Clayton, 2010; Callejas-Hernandez et al., 2019).
T. cruzi posee un genoma diploide estimado en aproximadamente 60,4 Mb (El-Sayed et al., 2005b).

Diferentes analisis de densitometria y electroforesis de campo pulsante han permitido identificar 55
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cromosomas en el parésito, aunque existen variaciones entre cepas (Branche et al., 2006; Reis-Cunha
et al., 2015; Reis-Cunha et al., 2018). La secuenciaciacion con tecnologia nanopore permitio mejorar

el ensamblado del genoma de T.cruzi (Diaz-Viraqué et al., 2019).

2.2 Enfermedad de Chagas

2.2.1 Descripcion general y distribucion

La enfermedad de Chagas, también llamada tripanosomiasis americana, es una enfermedad
potencialmente mortal causada por el parasito protozoo Trypanosoma cruzi. Se encuentra sobre todo
en zonas endémicas de 21 paises de América Latina (Schofield et al., 2006) donde se transmite a los
seres humanos principalmente por las heces de insectos triatomineos conocidos como vinchucas,
chinches o con otros nombres, segun la zona geogréafica (WHO 2004). La infeccion también se puede
adquirir mediante transfusién de sangre, transmision congénita (de la madre infectada a su hijo) y
6rganos donados, aunque estos modos de transmision son menos frecuentes. Se calcula que en el
mundo hay entre 6 y 7 millones de personas infectadas por Trypanosoma cruzi (WHO 2021). La
enfermedad lleva el nombre de Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, médico e investigador brasilefio que
la describié en 1909. En mayo de 2019, en cumplimiento de la decision de la 72.2 Asamblea Mundial
de la Salud, se estableci6 el Dia Mundial de la Enfermedad de Chagas para su celebracién el 14 de
abril (dia de 1909 en que Carlos Chagas diagnostic6 el primer caso humano de la enfermedad, en una
nifia de dos afios llamada Berenice).

Inicialmente, la enfermedad de Chagas estaba confinada a las zonas rurales de la Regién de las
Américas, principalmente América Latina (no en las islas del Caribe). Debido principalmente a la
mayor movilidad de la poblacion en los Gltimos decenios, la mayoria de las personas infectadas ha
pasado a vivir en entornos urbanos (proceso de urbanizacion) y la enfermedad se ha ido detectando
cada vez més en los Estados Unidos de América y el Canadd, en muchos paises europeos y en algunos

africanos, del Mediterraneo Oriental y del Pacifico Occidental (Figura 2.4)
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M Endémico
- No endémico, pero presente

Figura 2.4: Mapa de la distribucion de la Enfermedad de Chagas en el mundo hasta 2015. Las areas endémicas se
muestran en rojo y aquellas donde se han detectado casos, pero no es endémica se muestran en rosa (Imaz-
Iglesia et al.,2015)

2.2.2 Formas de transmision

T. cruzi se transmite a los humanos por via hematéfaga mediante insectos triatominos,
llamados por varios nombres locales, que incluyen vinchuca en Uruguay, Argentina, Bolivia y
Paraguay, bar beiro en Brasil, Pito en Colombia, chipo en Venezuela, y chin chorro en Ecuador. Estos
insectos se encuentran comunmente en areas pobres con condiciones de vivienda insalubres. La
clasificacion actual de Triatominae reconoce 137 especies en el orden hemiptera, familia Reduviidae,
subfamilia Triatominae agrupadas en 18 géneros (Vallejo et al., 2009; Galvéo et al., 2003) Entre ellos,
Triatoma y Rhodnius y, en menor medida, Pan strongylus tienen la mayor importancia epidemioldgica
como vectores de Trypanosoma cruzi.

En América Latina, el parasito T. cruzi se transmite principalmente por contacto con las heces
o0 la orina infectadas de triatominos que se alimentan de sangre. Por lo general, esos insectos que
albergan los parasitos viven en las grietas y huecos de paredes, en tejados de casas y estructuras
exteriores, como gallineros, corrales y almacenes, en zonas rurales y suburbanas. Normalmente
permanecen ocultos durante el dia y entran en actividad por la noche para alimentarse de la sangre de
mamiferos, entre ellos los humanos. En general, pican en zonas expuestas de la piel, como la cara, y

defecan/orinan cerca de la picadura. Los parasitos penetran en el organismo cuando la persona picada
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se frota instintivamente y empuja las heces o la orina hacia la picadura, los o0jos, la boca o alguna
lesion cutanea abierta.

Si bien la principal via de transmision de Trypanosoma cruzi a humanos ocurre a través de
insectos triatominos, existen otras formas de contraer la infeccion como ser, por transfusion sanguinea,
transmision congénita, trasplante de 6rganos, la ingestion de alimentos contaminados con parasitos y
los accidentes de laboratorio. Las transfusiones de sangre son otro mecanismo muy comun de
transmision de la enfermedad de Chagas en humanos en Ameérica Latina, Europa, y Estados Unidos
(Castro, 2009).

La enfermedad de Chagas en humanos, reportada en areas no endémicas de Europa y las
Américas, especificamente en los Estados Unidos, proviene de personas que adquirieron la infeccion

en paises endémicos (Schmunis, 2007) o a través de la inmigracion (Milei et al., 2009).

2.2.3 Signos y sintomas

Se pueden distinguir dos fases de la enfermedad: aguda y crénica. La fase aguda se caracteriza
por una elevada afectacién parasitaria tisular y sanguinea, y sintomas inespecificos. En una segunda
fase indeterminada, el paciente es seropositivo, pero permanece asintomatico. Finalmente, la fase
crénica, que suele ocurrir 10-30 afios después de la infeccion (Coura, 2007).

En los seres humanos, después de la infecciéon y un periodo de incubacién de 6-8 semanas,
comienza la fase aguda de la enfermedad de Chagas. En ausencia de un tratamiento especifico, la
enfermedad persiste durante unos dos meses con pocos sintomas caracteristicos y una tasa de
mortalidad del 2 al 8%, especialmente en los nifios. Después de la fase aguda, que a menudo no se
diagnostica (y por lo tanto no se trata), el paciente presenta fuertes evidencias de inmunidad, pero tiene
tendencia a permanecer infectado (Sanchez-Sancho et al., 2010).

Los sintomas de la fase aguda, si los hubiese, son leves y normalmente no produce mas que
una tumefaccion local en el sitio de la infeccion, una lesion nodular o forinculo, generalmente
Illamado chagoma, que puede aparecer en el sitio de la inoculacion. Ademas, puede presentar otras

manifestaciones que incluyen fiebre, anorexia, linfadenopatia, hepatoesplenomegalia leve y
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miocarditis. El signo de Romafia (tumefaccion palpebral unilateral y periocular) puede aparecer como
resultado de la contaminacion conjuntival con las heces del vector (Coura, 2007).

Tras las fases iniciales de la infeccién, los pacientes sin tratar entran en una fase crénica que
es inicialmente asintomatica. Posteriormente, el 20-30% de los pacientes desarrollan anomalias
cardiacas, el 10% patologias del tracto digestivo como megaes6fago y megacolon (Oliveira et al.,
2009) y menos del 5% de los pacientes desarrollan una forma neuroldgica de la enfermedad. Muchas
de las personas pueden permanecer asintomticas de por vida y nunca desarrollar sintomas
relacionados con Chagas (Oliveira et al., 2009; Teixeira et al., 2006).

La manifestacion mas grave de los pacientes con la infeccidn crénica con Trypanosoma cruzi es una
cardiopatia, con o sin insuficiencia cardiaca congestiva, que puede causar muerte subita. La etiologia
de la cardiopatia chagasica es probablemente multifactorial (Tanowitz et al., 2009). Aunque la
comprension actual de la cardiopatia chagésica apunta hacia una etiologia mixta (Bonney & Engman,
2008), en la que el paréasito estaria directamente involucrado en la produccién de dafio miocardico

(Belloti et al., 1996).

2.2.4 Tratamiento

2.2.4.1 Drogas anti-T.cruzi

Desde los comienzos de los afios 70 dos drogas han sido usadas para el tratamiento de la
enfermedad: Nifurtimox (Nfx) y Benzidazol (Bnz). EI Nfx [5-nitrofurano (3-methyl-4-(5'-
nitrofurfurylideneamina) tetrahydro4 H-1,4-tiazina-1,1-dioxido] fue aprobado para su uso en 1965; en
tanto que el Bnz [2-nitroimidazol (N-benzyl-2-nitroimidazol) acetamida] fue lanzado al mercado en
1971 (Davies, 2007). Estas dos drogas son a la fecha las Unicas internacionalmente aprobadas por las
entidades reguladoras de drogas farmacéuticas (Gilbert et al., 2003). Respecto al Nfx, cabe mencionar
que a partir de los afios 80 se ha comercializado de manera discontinua, primero en Brasil y luego en

Argentina, Chile y Uruguay.
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Otros dos medicamentos alternativos para el tratamiento de la enfermedad de Chagas son el
alopurinol e itraconazol que se han utilizado en algunos casos seleccionados y en determinadas

condiciones (Apt et al., 2003). En la Figura 2.5 se muestran las estructuras de las drogas descriptas.
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Figura 2.5: Estructura de las drogas utilizadas en el tratamiento de la enfermedad de Chagas.

2.2.4.2 Mecanismos de accion y efectos colaterales

° Nifurtimox: ElI modo de accién del Nfx involucra la generacién del radical nitroanion
por nitroreductasas que, en presencia de oxigeno, generan intermediarios reactivos altamente toxicos,
gue producen dafio oxidativo en las células del parasito (Docampo & Moreno, 1986). Los efectos
secundarios negativos de Nfx incluyen anorexia, pérdida de peso, alteraciones psiquicas, excitabilidad
o somnolencia y manifestaciones digestivas tales como nauseas, vomitos y ocasionalmente coélico
intestinal y diarrea, erupciones cutaneas, neuritis periférica, depresion de la médula 6sea y pérdida de
memoria. Las contraindicaciones del tratamiento incluyen la presencia de una grave enfermedad
hepética o renal y no debe utilizarse durante el embarazo (Manarin et al., 2008)

. Benznidazol: En el Bnz el modo de accién no es Gnicamente el dafio oxidativo, ya que
se requieren concentraciones elevadas para provocar la muerte celular a traves de este mecanismo. La
accion del Bnz involucra interacciones covalentes de la droga con algunos componentes del parasito

como ser DNA, lipidos o proteinas (Maya et al; 2007; Manarin et al., 2008). Los efectos secundarios y
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contraindicaciones mas importantes de benznidazol incluyen dermatitis en el 20-25% de los pacientes,
intolerancia digestiva (5% de los pacientes) como vomitos y dolor abdominal, polineuritis, depresion
de la médula dsea y hepatitis. Otros efectos secundarios pueden ser anorexia, dolor de cabeza y fatiga.
También se han descripto mialgia e insomnio sin interrumpir el tratamiento (Viotti et al., 2009) La
aparicion de linfomas, asi como las propiedades mutagénicas y cancerigenas también se han observado
en animales de experimentacion (conejos y ratones) tratados con Bnz (Teixeira et al., 1994). Sin
embargo, una amplia revision de miles de los pacientes tratados con estos farmacos, por varios
autores, no demostraron tales efectos (Viotti et al., 2009). Por otro lado, y mediante técnicas de
metabolémica, se ha podido determinar que el Bnz es capaz de formar aductos con los tioles libres
quitdndolos del pool de tioles celulares y dejando a la célula vulnerable a los efectos del stress
oxidativo (Trochine et al., 2014).

Tanto Nfx como Bnz son tripanocidas contra todas las formas del parésito y tienen una
actividad significativa en la fase aguda, con hasta un 80% de curas parasitoldgicas en pacientes
tratados. Su eficacia varia segun la zona geografica, probablemente debido a las diferencias en la
susceptibilidad a los medicamentos entre diferentes cepas de Trypanosoma cruzi y la existencia de
cepas que son naturalmente resistentes a los productos quimicos utilizados contra ellos (Andrade et al.,
2008) Ademas, estos farmacos quimioterapéuticos utilizados actualmente poseen importantes
limitaciones, debido a su baja actividad antiparasitaria en la forma crénica de la enfermedad.

. Alopurinol: El alopurinol (4-hidroxipirazolo [3,4-d] pirimidina (Figura 2.7) es un
analogo de hipoxantina que actia como sustrato alternativo de la hipoxantina-guanina
fosforribosiltransferasa (HGPRT) y se incorpora al ARN. Esta incorporacion conduce a la formacion
de nucleétidos no fisioldgicos y bloquea la sintesis de novo de nucledtidos de purina (Urbina &
Docampo, 2003). Los resultados obtenidos con alopurinol varian de un autor a otro, tal vez como
resultado de las diferentes protocolos y métodos de diagnostico para estudiar el progreso de la
enfermedad. Asi, los estudios en ensayos clinicos con los pacientes en fase aguda mostraron que el

alopurinol no es efectivo (Lauria-Pires et al., 1988). En otro estudio, con pacientes cronicos, los
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resultados con alopurinol fueron similares al efecto obtenido con Nfx y Bnz, sin embargo, el grupo
tratado con alopurinol mostré menos efectos colaterales (Gallerano & Sosa, 2000).

Triazoles: El ketoconazol fue uno de los primeros imidazoles que mostrd actividad in vitro contra T.
cruzi, con acumulacién de metabolitos provenientes del metabolismo de los esteroles en epimastigotes.
In vivo, el ketoconazol condujo a una cura parasitolégica en animales de experimentacion en fase
aguda, pero fue ineficaz en la fase cronica. Se observé un efecto sinérgico de ketoconazol y Bnz en
ratones infectados con la cepa CL Brener o Y, lo que no ocurre en el caso de un aislado colombiano
resistente a Bnz (Araujo et al., 2000). Los azoles fluconazol e itraconazol tienen ensayos en animales
de experimentacién, y su mecanismo de accion contra T. cruzi implican interferencia en la sintesis de
ergosterol (Maya et al., 2007). Siguiendo el mismo protocolo utilizado para el estudio clinico descrito
anteriormente para el tratamiento con alopurinol, 135 pacientes crénicos fueron tratados con
itraconazol observando curacion parasitologica y normalizacion del electrocardiograma (ECG) en el
36,5% de los pacientes tratados, pero aparecieron nuevas anomalias ECG en el 48,2% de los pacientes
después del tratamiento (Apt et al., 2005). Los estudios clinicos con ketoconazol o itraconazol en
humanos con enfermedad de Chagas crénica no han demostrado una actividad curativa significativa.
Por lo tanto, se deben realizar nuevos estudios para reevaluar la eficacia de estos medicamentos para el
tratamiento de la enfermedad de Chagas. Como en el caso de alopurinol, estos azoles deben ser
investigados mas a fondo mediante un protocolo bien disefiado para el tratamiento de pacientes con

Chagas.

2.2.4.3 Nuevos enfoques para mejorar la eficacia de las drogas anti-T. cruzi

Las dosis altas se utilizan generalmente en quimioterapia para compensar la escasa solubilidad
en agua del farmaco, su baja disponibilidad, la rapidez con la que se elimina y la baja eficacia de la
focalizacion del fa&rmaco, lo que conduce a efectos secundarios graves, observados con frecuencia con
medicamentos anti-T. cruzi, particularmente Bnz y Nfx (Urbina, 2010). Recientemente, se han
utilizado estrategias mas nuevas basadas en la reformulacion con el fin mejorar la eficacia de estos

farmacos antiguos que carecen de un perfil farmacocinético y de biodistribucién adecuado. En este
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sentido, algunos intentos se han enfocado en el uso de benznidazol asociado a diferentes
formulaciones. La reduccion del tamafio de las particulas del farmaco y el uso de ciclodextrinas y
codisolventes, permitié mejorar la solubilidad del Bnz (Leonardi et al., 2013; Manarin et al., 2013).
Por ejemplo, Maximiano et al.(2011) desarroll6 microcristales de Bnz con una mejora en la tasa de
disolucién que consecuentemente produjo una mayor eficacia en ratones infectados por T. cruzi (cepa
Y), aumentando la supervivencia incluso en dosis muy bajas (25 mg / kg de peso corporal).

En este sentido, la enfermedad de Chagas representa un gran desafio, porque la simple
modificacion de la tasa de disolucidn no es suficiente para tratar los parasitos dentro de las células en
la fase crénica de la enfermedad. Una gran limitacion es la baja permeablidad de las membranas
celulares a las drogas anti-T.cruzi (Kayser et al., 2003). Una formulacion que proporcione un aumento
selectivo del farmaco en las ubicaciones intracelulares donde vive el parasito durante la etapa cronica
seria de gran utilidad para aumentar la eficiencia del mismo y disminuir sus efectos toxicos. Es de
destacar que la toxicidad de estos farmacos pueden producir dafios graves e irreversibles al huésped.
Para evitar este problema, las investigaciones se han centrado en el desarrollo de sistemas de
administracion de farmacos que utilizan métodos basados en nanocarriers, que es uno de los enfoques
mas prometedores (Morilla et al., 2005) Espuelas et al. (2012) enumera estrategias para alcanzar una
mejor efectividad terapéutica contra este tipo de parasitos basadas en nanotecnologia.

Las formulaciones de lipidos fueron investigadas por primera vez por Morilla et al. (2004) con
liposomas multilaminares cargados con Bnz, que fueron administrados a ratones infectados por T.
cruzi en fase aguda (cepa RA). A pesar de que la concentracion de droga aumentd significativamente
en el higado, no pudieron mejorar la eficacia in vivo. Por otro lado, una formulacion de liposomas
sensibles al pH que contiene un nitroimidazol de segunda generacidn, etanidazol, al ser administrado
por via intravenosa mostré in vivo un perfil muy activo frente a la infeccion por el parésito. La dosis
efectiva encapsulada resulté ser 180 veces menor que si se administra el farmaco libre (Morilla et al.,
2005). Este trabajo demostrd que es posible convertir un farmaco activo in vitro en un farmaco eficaz
in vivo asociandolo con un nanocarrier apropiado que modifica el trafico intracelular dentro de las

células infectadas.
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En esta linea de investigacién, la formulacion liposomal comercial de anfotericina B
(AmBisome, Gilead Sciences, Inc.) ha demostrado reducir significativamente la carga de parasitos en
el corazén, higado, bazo, esqueleto, musculo y en los tejidos adiposos tanto en la fase aguda como en
la fase crénica de la infeccion en ratones (Cencig et al., 2012).

Otro ejemplo es el trabajo de Branquinho et al. (2014), donde un nuevo farmaco candidato,
denominado licnofolido, ha demostrado ser muy eficaz en ratones infectados por T.cruzi (cepas CL e
Y), cuando se asocia con nanocépsulas poliméricas de larga circulacion (PLA-PEG NC) (Branquinho
et al., 2014; Mosqueira et al., 2013) Este nuevo nanocarrier polimérico es potente y rapido para
reducir la parasitemia en sangre. Ademas, aumentd la supervivencia de los ratones y mejoro las tasas
de curacion en comparacion con Vitamina B12, incluso en la cepa Bnz resistente en dosis muy bajas

(2 mg / kg / dia).

2.2.5 Rutas metabolicas de Trypanosoma cruzi con potencial terapéutico

En la figura 2.6 se resumen los principales posibles targets terapelticos estudiados hasta el
momento (Duschak; 2019). En esta seccidn desarrollaremos en detalle los relacionados con este

trabajo de tesis: sistema redox y metabolismo del hemo.

Metabolismo del hemo

Metabolismo Redox ~— l / Biosintesis de polisoprenoides
Targets
Sintesis de nucledtidos ¢m—— metabdlicos == \/ia de las pentosa fosfato

antichagasicos

Via de salvataje de purinas‘/ l \‘ Glucdlisis

Biosintesis de ergosterol

Figura 2.6: Resumen de los metabolismos target para el desarrollo de drogas antichagésicas. (Adaptado de
Duschak; 2019)
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- Sistema de defensa antioxidante

El predominio de los estados oxidativos en las células aerdbicas genera ROS tales como anién
superoxido (O2-); peroxido de hidrégeno (H20) y radical hidroxilo (OH-). Sabemos que las ROS son
citotoxicas, ya que pueden dafiar componentes intracelulares como lipidos, proteinas, hidratos de
carbono o ADN (Ross et al., 2000; Smirnova et al., 2000). Para contrarrestar estos efectos altamente
agresivos, la célula posee un sistema de defensa antioxidante que elimina los componentes pro-
oxidantes y captura los radicales libres.

El sistema de defensa antioxidante de T. cruzi, que presenta algunas diferencias respecto del
sistema de mamiferos (Figura 2.9), incluye las siguientes enzimas: superdxido dismutasa (SOD),
ascorbato peroxidasa (A-Px), triparredoxina peroxidasa (Tpx-Px) y como antioxidantes de bajo peso
molecular principalmente tripanotiona (N1, N8-bisglutationil-espermidina) (Turrens, 2004). La SOD
en estos microorganismos esta presente en una Unica isoforma y es dependiente de Fe. Los
tripanosomatidos carecen de las enzimas catalasa y glutation peroxidasa (GSH-Px) para eliminar el
peréxido de hidrégeno, en su lugar poseen las enzimas A-Px y Tpx-Px. Todos los tripanosomatidos
sintetizan tripanotiona (Try), un ditiol derivado de GSH, que es Unico para los miembros del orden
Kinetoplastidos (Fairlamb & Cerami, 1992). La tripanotiona oxidada es nuevamente reducida por la

tripanotiona reductasa (Try-R), una enzima dependiente de NADPH.

a) b) FasaD
Cuzn-S0D 20;+2H° > HO,+0,
20, +2H° i HO0, + O Ascorbato Triparedoxin
2 > 272 2 peroxidasa P B
VA = peroxidasa
Catalasa 63N / Ascorbato TPX oy N
peroxidasa 2H0 | N 4 | Sou0
W o ) | £
/ 2 Gi N Dihidroasco:bato/’/ — i /TPX -
H0+%0, 4 J 2H,0 7 g
\ i i Tripanotiona !
GSSG Tripanotiona |, )
NADP* & r\_/ y;
\ \\\ /

7

GSHreductasa | ——
) - Tripanotiona reductasa
NADPH +H * NADP* NADPH + H*

Figura 2.9: Esquema comparativo entre el sistema de defensa antioxidante de mamiferos (a) y el de
Trypanosoma cruzi (b). En el esquema se pueden observar las diferencias presentes entre el sistema de defensa
enzimatico presente en el hospedador mamifero y el presente en Trypanosoma cruzi. Estas diferencias hacen de

este sistema un potencial blanco terapeltico (Adaptado de Turrens, 2004)
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- Metabolismo del hemo

Respecto a considerar el metabolismo del hemo con fines terapelticos, tanto el transporte
como la disponibilidad del mismo dentro del parésito, podrian ser considerados como blancos
antichagasicos.

Transporte de hemo: Los procesos de transporte fueron utilizados en el parésito para
asegurar la disponibilidad de los metabolitos que no puede sintetizar (Pereira et al., 2008). Al respecto,
existen transportadores para glucosa, purinas, pirimidinas, aminoacidos, poliaminas y hemo, entre
otros, los que desempefian un papel muy importante en el desarrollo de nuevas terapias.

Los transportadores dependientes de ATP, denominados ABC, son una superfamilia de
proteinas implicadas en el proceso de movilizar materiales inorganicos, iones, metales, péptidos,
esteroides, nucledsidos, azlcares y muchas otras moléculas pequefias como hemo, a través de la
membrana celular (Vasiliou et al., 2009, Krishnamurthy et al., 2007). En Leishmania donovani, la
regulacion negativa del transportador de hemo, LABCGS, inhibe la proliferacion del parésito, efecto
gue se revierte en presencia de hemo (Campos-Salinas et al., 2011). Resultados similares se
obtuvieron en T. cruzi, al emplear como inhibidores de este tipo de transportadores, ciclosporina A,
verapamilo e indometacina (Cupello et al., 2022). Ademas, se detect6 la presencia de una proteina
potenciadora del transporte transmembrana de hemo (TcHTE), la cual es responsable de la captacién
de hemo. La proteina se localizé en el bolsillo flagelar de epimastigotes pero, sorprendentemente, la
sobreexpresién del gen TcHTE provoc6 la disminucién del crecimiento del paréasito, en condiciones de
concentracion éptima de hemina (20 pM) en el medio de cultivo (Merli et al., 2016). Este resultado
sugiere que T. cruzi no tiene mecanismos eficientes para hacer frente a la sobrecarga intracelular de
hemo intracelular, el cual al acumularse manifiesta su conocido efecto citotoxico (Ciccarelli et al.,
2007). El estudio de los sitios de unién al hemo dentro de los transportadores podria dar informacion
sobre inhibidores especificos. De hecho, se ha descubierto que algunos medicamentos antimicrobianos
pueden inhibir un transportador de hemo (MmpL3) de Mycobacterium tuberculosis (Owens et al.,

2013).
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Disponibilidad intracelular de hemo: En cuanto al contenido de hemo que requiere el
parésito, debemos considerar que tanto la falta como la sobrecarga de hemo son perjudiciales para su
supervivencia. Las metaloporfirinas han sido empleadas para interferir con el metabolismo del parasito
de la malaria, mediante el bloqueo selectivo de la desintoxicacién del hemo (Vanderesse et al., 2016;
Cole et al., 2000), ya que inhiben la capacidad de formar B-Hematina (Begum et al., 2003). La
nanoencapsulacion de porfirinas mejord, 80 veces, la actividad antipalidica de Zn-protoporfirina
(Alves et al., 2015) y se ha propuesto como una herramienta para mejorar la administracion de
farmacos, especialmente porque la porfirina no puede atravesar facilmente las membranas celulares
(Krishnamurthy et al., 2007). También se ha informado que los complejos de metaloporfirina inhiben
el crecimiento de epimastigotes de T. cruzi, efecto que se revierte con la adicion de hemo, lo que
sugiere una competencia entre las porfirinas y el hemo por la misma maquinaria de transporte, lo que
Ileva a disminuir su disponibilidad en el interior del parasito (Cupello et al., 2022).

Se han hecho esfuerzos sustanciales para dilucidar la interaccion hemo-farmaco como una
estrategia potencial para interferir con el metabolismo del parasito. Los avances en este campo, por
ejemplo, han mejorado la actividad antipaltdica y reducido la resistencia a los medicamentos contra el
Paludismo (Singh et al., 2014). Un ejemplo interesante son las quinolinonas. Estas drogas son bases
débiles capaces de acumularse en vacuolas &cidas. Se ha demostrado que la adicion exdgena de hemo
potencia 8 veces la actividad tripanocida in vitro contra tripomastigotes de T. cruzi, de distintos
derivados de 4-aminoquinolina-3- carbonitrilos (Lechuga et al., 2016).

Por otro lado, La capacidad de formar complejos con hemo se ha explotado para otros
compuestos heterociclicos nitrogenados. Los analisis de interacion de compuestos que se dirigen al
hemo y a la hemozoina de la base de datos ChEMBL revelaron que el anillo de quinolina es el
andamio més comun, seguido de fenotiazina y orto-fenantrolina. Sin embargo, otros derivados de
azoles, por ejemplo, los farmacos antifingicos, también pueden formar complejos con el hemo (Huy et
al., 2002). Se ha reportado que el antimicotico clotrimazol inhibe el crecimiento de P. falciparum in

vitro (Tiffert et al., 2000) y las propiedades de unién con el hemo parecen estar involucradas en la
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inhibicién de su degradacién por reduccién del glutation, lo que provoca dafios en la membrana (Huy
et al., 2004).

La artemisinina (ART), el componente activo mayoritario del extracto de Artemisia annua, es
una lactona sesquiterpénica trioxanica que parece ser un farmacoforo esencial para la actividad
antipaludica (Lechuga et al., 2019). EI mecanismo de accion de ART todavia no esta claro, se sabe
gue ejerce su efecto a través de la generacion de radicales libres, pero puede que involucre multiples
mecanismos (Pandey et al., 2016). Es posible que actle con la participacién de algunos mecanismos
mediados por hemo (O’Neill et al., 2010; Zhang et al., 2008) y otros no; estos Ultimos ain no
dilucidados, justificarian la actividad de la ART contra parasitos que no acumulan grandes cantidades
de hemo, como ser L. donovani (Sen et al., 2010), Toxoplasma gondii (D’Angelo et al., 2009) T. cruzi
y T.brucei (Mishina et al., 2007). Nuestro grupo también reporté actividad anti-T. cruzi mediada por
hemo, para dos lactonas sesquiterpenicas naturales, denominadas psilostachina y psilostachina C
(Puente et al, 2016).

La HO representa un importante mecanismo defensivo que protege a las células del dafio
oxidativo del hemo libre (Kumar et al., 2005). HO-1 es una enzima clave que, ademas de catabolizar
el hemo, participa en la regulacion de la inflamacion e interacciones huésped-patégeno (Chung et al.,
2009). Aunque controvertido, HO-1 parece desempefiar un papel importante en la defensa del huésped
contra los parasitos. Con el proposito de desequilibrar la homeostasis del hemo, se investigé el efecto
de inductores e inhibidores de la HO sobre parasitos y células infectadas. En ratones infectados con T.
cruzi tratados con Co-protoporfirina (CoPP), un inductor de HO-1, la parasitemia se redujo
considerablemente, mientras que el tratamiento con la Sn protoporfirina (SnPP), un inhibidor de HO-1,
aumenta la parasitemia (Paiva et al., 2012). Diferentes resultados se observaron en ratones infectados
con T. cruzi tratados con hemina, un inductor de HO-1. Se observo poco efecto sobre la parasitemia y
aumento el nimero de nidos de amastigotes en los tejidos, pero redujo en gran medida la inflamacion
del miocardio. Sin embargo, la inhibicion de HO-1 por ZnPP redujo la parasitemia durante la
infeccion aguda, pero no tuvo impacto en la supervivencia de los ratones (Gutierrez et al., 2014).

Igualmente, el papel de HO-1 en T. cruzi aln no esta claro, ya que no se registré actividad enzimatica,
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pero los intermediarios del catabolismo del hemo (a-meso-hidroxihemo, verdohemo vy biliverdina) y
una proteina similar a HO fueron descriptas en epimastigotes (Cupello et al., 2014).

Ademaés de las metaloporfirinas, otro analago estructural del hemo cuya actividad tripanocida
fue evaluada es la vitamina B12 (Vit B12). Esta molécula posee en su estructura un anillo corrinico
que deriva del anillo porfirinico del uroporfirinégeno (Figura 2.10). Los estudios realizados mostraron
un efecto anti-T.cruzi significativo tanto in vitro, sobre los tres estadios del parasito, como in vivo, en
un modelo murino agudo de la enfermedad de Chagas. Los valores de 1Cs obtenidos in vitro para la
Vit B12 comparados con los del Bnz, resultaron ser 2 y 3 veces menores para los estadios epi- y
tripomastigotes respectivamente, mientras que los amastigotes mostraron un valor de IC50 2 veces

mayor. En los ensayos in vivo, se observo que: a) la actividad antiparasitica de la Vit B12 se
potencia con el agregado de un reductor como la Vitamina C (Vit C), b) el area bajo las
curvas de parasitemia disminuyé aproximadamente un 45 %, 59 % y 65 % para los animales
tratados con Vit B1o+ Vit C, Bnz solo y la combinacion de estos tres, respectivamente, c) los
menores niveles de parasitemia y mayor sobrevida se obtuvieron para el lote tratado
conjuntamente con ambas vitaminas y el Bnz. Este tratamiento combinado permitiria disminuir la

dosis de Bnz , disminuyendo asi los efectos colaterales perjudiciales que el mismo presenta.
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Figura 2.10: Estructuras del Hemo y la Vitamina B12.

En cuanto al mecanismo de accién, la Vit B12 ejerceria su actividad antiparasitica a través de
la generacion de ROS por una reaccion tipo Fenton y la Vit C potencia su efecto debido a la conocida
accion prooxidante que un reductor manifiesta en presencia de metales de transicion, como ser Fe, Cu

0 Co (Ciccarelli et al., 2012).
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Capitulo 3

Hipodtesis y objetivos

L HIPOUESIS .,

A2 ODJELIVOS ..ottt e

Luego de todo lo expuesto en los capitulos anteriores, resumiremos los puntos principales que

llevaron a la formulacién de la hip6tesis con la que se trabajé en esta tesis y los objetivos de la misma.
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3.1 Hipotesis

A continuacion, se resumen los aspectos mas salientes de la biosintesis de hemo en T. cruzi
gue nos llevan a postular una de las hipotesis de trabajo de esta tesis doctoral. Nuestro grupo de
investigacion obtuvo resultados que estarian avalando una funcionalidad parcial de esta via, ya que
niveles intra y extracelulares de ALA fueron detectados en epimastigotes en cultivo (Lombardo et al.,
2003). Respecto a ambas vias de sintesis de ALA, la via del ALA-S y la via de 5C, los resultados
obtenidos en cultivos de epimasrtigotes no permiten asegurar categoricamente la funcionalidad de una
u otra via. La excrecién del 98% del ALA sintetizado al medio de cultivo evitaria su citotoxicidad y
estaria avalando tanto la falta de funcionalidad de la via encargada de metabolizarlo (condensacion a
porfobilinogeno y reacciones posteriores catalizadas por enzimas citosélicas) como la sintesis de
ALA. Teniendo en cuenta que los niveles de ALA detectados en los cultivos estan regulados
negativamente por la cantidad de hemo presente en el medio (Lombardo et al., 2003), y que este tipo
de regulacién es caracteristica del ALA-S, la funcionalidad del ALA-S en T. cruzi, podria ser
postulada.

Al respecto, la detecciéon de una molécula no proteica, de bajo peso molecular e inestable al
calor, presente en un extracto libre de células del paréasito, que fue capaz de inhibir la actividad del
ALA-S proveniente de bacterias fotosintéticas, podria también ser considerado un aval a la presencia
de esta enzima en T. cruzi (Lombardo et al., 2003) Por otro lado, sabiendo que las mitocondrias
provienen de un orgdnulo ancestral comun que se origind a partir de la integracion de una a-
proteobacteria endosimbiédtica con una célula huésped relacionada con Archaea, que dicha transicién
de una bacteria endosimbidtica a un organulo permanente, implicéd una gran cantidad de cambios
evolutivos (como ser origen de cientos de nuevos genes y un sistema de importacion de proteinas,
insercion de transportadores de membrana, integracion del metabolismo y la reproduccion, reduccion
del genoma, transferencia lateral de genes y retargeting de proteinas) (Roger et al., 2017) y que la
transferencia de genes entre la mitocondria y la célula hospedadora de la misma llev6 a que muchas
enzimas mitocondriales sean codificadas por el genoma nuclear (Roger et al., 2017) entonces podria

encontrarse en el genoma del parasito una proteina con actividad de ALA-S. Por tal motivo, conocida
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la secuencia del genoma de T. cruzi y empleando la base de datos Blast se llevé a cabo una blsqueda
avanzada de zonas que homologuen con buen score con las secuencias de las enzimas involucradas en
la sintesis del hemo. Durante esta busqueda se encontrd una secuencia: Tc00.1047053511071.140, la
cual también se encuentra identificada en la base de datos TriTryps con el codigo:
TcCLB.511071.140 que podria codificar para una proteina con actividad de ALA-S (TcpHem1)

En base a todo lo expuesto proponemos que el gen TcCLB.511071.140, el cual podria haber
sido transferido desde la mitocondria al genoma nuclear durante el proceso de simbiosis, podria
codificar para una enzima con funcionalidad de ALA- S en el parasito, la cual, justificaria la sintesis
de ALA reportada previamente, y aportaria un avance importante para el conocimiento de la
bioguimica y gendmica del parasito. Surge el interrogante de para qué tendria el parasito un ALA-S
funcional si carece del resto de las enzimas que se requieren para sintetizar porfirinas, al respecto, es
importante tener en cuenta trabajos que adjudican al ALA-S un rol diferente no relacionado con el
metabolismo del hemo; Tal como se reporta en Liu, et al (2018), ciertas ALA-S también catalizan la
ciclacion de ALA-CoA para formar 2-amino-3-hidroxiciclopenta-2-en-1-ona. En este trabajo, se pone
de manifiesto que una ALA-S utilizada exclusivamente para la biosintesis de tetrapirroles también es
capaz de catalizar la reaccion de ciclacion, aunque con una eficiencia mucho menor que las ciclasas
dedicadas a esta reaccion. Aunque la funcién del producto de ciclacion ALA-CoA y el ALA en si no
estarian claras, nuestra hipGtesis propone que un enzima tipo ALA-S funcional seria la responsable de
la sintesis de ALA por un lado y que podria, ademas, cumplir otro rol no relacionado con el
metabolismo del hemo, aln desconocido, pero de importancia biol6gica para el parasito.

Respecto a Trypanosoma cruzi y la terapéutica de la enfermedad de Chagas, teniendo en
cuenta la avidez que presentan los tripanosomatidos por los compuestos hémicos y la accion citotoxica
que la hemina y porfirinas relacionadas ejercen, a través de la generacion de especies reactivas de
oxigeno, tales como ani6n superdxido (O2-), peréxido de hidrogeno (H202) y radical hidroxilo (OH-)
(Kumar & Bandyopadhyay; 2005), investigamos el posible empleo de las porfirinas con fines
terapéuticos. Al respecto, ya hemos reportado la actividad tripanocida que ejerce la vitamina B12, un

analogo estructural del hemo, cuya accion citotoxica proviene de la siguiente secuencia de reacciones:
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2C0* + Antioxred — 2 Co?* + 2 H+ + AntioXox (a)

Co* +0, — Co¥ +0y -(h)
Co* 0. - +2H+ — Co® + H,0, (C)

Co*+ H,0, — Co* +OH- + OH.(d)

En primer lugar, el Co® presente en la vitamina B12, se reduce por accién de un antioxidante

en su forma reducida (Antioxyeg) a Co?* (a) y luego el Co?* reduce el O a anién superdxido (b), el

anion superoxido a peréxido de hidrégeno (c) y el peréxido de hidrégeno a radical hidroxilo (d),
mientras vuelve a oxidarse a Co®*. En base a este mecanismo, nuestra hipotesis es que el atomo de
Co®* proveniente de la misma, podria ser reemplazado por iones de metales pesados preexistentes en
las células, con lo cual, el agregado sélo de un antioxidante, como por ejemplo la vitamina C (Du et
al., 2012), bastaria para iniciar la secuencia de reacciones que llevaria a la generacion de ROS y
muerte del parasito. Cabe aclarar que, segun la secuencia mencionada, el antioxidante estaria poniendo
de manifiesto un efecto prooxidante dafiino para la célula. Existen reportes que avalan un rol dual,
oxidante/antioxidante para la vitamina C, donde se adjudica a la accion como prooxidante un
importante efecto citotdxico (Du et al., 2012, Mastrangelo et al., 2017, Deubzer et al., 2010, Cieslak

& Cullen; 2015)

3.2 Objetivos

En base a todo lo expuesto surgen como objetivos generales de esta tesis doctoral:

1- Investigar actividad de ALA-S para la proteina TcpHem1 posiblemente codificada por
la secuencia TcCLB.511071.140

2- Evaluar la posibilidad de emplear con fines terapéuticos, porfirinas y compuestos

relacionados. Con este fin ensayamos actividad tripanocida de una porfirina sintética A4 sobre
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tripomastigotes sanguineos y actividad anti-T. cruzi de la vitamina C tanto in vitro sobre los tres

estadios del parasito, como in vivo sobre un modelo murino de Chagas agudo.
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A continuacion, se detalla la metodologia y los materiales utilizados para la realizacion de esta tesis.

57



Materiales

Cepas y lineas celulares

- Trypanosoma cruzi cepa Tulahuen Tul 2 (DTU VI) y Tulahuen Tul 2 transgénica que expresa
en forma estable el gen de la B- galactosidasa (Buckner et al, 1996), gentilmente cedidas por Instituto
de Investigaciones en Microbiologia y Parasitologia Médica — IMPAM (UBA — CONICET).

- Escherichia coli cepa BL21 y DH5a.

- Linea celular Vero y linea J774 de macrdfagos murinos.

Reactivos

Los kits de extraccion de plasmidos son marca Transgen provistos por ApBiotech. Las
enzimas de restriccion utilizadas fueron adquiridas a New England Biolabs. La enzima GoTaq
polimerasa utilizada en las reacciones de amplificacién fue adquirida a Biosystem y es marca
Promega®. Los primers utilizados en esta tesis fueron sintetizados por Macrogen. El sistema pET 22b
(+) de clonado y expresion fue adquirido a Novogen (cat: 69744-3). El kit TransformAID Bacterial
Transformation Kit que se utilizé para hacer competentes y transformar las bacterias DH5c y BL21
fue adquirido a Thermo Scientific.

Los kits de purificacion de fragmentos de PCR, AccuPrep, fueron adquiridos a Bioneer®. El
plasmido de subclonado pJET fue adquirido a la empresa Thermo Fisher. Los antibi6ticos y el IPTG
utilizados en este trabajo fueron provistos por Sigma. Todas las secuenciaciones fueron realizadas por
Macrogen. La succinil CoA fue provista por Sigma al igual que la Acetil CoA. El anticuerpo anti-His
6X es marca BD®. Los marcadores usados para corroborar los tamafios de los productos de PCR
fueron de Invitrogen® y el marcado de peso molecular de proteinas fue de TransGen. El kit de RT-
PCR y la T4 DNA ligasa son marca Promega. Todos los demas reactivos y drogas utilizados son de

grado analitico adecuado.
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El Bnz usado en las experiencias fue extraido de los comprimidos comercializados por los
laboratorios Elea. Los demas reactivos y solventes utilizados fueron todos de grado analitico P.A.

provenientes de distintas fuentes comerciales

Métodos

4.1 Cultivos y mantenimiento de las cepas y lineas celulares

Los epimastigotes de T. cruzi cepa Tulahuen Tul 2 fueron cultivados a 28°C en un medio
liquido conformado por 0,3 % de extracto de levadura (Difco), 0,9 % de triptosa (Difco), 0,4 % de
dextrosa, 1 % de fosfato disodico, 0,36 % de cloruro de sodio, 0,04 % de cloruro de potasio, 0,15 % de
extracto de higado, 0,5 % de infusion de cerebro y corazon (Difco) y 2% de Hemina (Sigma). El
medio se esteriliza en autoclave a 1,2 atmosferas durante 20 minutos.

Los tripomastigotes sanguineos de la cepa Tulahuen Tul 2, salvaje y transgénica, fueron
obtenidos infectando ratones de la cepa CF1 de 21 dias de edad. En el pico de la parasitemia
(aproximadamente a los 15 dias post infeccidn), se extrae por puncion cardiaca, la sangre del animal
con los tripomastigotes. Los animales criados en el bioterio del IMPAM, Facultad de Ciencias
Médicas — UBA, recibieron tratamiento y cuidados segun normas de la AADEALC.

Los amastigotes fueron obtenidos infectando macr6fagos murinos de la linea J774 con
tripomastigotes, en relacion 10:1 paréasitos/célula.

Las bacterias, E. coli cepa BL21 y DH5a, fueron cultivadas en medio LB liquido o sélido
segun corresponda. EI medio contiene 1% de Peptona (Difco), 0,5 % de extracto de levadura (Difco) y
1% de cloruro de sodio. Para el medio s6lido se afiadié 1,5 % de Agar (Difco) y en el caso de agregar
ampicilina la concentracion utilizada fue 100ug/ml de medio.

Las células Vero fueron cultivadas en medio MEM, suplementado con suero fetal bovino (1,5
%) y gentamicina 40ug/ml, en estufa a 37°C con atmasfera controlada (CO2 5 %). Para la linea J774,

las células se cultivaron en medio RPMI bajo las mismas condiciones descriptas para las células Vero.
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4.2 Expresion y caracterizacion de la proteina codificada por la
secuencia TcCLB.511071.140

4.2.1 Estudios bioinformaticos

Para la busqueda de la proteina XP_814009.1 (TcpHeml) se construyd una matriz de
puntuacion sitio especifica (PSSM) utilizando la plataforma Blast
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y el algoritmo Psi-Blast con los siguientes parametros: base
de datos RefSeq Protein, Word size: 3 y la matriz Blosum62. Como secuencia de partida se utilizo la
del ALA-S humano que se encuentra en el cromosoma 3p21.2 version GRCh38.p13 (NC_000003.12,
NP_001291373.1). Se realizaron 3 iteraciones y luego se us6 esta PSSM contra el genoma de T. cruzi
utilizando la base de datos RefSeq Protein. El gen Tc00.1047053511071.140 (en tritryps
TcCLB.511071.140) fue obtenido a partir de la secuencia de aminoacidos de la proteina TcpHem1
utilizando la plataforma tBlastn. La determinacion de los parametros, PM y punto isoeléctrico, de la
proteina fueron obtenidos de la plataforma Protparam (https://web.expasy.org/protparam/). Los
dominios proteicos se obtuvieron utilizando las plataformas PFam (https://pfam.xfam.org/) y Prosite
(https://prosite.expasy.org/). Los alineamientos de secuencia se realizaron mediante el software Mega,
utilizando el algoritmo Clustal y el dendograma de secuencia se obtuvo utilizando el software Mega y
el algoritmo de comparacion UPGMA. Las secuencias de las proteinas utilizadas para el alineamiento
estructural fueron obtenidas de la base de datos PDB (https://www.rcsh.org/) y los alineamientos
estructurales, asi como el arbol filogenético correspondiente se obtuvieron utilizando el software VMD
(https://www.ks.uiuc.edu/). EI modelado de la secuencia TcpHeml se realiz6 con la herramienta
online AlphaFold (https://alphafold.ebi.ac.uk/) y el docking molecular se obtuvo con el software
Autodock Vina (Trott & Olson, 2010) utilizando como centro las coordenadas de la lisina del dominio
aminotransferasa de clase Il y el size de la grid box fue, para todas las coordenadas (x,y,z) de 40. Los
demés pardmetros fueron los que vienen por default con el software. La base de datos de estructuras de

sustratos fue PDBeChem (https://www.ebi.ac.uk/pdbe-srv/pdbechem/) y Zinc

(https://zinc.docking.org/).
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4.2.2 Obtencion de la proteina recombinante

4.2.2.1 Extraccion del material genéetico y amplificacion por PCR de la secuencia
TcCLB.511071.140.

A partir de un cultivo de epimastigotes de T. cruzi se obtuvo, el ADN mediante el método de
extraccion con fenol:cloroformo y el ARN total por extraccion con Trizol® Los primers utilizados
para amplificar por PCR la secuencia del gen TcCLB.511071.140 se disefiaron usando la plataforma
Primer Blast y fueron sintetizados por Sigma Aldrich. En los extremos 5 de cada primer se adiciono
la secuencia de corte de las enzimas Hindlll y BamHI con el fin de clonar la secuencia amplificada en
un vector de clonado y expresion. La secuencia de los primers utilizados fue:
ATT-GGATCC-G-ATGTTTTGTACGGCTTTGAGGTTCGC — FORWARD Tm= 64,75 °C
ATC-AAGCTT-CACGTTGAGTTCCTTCTTGATTG — REVERSE Tm= 58,22 °C
En naranja se encuentra resaltado el sitio de corte de la enzima Hindlll y en amarillo el sitio de corte
de la enzima BamHI

Para la amplificacion del gen en estudio se uso el siguiente programa de PCR: 95°C 5 min, 35
ciclos (95°C 45 s, 61,5°C 30 s, 72°C 90 s) y 72°C 5 min. La reaccion se llevd a cabo en un
termociclador Axygen, utilizando 200 ngr de ADN molde, primers en concentracion final 10 mM y la
enzima GoTag® de la empresa Biodynamics, en un volumen final de 50 pl. El producto de PCR se
corrié en un gel de agarosa 1% (Transgen®) durante 30 minutos a 80 V en una cuba electroforética
Biorad. EI marcador molecular que se utilizé fue de 1 KB (Transgen®). Los fragmentos fueron
purificados directamente del gel utilizando un kit comercial (AccuPrep® PCR purification Kit,
Bioneer) y se enviaron a secuenciar (Macrogen) para confirmar que la secuencia fuese la esperada. El
rendimiento de dicha purificacion y la pureza de la muestra se corrobord espectrofotométricamente
(Nanodrop).

Para evaluar la expresion génica del gen en estudio se realizd una RT-PCR semicuantitativa
utilizando un kit de Transcripcion reversa provisto por Promega y siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para la reaccion de PCR de punto final se sigui6 el mismo protocolo antes descripto para la

amplificacion del gen TcCLB.511071.140. Se utilizé el gen de la GADPH como gen housekeeping, el
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cual fue amplificado con los primers y condiciones adecuadas. Las imagenes se analizaron con el

software ImageJ.

4.2.2.2 Construccion de los vectores recombinantes

El producto de amplificacién obtenido por PCR fue insertado en el vector de subclonado pJET
el kit de clonado CloneJET PCR Cloning (#K1232, Thermo Fisher). Luego tanto el pJET-
TcCLB.511071.140 como el vector de expresion se cortaron con las enzimas de restriccion Hindlll y
BamHI. El sistema de digestion estaba formado por 2 pl de buffer de corte, 1 pl de BamHI, 1ul de
Hindlll, 1ug de pJET recombinante 6 1 pug de pET 22 y agua desionizada hasta un volumen final de
20 pl. Se incubd ON a 37°C en un bafio liquido con agitacion constante y la digestién se detuvo
exponiendo los tubos a una temperatura de 80°C durante 20 minutos. La eficiencia del corte se
corrobor6 mediante electroforesis en gel de agarosa 1%. Las bandas de interés (fragmento
TcCLB.511071.140 y la forma lineal del vector pET22 b+) se purificaron directamente del gel (kit
comercial AccuPrep PCR purification -Bioneer) y se ligaron por accion de la enzima T4 ligasa en una

relacién vector:inserto 1:20, siguiendo las instrucciones del fabricante.

4.2.2.3 Transformacion de bacterias con los vectores recombinantes

Tanto el vector pJET- TcCLB.511071.140 como el vector pET22- TcCLB.511071.140 fueron
utilizados para transformar bacterias competentes de Escherichia coli, empleando la cepa DH5a o
BL21 respectivamente. La competencia de las bacterias se obtuvo mediante método quimico,
utilizando cloruro de calcio y la transformacion se llevd a cabo por shock térmico aplicado a 50 pl de
bacterias competentes y 2 ul del producto de la ligacién. A continuacién, se agregaron 900 pl de
medio LBy se dejo en recuperacion durante una hora y media con agitacion a 37°C. Finalmente, las
bacterias transformadas fueron plagueadas con rastrillo en placas de LB + Agar + Ampicilina (100
pg/ml) e incubadas ON a 37°C en estufa.

Se seleccionaron, por colony PCR (empleando el programa y los primers anteriormente

descriptos), las bacterias portadoras del fragmento TcCLB.511071.140. Por secuenciacién y posterior
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alineamiento utilizando el algoritmo ClustalW se corroboré la identidad de la secuencia insertada. A
partir de un cultivo ON de las colonias que resultaron positivas se purificaron los plasmidos
recombinantes (pJET- TcCLB.511071.140 o pET22- TcCLB.511071.140) utilizando el kit de
purificacion EasyPure Plasmid MiniPrep (Transgen provisto por APBiotech). El rendimiento y la
pureza de la extraccion se determiné a partir de las lecturas de absorbancias a 260 nm, 280 nm y 230

nm (Nanodrop).

4.2.2.4 Purificacion de la proteina recombinante producto de la secuencia nucleotidica
TcCLB.511071.140.

A partir de un cultivo de bacterias de E. coli BL21 transformadas con el plasmido pET22-
TcCLB.511071.140 (DOewo 0,600), se llevo a cabo induccion con IPTG (0,5 mM) durante 5 horas con
agitacion constante a 37°C. En las mismas condiciones se dejaron crecer un control no inducido y otro
portador del plasmido sin el inserto. Las bacterias fueron cosechadas y resuspendidas en buffer Tris-
HCI 0,05M pH 7,4. Mediante lisis celular por sonicacion (tres pulsos a una amplitud de 14 micrones
durante 45 segundos) y posterior centrifugacion durante 10 minutos a 10000 rpm a 4°C, se obtuvo un
sobrenadante libre de células (sobrenadante S). A partir del mismo se llevé a cabo una cromatografia
de afinidad en una columna de Ni?* (GE Healthcare), preparada y eluida segln las indicaciones del
fabricante. Tanto en el sobrenadante S como las fracciones eluidas de la columna se cuantifico la
cantidad de proteina por una modificacion del método de Bradford (Ernst & Zor, 2010) y se detect6 la
presencia de la proteina recombinante mediante el ensayo de dot-blot, revelando con un anticuerpo
primario anti-His y un anticuerpo secundario asociado a HRP. Para la etapa de revelado la membrana
se incubd 2 minutos en una solucion que contenia 50 pl perdxido de hidrégeno (10 volumenes); 3 ml
del buffer Tris-HCI 0,5M pH 8,2; 12 pl de &cido cumérico y 25 pl luminol. Luego de la incubacion, se
puso en contacto con una placa radiografica, la cual fue posteriormente revelada utilizando un sistema
de revelado fotografico. Las fracciones con mayor concentracion de proteinas se reunieron y

representaron el stock de la proteina purificada.
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4.2.3 Caracterizacion de la proteina recombinante

4.2.3.1 Determinaciones enzimaticas

° Sistemas de incubacion

- ALA-S: El sistema de incubacién utilizado es el reportado por Choi et al. (2004), que contiene
buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,5; glicina 5 mM, succinil coenzima A 1 mM, PLP 0,15 mM vy 1-2 ug de
enzima, en un volumen final de 100 pl. Se incub6 30 minutos a 37°C en un bafio liquido con agitacion
constante y luego se detuvo la reaccion por el agregado de 100 ul de TCA 10%.

- Aminoacetona Sintetasa (AA-S): Se sigui6 el protocolo descripto en Mukherjee & Dekker, 1987. El
sistema de incubacion esta constituido por buffer PO4-K 200 mM pH 7,5, Glicina 100 mM, PLP 0,15
mM , Acetil-CoA 0,4 mM y 3-5 ug de enzima en un volumen final de 400 pl. Se incub6 30 minutos a
37°C en un bafio liquido con agitacion constante y luego se detuvo la reaccion por el agregado de 400
ul de TCA 10%.

En ambos casos, la proteina desnaturalizada se separa por centrifugacion durante 10 minutos a 10000

rpmy el sobrenadante se utiliz6 para cuantificar el producto de la reaccion.

° Cuantificacion del producto de la reaccion

Tanto la cuantificacién de ALA como de AA se llevan a cabo previa condensacion con acetil-acetona,
formando un pirrol con una posicion a-libre, capaz de reaccionar con el reactivo de Ehrlich, dando un
complejo coloreado que puede ser cuantificado espectrofotométricamente (Mauzerall, &
Granick,1956) El sistema utilizado para la formacion del pirrol contenia cada 100 pl de sobrenadante
desproteinizado, 100 ul buffer acetato de sodio 1M pH 4,6; 10 pl de NaOH 3N, y 5 pl de acetil
acetona. Se calenté durante 10 minutos a 100°C en un bafio de agua, se dejo enfriar y se le agregd
igual volumen de reactivo de Ehrlich modificado (Mauzerall, & Granick,1956). ElI complejo coloreado
se cuantifico leyendo la absorbancia a 510 nm entre los 10 y 30 minutos del agregado del reactivo. El
coeficiente de extinciéon molar utilizado en los célculos fue 7,2 x 10* M?* cm™ (Batlle & Magnim,

1988)
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En el caso de tener en la misma muestra ALA y AA, se procede a formar los pirroles, que deben ser
separados, antes de agregar el reactivo de Ehrlich. Para la separacién de los pirroles se dispone de dos
métodos diferentes que se basan en la distinta solubilidad en éter etilico a pH basico y a la elusion
diferencial de una columna de intercambio iénico (Lien & Beattie et al., 1982; Tishler & Winston,
1984).

El pirrol proveniente de la AA es extraido volumen:volumen con éter etilico, mientras que el
pirrol proveniente del ALA permanece en la fase acuosa. De esta forma, cuantificando con el reactivo
de Ehrlich antes y después de la extraccion es posible, por diferencia, obtener la cantidad de AA y de
ALA presente en la muestra. Cabe aclarar que la reaccidn colorimétrica se realiza siempre en la fase
acuosa.

En el caso de emplear una columna de intercambio i6nico con un intercambiador capaz de
retener ambos pirroles (Dowex 1X8) la separacion se realiza por una elucion diferencial, en la cual el
pirrol derivado de la AA eluye en n-butanol conteniendo hidréxido de amonio 0,1M. Mientras que el
prirrol proveniente del ALA eluye en metanol: acido acético glacial (2:1 v/v)

Cabe destacar que existe un método en el cual el ALA puede ser cuantificado por HPLC previa
derivatizacion a un compuesto fluorescente (Oishi et al, 1996), pero el mismo no es capaz de distinguir

entre ALAy AA.

° Expresion de los resultados
Se define, para ambas enzimas, una unidad enzimatica (UE) como la cantidad de enzima capaz
de catalizar la formacién de 1 nmol de producto en 30 minutos, bajo las condiciones estandar de

incubacion.

4.2.3.2 Determinacion del peso molecular
El peso molecular de la proteina recombinante se determind mediante un ensayo de western
blot revelado por autoradiografia, empleando un anticuerpo primario anti-His y un anticuerpo

secundario unido a HRP utilizado segun indicaciones del fabricante.
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4.2.3.3 Competencia entre sustratos.
Ensayos de competencia entre los sustratos acetil-CoA y succinil-CoA por la proteina
recombinante se llevaron a cabo midiendo actividad de ALA-S y AA-S, en las condiciones descriptas

en el item correspondiente en el capitulo 5 de Resultados.

4.3 Evaluacién de la actividad anti-T.cruzi

4.3.1 Ensayos in vitro

4.3.1.1 Determinacion de 1Cso

° Epimastigotes: A partir de parasitos cultivados durante 3 dias, se prepar6 una suspension que
contenia entre 1,5 - 2,5 x 10° parasitos/ml. Luego se inoculé una placa de 24 wells con 1,5 ml de dicha
suspension por wells. A cada well se le agerg6 la droga en estudio, vitamina C (1 a 10 uM), Porfirina
A4 (2,5a 15 uM) o Bnz (2,5 a 10 uM), este Gltimo utilizado como droga de referencia. Luego de 3
dias, se evaluo la habilidad del compuesto para inhibir el crecimiento del parasito realizando un conteo
celular en una cdmara de Neubauer y los resultados se expresaron como densidad celular (DC). Los
ensayos se realizaron por triplicado y fueron comparados con el control sin tratar. EI porcentaje de

inhibicion (% 1) fue calculado segun la siguiente ecuacion:

bol = [1—(—)] x 100
DC,. — DC,

Donde:
DCa: densidad celular de los parasitos tratados al dia 3
DCo: densidad celular de los parasitos al dia 0
DCac: densidad celular de los parasitos sin tratar (control) al dia 3
Se define el ICso de una droga como la concentracién que inhibe en un 50% el crecimiento del

parésito.
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En el caso en que correspondiera, las muestras fueron iluminadas con luz blanca proveniente
de un tubo fluorescente o de lampara blanca. Las muestras se colocaron en placas de 24 pocillos con
tapa de plastico transparente (2 mL de solucion por pocillo). La fuente de luz se ubicé a 20 cm de
dicha placa, siendo la Unica fuente de luz existente en un gabinete de iluminacion completamente

cerrado. Los tiempos de iluminacion variaron, a intervalos de 15 minutos, entre 0 y 60 minutos.

° Tripomastigote: Los tripomastigotes presentes en una muestra de sangre proveniente de un
raton infectado se diluyen en medio RPMI hasta llegar a una concentraciéon de 1,5x10°
tripomastigotes/ml. Los parasitos fueron sembrados (150 ul/well) por duplicado en una placa de 96
wells en presencia de vitamina C, aplicando concentraciones de entre 5y 100 UM, o en presencia de
Porfirina A4 en concentraciones de entre 1 y 10 uM y o en presencia de Bnz, aplicando
concentraciones de entre 0,38 y 380 uM. Las placas fueron incubadas segun la metodologia
recomendada por la WHO por 24 horas a 4°C, y posteriormente se realiz6 el conteo de parasitos en
camara de Neubauer. Se calcul6 el porcentaje de lisis (%L) relativo al namero de parasitos en el

control (sin adicion de la droga), y se definié el IC50 como la concentracion que causa el 50% de lisis.

@«’L—[1 (DC*)] 100
0 - DC x

c

Donde:
DCt: densidad celular de los parasitos tratados.
DCc: densidad celular de los parasitos sin tratar.

Aquellas muestras que fueron utilizadas para evaluar el efecto de la inactivacion fotdinpamica
con A4, fueron trabajadas de la misma manera que se describe en el caso de los epimastigotes.
° Amastigote: La inhibicion del crecimiento de amastigotes fue evaluada sobre cultivos de
macréfagos de la linea murina J774. Se sembraron 5x10° células por well con 100 pl de medio RPMI
en una placa de 96 wells y se incubd la placa durante 24 h a 37°C y con 5% de CO,. Finalizada la
incubacion, los macréfagos fueron infectados con tripomastigotes transgénicos que expresan el gen de

la B-galactosidasa, en relacion parasito/células igual a 10:1 (Muscia et al, 2011). Después de 2 h de
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incubacion, la placa fue lavada para descartar los parasitos que no pudieron ingresar a la célula y se
agregaron los compuestos a ensayar por duplicado. Tanto la vitamina C como el Bnz fueron ensayados
en concentraciones desde 0,5 a 40 uM. Los controles incluyeron macréfagos no infectados (control
0% de infeccidn) e infectados sin tratar (control 100% de infeccién). Luego de 7 dias de crecimiento
se cuantifico el nimero de parésitos transgénicos agregando CPRG (sustrato de la B-galactosidasa) en
una concentracion final de 100 uM y Nonidet P-40 con una concentracion final de 1 %. Luego la placa
fue incubada por un periodo de entre 4 a 6 horas a una temperatura de 37°C. Aquellos wells que
presentaron actividad de B-galactosidasa viraron su color de amarillo a rojo. Este cambio fue
cuantificado utilizando un lector de placas (SpectraCount, Packard) leyendo la absorbancia a 570 nm.

El porcentaje de inhibicion (I %) fue calculado utilizando la siguiente expresion matematica:

06 1 = [1 (’q"* _ A’“’*)] 100
ol = 1 x

intr

Donde:
Ai: Representa la absorbancia de las células infectadas y tratadas.
Auit: Representa la absorbancia de las células no infectadas y tratadas.

Ain: Representa la absorbancia de las células infectadas no tratadas.

4.3.1.2 Actividad citotoxica

Los ensayos de citotoxicidad de los compuestos en estudio se llevaron a cabo in vitro usando
células Vero (Departamento de Quimica Biol6gica, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
Universidad de Buenos Aires). Las células fueron sembradas en una placa de 24 wells en la que cada
well contenia 500 pL de una suspension de 9x10° células/ml. Dicha placa fue incubada a 37°C durante
24 horas. Luego de este periodo, se adiciond VitC, en concentraciones desde 5 a 5000 uM, y Bnz, en
concentraciones desde 3 a 3000 uM, o porfirna A4 en DMSO (concentracion final entre 0,01 - 10 uM)
y la placa fue incubada nuevamente a 37°C por 48 horas. En el caso de la porfirina A4, las muestras
fueron incubadas en luz durante 15 minutos previo a la incubacién durante 48 hs. Transcurrido este

tiempo, el medio de cultivo fue reemplazado por PBS y se afiadi6 MTT a una concentracion final de
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0,5 mg/ml. Las celulas fueron incubadas por 1 hora a 37°C y luego resuspendidas en 500 uL de
dimetil sulfoxido (DMSO). Utilizando un lector de placas (SpectraCount, Packard) se leyd la
absorbancia a 570 nm, tomando como blancos de reaccién los valores de absorbancia de los wells que
contenian solo medio y reactivos. Todos los ensayos con MTT fueron realizados por triplicado. Se
definid la concentracion citotoxica 50% (CCsg) como la concentracion que causa un 50% de muerte
celular. El indice de selectividad (IS) fue calculado como la razén entre la concentracién citotdxica

50% en células Vero y el IC50 del compuesto para las células de T. cruzi (CCso/ICso).

4.3.1.3 Evaluacion del estado de éxido-reduccion del parésito

) Contenido de grupos sulfhidrilos libres: Los parasitos se cosecharon por centrifugacion y se
resuspendieron en buffer fosfato de sodio 0,05M pH 7,4. La suspensién fue sonicada y centrifugada
durante 5 minutos a 5000 x g. Se descartd el pellet conservando el sobrenadante, el cual fue
desproteinizado con TCA a una concentracion final del 5%. EIl sistema de cuantificacion contenia
buffer fosfato de sodio 65 mM pH 8.0, EDTA 1,25 mM, DTNB 0,2 mg/ml y 0,25 ml de sobrenadante
desproteinizado sobre el cual se mide el contenido de tioles, en un volumen final de 1,85 ml.
Transcurridos 20 minutos de incubacién a temperatura ambiente, la cuantificacion se realizé midiendo
el cambio de absorbancia a 410 nm que ocurre cuando los grupos -SH reducen al 5,5’-acido 2-
nitrobenzoico (DTNB). Se utiliz6 la siguiente expresion matematica para calcular mmoles -SH/ml

homogenato:

1
(A—B)x6816x EXE

Donde;:
A = Absorbancia de la muestra a 410 nm

B = Absorbancia del blanco a 410 nm

. Estado oxidativo intracelular: Se evalia usando como sonda fluorescente H,DCFDA. Los
parasitos vivos se marcan (Sulsen et al., 2011) con la sonda sensible a oxidacion y se analizan por

citometria de flujo (Becton Dockinson FACScalibur) con una | de excitacién de 480 nm y de emision
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a 530 nm. Se utilizaron como control positivo parasitos tratados con una solucién de perdxido de
hidrégeno 0,2 mM. Los resultados de la citometria de flujo fueron expresados como Gmt/Gmc, donde
Gmt y Gmc corresponden a la media geométrica de los histogramas obtenidos para las células tratadas

y no tratadas respectivamente (Sulsen et al., 2011)

4.3.2 Ensayos in vivo

4.3.2.1 Actividad anti-T.cruzi de la vitamina C

Para realizar las determinaciones in vivo, se utilizé un modelo murino agudo de la enfermedad
de Chagas. Se utilizaron 4 grupos de 6 ratones hembra cada uno, pertenecientes a la cepa C3H/HeN,
de 8 semanas de edad. Los mismos fueron infectados con 5x10° tripomastigotes a través de la via
intraperitoneal. Cinco dias después de la infeccidn, se corrobord la presencia de parésitos circulantes
por conteo de los parasitos en una camara de Neubauer. Pasados siete dias de la infeccion, se aplicaron
los siguientes tratamientos:

v GrupoVit C (1,5 mg/kg de peso/dia).

v Grupo Bnz (0,75 mg/kg/dia).

v GrupoVit C (1,5 mg/kg de peso/dia) + Bnz (0,75 mg/kg/dia).
v GrupoControl, s6lo administracion del vehiculo (PBS 0,05M).

Las drogas fueron resuspendidas en 0,05M PBS (pH 7,2). Bnz fue empleado como droga de
referencia y el grupo 4 como grupo control. La administracion de las drogas se realiz6 de lunes a
viernes durante 2 semanas desde el dia 7 hasta el dia 12 post-infeccién y desde el dia 15 hasta el dia 20
post-infeccién mediante inoculacion intraperitoneal. Los niveles de parasitemia fueron controlados
extrayendo 5ul de sangre de la vena de la cola del raton. La sangre extraida de esta manera fue diluida
5 veces con buffer de lisis (0,75% NHA4CI, 0,2% Tris, pH 7,2) para minimizar la interferencia que
producen los glébulos rojos en el conteo, usando una cdmara de Neubauer. EI nimero de muertes por

grupo fue registrado diariamente.
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4.3.2.2 Citotoxicidad in vivo del Bnz

Para determinar si la presencia de la vitamina C era capaz de disminuir la citotoxicidad
provocada por el Bnz in vivo se siguieron los siguientes protocolos: i) se utilizaron lotes de 5 ratones
macho de la cepa CF1 de 8 semanas de edad a los que se les administro durante 5 dias via
intraperitoneal una inyeccion diaria de Bnz 0,7 mgr/kg/dia o 1,4 mgr/kg/dia, en presencia o0 ausencia
de Vitamina C (1,50 mgr/kg/dia). ii) En lotes de 5 ratones se evaluaron la administracion de dos dosis
diarias de Bnz 3,33 mgr/kg/ aplicadas durante 2, 3 0 4 dias.
En todos los casos el lote control fue inyectado con el vehiculo de la droga y los animales fueron
eutanasiados al quinto dia, extrayéndose por puncién cardiaca muestras de sangre las cuales se
utilizaron para medir dafio hepético (evaluado mediante la actividad de aspartato aminotransferasa -
AST y alanina aminotransferasa — ALT) y dafio renal (evaluado a través de los niveles de creatinina en
plasma) utilizando los kits de Wiener lab y siguiendo las instrucciones del fabricante. También se
midio la cantidad de tioles presentes en homogenatos de los higados de los animales tratados y control.
Los tioles fueron expresados en nmoles grupos SH/mgr proteina. El contenido de proteinas fue medido
con el método de Bradford modificado (Ernst & Zor, 2010). Los tioles se calcularon tal como se
describe en la seccion 4.3.3.1
El uso y cuidado de los animales se llevd a cabo segun las normas establecidas por la Comision

Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL).

4.4 Analisis estadistico

Cada experimento se realizd trabajando con duplicados y fue repetido por lo menos 3 veces de manera
independiente. Los datos se expresaron como el promedio de los 3 experimentos + la desviacion
standard (n=3). Los valores de ICs fueron calculados graficando el porcentaje de inhibicion (% 1) o el
porcentaje de lisis (% L) en funcién del logaritmo de la concentracion de la droga (UM), y ajustados
por regresion no lineal a una curva sigmoidea (Sigmaplot 12). Los datos obtenidos por citometria de
flujo se analizaron con el software FlowJo V10. Las diferencias significativas entre los valores

obtenidos bajo las diferentes condiciones experimentales se determinaron por el test t de Student o el
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analisis de varianza de una via (ANOVA) con andlisis post-hoc usando el test de Tukey. Los valores
p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos. El nivel de parasitemia y la pérdida de
peso se analizaron usando el test U no paramétrico de Mann-Whitney. La parasitemia se expresa como

area bajo la curva (AUC). Las curvas de sobrevida fueron analizadas con el test log-rank.

72



Pesuliados y Discusion

73



Capitulo 5

Metabolismo del Hemo en Trypanosoma cruzi

Paginas
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5.2 Deteccion y cuantificacion de ALA ........ooiiiii i 86
5.3 Obtencidn y caracterizacion de la proteina recombinante TcpHem1.......................ooee. 93
5.4 Conclusiones parciales del capitulo 5 ..o 99

En este capitulo expondremos los resultados del estudio bioinformético y experimentales del
metabolismo del hemo en T.cruzi. En principio, corroboramos por bioinformatica la probable
participacion de la secuencia TcCLB.511071.140 en la sintesis de ALA y confirmamos la presencia de
ALA intra y extracelularmente en cultivos del pardsito. La secuencia en estudio fue clonada y la

proteina recombinante fue caracterizada.
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5.1 Analisis bioinformaticos de la secuencia candidata a codificar
la enzima ALA-S

5.1.1 Busqueda de una secuencia candidata

A pesar de que Trypanosoma cruzi es un organismo hemodeficiente (Cenci et al., 2016),
Lombardo et al (2003) reportaron, en un cultivo de epimastigotes, la presencia de ALA (primer
metabolito especifico de la biosintesis de hemo) dentro y fuera del parasito. En base a este dato, y
sabiendo que la produccién de ALA solo se lleva a cabo via una reaccion enzimatica, nos propusimos
buscar dentro del genoma de T.cruzi una secuencia candidato a codificar la enzima ALA-S. Utilizando
la herramienta Psi-Blast dentro de Blastp, y como referencia la secuencia de la isoforma del ALA-S de
Homo sapiens (NP_001291373), construimos una matriz de puntuacion sitio especifica (PSSM) que
nos permitiera identificar proteinas homdlogas entre organismos muy distantes evolutivamente, como
es el caso entre Homo sapiens y Trypanosoma cruzi. El algoritmo de Psi-blast construye un
alineamiento mdltiple, y luego un perfil (PSSM), a partir de cualquier alineamiento local significativo
encontrado. La secuencia original, en este caso NP_001291373 sirve como plantilla para los
alineamientos multiples y la construccion del perfil (Altschul & Koonin; 1998). La PSSM se construye
a partir de varias iteraciones, las cuales permite encontrar y agregar nuevas secuencias a la matriz. En
la primera iteracion arrojé los resultados de secuencias proteicas pertenecientes Unicamente de
distintos grupos de vertebrados. En una segunda iteracion, se utilizaron los resultados arrojados en la
primera para buscar nuevas proteinas. Este paso se repitié una vez mas y finalmente se descargé la
PSSM, la cual se utilizd para buscar secuencias tipo ALA-S en el genoma de T.cruzi. En todos los
casos, las secuencias de proteinas que fueron encontradas con las sucesivas iteraciones
correspondieron a enzimas ALA-S cuya identidad fue corroborada experimentalmente. Cuando se
aplicé la PSSM asi generada al genoma del parasito la busqueda arrojo6 7 resultados que cumplian con
las condiciones de score y de e-value. Todas ellas son secuencias de proteinas que no han sido
corroboradas experimentalmente. Se eligié para trabajar la secuencia XP_814009.1, la cual presentaba

el mejor score (177) y el mejor e-value (3x10° ). La proteina esta identificada como 2-amino-3-
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ketobutyrate coenzyme A ligase, también conocida como aminoacetona sintetasa (AA-S), enzima
presente tanto en procariotas como eucariotas relacionadas con la conversion de la L-treonina a
glicina. Tanto en las células procariotas como en las eucariotas, esto tiene lugar en un proceso de dos
pasos (Figura 5.1), que involucra la I-treonina deshidrogenasa (TDH) y la AA-S, siendo esta reaccién
reversible con una eficiencia muy reducida (Schmidt et al., 2001) La L-treonina, por accion de la
TDH, se convierte primero en 2-amino-3-cetobutirato, el cual reacciona con la coenzima A en una
reaccion catalizada por la AA-S para formarse glicina y acetil-CoA. El 2-amino-3-cetobutirato es un

intermediario muy reactivo que rapidamente se descarboxila para formar aminoacetona (AA) y CO..

. glycine
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Figura 5.1: Metabolismo de la treonina. A partir del producto de la TDH, la enzima AA-S es capaz de
catalizar la formacion de acetil-CoA y glicina, en forma reversible. Independientemente de esta reaccion el 2-
amino-3-cetobutirato, es inestable y se descarboxila para dar aminoacetona y CO,.(Adaptado de Schmidt et al.,
2001)

La AA-S es miembro de una familia de proteinas conocidas como aminotransferasa clase II.
Las enzimas miembros de esta familia son dependientes de piridoxal fosfato (PLP), el cual se une
covalentemente a una lisina conservada formando una base de schiff. Dentro de esta familia se
encuentra la enzima ALA-S. Cabe esperar que ambas enzimas, ALA-S y la AA-S compartan un alto

porcentaje de identidad tanto de secuencia como de estructura. Si alineamos la secuencia del ALA-S
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humana y de la proteina XP_814009.1 utilizando la herramienta Blast observamos que el porcentaje
de identidad entre ambas es del 30% (figura 5.2). Este porcentaje refleja lo alejado evolutivamente que
se encuentran los organismos de los cuales provienen estas secuencias. En UniProt, la proteina
XP_814009.1 (a la cual denominamos TcpHem1 por Trypanosoma cruzi putativa Heml, siendo Hem
1 la referencia de ALA-S) esta registrada con el cédigo Q4DI02. La informacion provista por la
plataforma indica que no existen estudios experimentales que comprueben que la secuencia
corresponde efectivamente a la enzima en cuestion, y que su anotacion es una prediccion

bioinformatica, lo cual concuerda con la nomenclatura de su anotacion en NCBI.

Range 1: 32 to 404 GenPept [Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
551 bits(1421) 0.0  Composition-based stats. 115/378(30%) 196/378(51%) 19/378(5%)
Query 253 SDSLITKKQVSV------------ WCSHDYLGMSRHPRVCGAVMDTLKQHGAGAGGTRNI 308
S+ +IT KQ ++ +C+N+YLG++ +P V. A D L+ HG G RI
Sbjct 32  SERVITSKQSALIDVQSSTQPLLMFCAMNYLGLAGNPEVIQAAKDALETHGYGLASVRFI 91
Query 381 SGTSKFHVDLERELADLHGKDAALLFSSCFVANDSTLFTLAKMMPGCEIYSDSGNHASMI 368
GT+ H LE + G + +L+ S5CF AN L I 5D+ NHAS+I
Sbjct 92  CGTTDIHKKLEDTMTKFLGTEDTILYPSCFDANGGVFEALLNEQDA--IISDALNHASII 149
Query 361 QGIRNSRVPKYLFRHNDVSHLRELLQRSDPSVPKIVAFETVHSMDGAVCPLEELCDVAHE 428
G+R + ++ + H D++ L LO++ +++ + V SMDG V PL+++ +A +
Sbjct 15 DGVRLCKAERHRYAHMDMAELETALQKTQDKRIRLIVTDGVFSMDGDVAPLDKIVALAEK 289
Query 421 FGAITFVDEVHAVGLYGARGGGIGDRDGYMPKMDIISGTLGKAFGCVGGYTASTSS-LID 479
+A VD+HAG G GG GV+ K+DI++ TLGKA G G ++5 5 +++
Sbjct 218 YNANIMVDDSHATGFMGEGGRGTPTLFGVVDKVDILNTTLGKALGGASGGLSSGSKEIVE 268
Query 482 TVRSYAAGFIFTTSLPPMLLAGALESVRILKSAEGRVLRRQHQRNVKLMRQMLMDAGLPY 539
s ++F+ ++ P+ G+l+ + +L+++ +++ Q N +L R+ AGL +
Sbjct 278 VQRQKGRPYLFSNTIAPAAVGGSLKVMELLQNSS--SAQKKLQENTRLFRTEMKKAGLTL 327
Query 548 V-HCPSHIIPVRVADAAKMTEVCDELMSRHNIYVQAINYPTYVPRGEELLRIAPTPHHTPQ 598
H I+PV + DA E +MS+ IYW A +YP VP G+ +R  + H+ +
Sbjct 328 TGHEECPIVPVMLYDARIAGEFASRMMSQ-GIYVIAFSYPVVPNGKARIRAQLSAAHSTE 386
Query 599 MMNYFLENLLVTWKQVGL 616

+ +E K++ +
Sbjct 387 DVMRAVEAFKTIKKELNV 484

Figura 5.2: Alineamiento entre la secuencia de ALA-S humana (query) y la proteina XP_814009.1
(subject). El porcentaje de identidad entre ambas secuencias es del 30%. Se observa que, aunque no son
estrictamente similares, las sustituciones presentes fueron realizadas por aminoacidos con las mismas
caracteristicas quimicas (signos positivos).

Por otro lado, utilizando la herramienta ProtParam, obtuvimos los siguientes datos de la
secuencia en estudio: 404 aminoacidos, PM 43.68 kDa y Pl de 7,2. La enzima ALA-S de Homo
sapiens cuenta con 640 aminoéacidos, un PM de 70 KDa y un PI de 8,57, mientras que la enzima ALA-
S de Sphingomonas spp (WP_218916739.1) posee 404 aminoacidos, un PM de 43,60 KDa y un Pl de

6,23. Resultados similares a los de Sphingomonas encontramos si analizamos la secuencia de esta
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enzima en el organismo Euglena (GenBank: AAG61086.1, 446 aminoécidos, 48,24 KDa y un Pl de
6,51). Esto nos indica que, dentro de los eucariotas mas relacionados con T.cruzi, las enzimas ALA-S
tienen caracteristicas similares a la proteina TcpHem1. Cabe destacar que, si se utilizan estas proteinas
como molde para una busqueda en Blast, los resultados arrojados son los mismos que si se utiliza la
secuencia humana del ALA-S.

Independientemente a la reaccion catalizada por el ALA-S, el ALA puede formarse también
por la via de 5-C, sin embargo, no existen reportes que avalen que esta via se encuentra activa en
Trypanosoma cruzi (Battle et al., 1997). La busqueda bioinformatica no arrojé resultados positivos
para las enzimas involucradas en esta via: glutamil-tRNA reductasa y glutamato-1-semialdehido
aminotransferasa. Estos resultados son importantes si tenemos en cuenta que el ALA-S puede derivar
de alguna de estas dos enzimas (Schulze, 2006).

Otra hipotesis, reporta que el ALA-S pudo haberse originado mediante una duplicacion génica
de un gen que codificaba para una enzima PLP dependiente cuyo sustrato tenia unido CoA. Esta
enzima podria haber modificado su especificidad manteniendo Unicamente la condicion de que el

sustrato tenga unido CoA (Oh-Hama; 1997).

5.1.2 Estudio de la localizacion celular de la secuencia TcpHem1

Tanto la enzima ALA-S como la enzima AA-S son enzimas de localizacion mitocondrial
(Hunter & Ferreira; 2009, Edgar & Polak; 2000), por lo que decidimos evaluar la probabilidad de que
la secuencia en estudio pueda ser enviada a mitocondria. Algunas enzimas mitocondriales son
codificadas por el nudcleo celular. Estos genes fueron producto del proceso de endosimbiosis, en el
cual, algunos genes mitocondriales migraron al nucleo. Este evento requirié que las proteinas
mitocondriales, ahora codificadas en el genoma nuclear, tengan una secuencia que permita que la
proteina se sintetice en el citoplasma y sea enviada a la mitocondria (Roger et al., 2017). Para estudiar
si proteina TcpHem1 tenia sefial de envio a mitocondrias utilizamos la herramienta Mitoprot, la cual
informd, que nuestra secuencia tiene una probabilidad de 0,9874 de ser exportada a la mitocondria y el

sitio de clivaje predicho es: MFCTALRFANPALRQIAAAQIAA. Por otro lado, segun los trabajos de
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Lathrop & Timko (1993), la pre-secuencia de ALA-S contiene, el sitio de clivaje antes mencionado y
dentro de este al menos un sitio denominado HRM donde el Hemo interactla con la proteina e impide
su union con el receptor de la membrana mitocondrial, evitando su ingreso a la mitocondria. La
secuencia HRM consenso propuesta por los autores es la siguiente: (R, K o N)-C-P. La K puede ser
cualquier amino&cido hidrofobico incluyendo metionina y leucina. Podemos observar en la secuencia
de clivaje el motivo RFANP, donde la fenil-alanina y la alanina son aminoécidos hidrofébicos. Este
dato nos lleva a pensar que la secuencia proteica en estudio podria interactuar con hemo y estaria
regulando su entrada a la mitocondria. En la secuencia de la pre-ALA-S humana, el dominio HRM
presenta la siguiente secuencia: RRCP. Para las enzimas AA-S no existen reportes de la presencia de
este dominio.

Ikushiro et al (2018) report6 que el ALA-S de Caulobacter vibroides poseia en su secuencia
proteica una histidina capaz de interactuar con el Hemo, el cual, al unirse a la proteina, desplazaba al
cofactor PLP y volvia a la enzima inactiva. Esta Histidina también se encuentra presente en el ALA-S
de R.capsulatus, pero no asi en el ALA-S humana en ninguna de sus isoformas. Cuando analizamos
las secuencias de las ALA-S de R.capsulatus y de C. vibroides contra la proteina TcpHem1 utilizando
la herramienta Cobalt de Blast (Figura 5.3) observamos que la zona donde podria estar la histidina que
interactta con el hemo es una zona muy conservada (coloracion roja), pero la histidina se encuentra
reemplazada por una isoleucina en el caso de nuestra proteina. Ambos aminoacidos tienen naturaleza
quimica distintas (la histidina es un aminoacido polar con carga neta positiva, mientras que la
isoleucina es un aminoacido apolar sin carga), por lo que la sustituciéon de un aminoacido por el otro
no estaria siendo una sustitucion sinénima y seria de esperar que la isoleucina no se comportara
quimicamente igual que la histidina. Este resultado nos estaria indicando que la ausencia de la
histidina necesaria para la interaccion proteina-hemo reportada por Ikushiro et al (2018) no le
permitiria a nuestra secuencia proteica ser regulada por hemo por union directa de este producto. Esto
no descarta que los mecanismos clasicos de regulacion del ALA-S (represion de la expresién génica,
desestabilizacion del mensajero e impedimento de entrada a la mitocondria) antes mencionados en el

capitulo 1 no estén funcionando. Por otro lado, esta histidina, solo fue reportada en las secuencias
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mencionadas, pero no se encuentra presente en las ALA-S humanas, asi como tampoco en las de

Euglena spp o Sphingomonas spp

RcHeml  1ypyVIQDPVHTKAVSDMLLSDYGVYVQPINFPTVPRGTERLRF 398
TecpHem1 IVEVMLYI u-:la;;s:.z RMMSQ-GIYVIAFSYPVVPNGKARIRA 377
CvHem1 LV ;_"."“: P\ F ‘-IS LLA E L 373

Figura 5.3: Alineamiento de las secuencias de ALA-S de R. capsulatus, la proteina XP_814009.1 de T. cruzi
(TcpHem1l) y C. vibroides (CvHem1). El recuadro verde muestra la zona donde se encuentra la histidina
(marcada con una flecha roja) que interacttia con el hemo (Ikushiro et al; 2018). Los aminoacidos en rojo
representan una zona muy conservada de la proteina, los aminoacidos en azul representan zonas de baja

conservacion.

5.1.3 Identificacion de dominios funcionales y estructura secundaria de la
proteina TcpHem1

Mediante la herramienta web Prosite determinamos que la secuencia estudiada presenta un
dominio identificado como aminotransferasa clase Il (Figura 5.4), al igual que las ALA-S de los
eucariotas (Schulze, 2006). Este dominio se caracteriza por presentar una lisina altamente conservada
responsable de la union del piridoxal fosfato, cofactor de las enzimas de esta familia. Tanto en Prosite
como en Pfam, ambas proteinas (ALA-S y AA-S) solo poseen este tipo de dominio. Por otro lado,
utilizamos la herramienta AlphaFold para modelar la proteina TcpHem1 y utilizando el software de
visualizacion de moléculas VMD obtuvimos el grafico de Ramachandran (Figura 5.5), el cual permite
aproximar, a priori, cudl sera la estructura secundaria del péptido, ya que existen combinaciones de

angulos tipicas para cada estructura (a-hélice y hoja ).
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MFCTALRFANPALRQIAAAQIAAVKEAGTYKSERVITSKQSALIDVQSSTQPLLNFCANNYLGLAG
MPEVIQAAKDALETHGYGLASVRFICGTTDIHKKLEDTMTKFLGTEDTILYPSCFDANGGVFEALL
MEQDAIISDALNHASIIDGVRLCKAERHRYAHMDMAELETALQKTQDKRIRLIVTDGVFSMDGDVA
PLDKIVALAEKYNANIMVDDSHATGFMGEGGRGTPTLFGVVDKVDILNTTLGKALGGASGGLSSGS
KEIVEVQRQKGRPYLFSNTIAPAAVGGSLKVMELLQNSSSAQKKLQENTRLFRTEMKKAGLTLTGH
EECPIVPVMLYDARTAGEFASRMMSQGIYVIAFSYPVVPNGKARIRAQLSAAHSTEDVMRAVEAFK
TIKKELNV

Figura 5.4: Secuencia TcpHem1 analizada con la herramienta web Prosite. En amarillo se destacan los
aminoéacidos principales (248-257) del dominio aminotransferasa clase Il donde se encuentra la lisina (K) del

sitio de unién a piridoxal fosfato.

En el primer cuadrante se hallan las combinaciones de la hélice a derecha, en el segundo cuadrante las

combinaciones de la hoja  y en el tercer cuadrante se hallan la hélice a izquierda y los giros o bucles

loops

a)

b)

oo

o

Aligned resicue

(o) 50 100

Scored residue
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Figura 5.5: Gréfico de Ramachandran (a),
modelado de la proteina TcpHem1 (b) con
la herramienta web AlphaFold y visualizada
con el software VMD vy (c)Prediccién de
errores de alineamientos. Se observa que la
mayor distribucion de aminoacidos se
encuentra entre las estructuras de hoja beta
(2°cuadrante) y alfa hélice derecha
(3°cuadrante) El grafico de prediccion de
errores muestra que todos los alineamientos
hechos entre pares de aminoécidos tienen
una baja expectativa de error, lo cual nos

350 40

| —
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] indica que el modelo es de buena calidad
25 30

Expected position error (/oi\ngstrijms)

En el grafico de Ramchandran (Figura 5.5a) se pueden observar que la mayor cantidad de

aminoacidos se encuentran formando hojas beta y alfas hélices derechas, lo cual se puede observar
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también en la figura 5.5 b. Vemos que la estructura secundaria de la proteina TcpHeml posee
aproximadamente 10 alfas hélices y 9 hojas beta. En R. capsulatus, cada monémero del ALA-S
(también es un homodimero) consta de tres dominios, el dominio N-terminal consta de una hélice a,
alejada del resto del monomero, y una hoja  antiparalela de tres cadenas. El gran dominio central o
catalitico lleva una hoja B de siete cadenas, en gran parte paralela cubierta a cada lado por nueve
hélices a en motivos B/a repetidos. El dominio C-terminal incluye una hoja B antiparalela de tres
hebras que contacta con los dominios N-terminal y catalitico del mismo mondémero y tres hélices a
gue contactan con el dominio N-terminal. En este caso, vemos que la enzima posee alrededor de 13
hélices a y 4 hojas P aproximadamente (Figura 5.5b). Cabe aclarar que el estudio de la estructura
secundaria nos posibilito realizar un docking molecular para evaluar especificidad por sustrato.

Con el objetivo de determinar si la proteina en estudio se relacionaba mas estructuralmente
con una enzima del tipo ALA-S o una enzima del tipo AA-S, asi como también, determinar si ambos
tipos de proteinas podian identificarse por sus estructuras, realizamos un alineamiento estructural, el
cual conlleva una superposicion éptima de las proteinas y establecer por cercania espacial cuales son
los residuos equivalentes en cada secuencia. Para llevar a cabo esto, utilizamos las estructuras
cristalograficas de las ALA-S y de las AA-S o KBL depositadas en PDB junto con la prediccion
estructural de la proteina TcpHem1 obtenida desde AlphaFold. Los resultados se muestran en la figura

5.6.

1 HsHem1_A
1RcHem1_A
15cHem1_A
* CbKbl_A
*EcKbl_A
* Cnkbl_A

Figura 5.6: Dendograma estructural de enzimas ALA-S y AA-S (Kbl) obtenidas de la base de datos PDB junto
con la prediccion estructural de la proteina TcpHem1. Se puede observar que la secuencia de interés se agrupa
con las enzimas tipo AA-S. Para este dendograma se utiliz6 la herramienta de alineamiento estructural y
construccién de dendogramas del software VMD. HsHem1: ALA-S humana, RcHem1: ALA-S de R.capsulatus,
ScHem1: ALA-S de S.cerevisiae, CbKbl: AA-S de C.burnetti, EcKbl: AA-S de E.coli y CnKbl: AA-S de
C.necator. En rojo se encuentra sefialada la proteina TcpHem1
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Tal como podemos observar las distintas ALA-S seleccionadas y las AA-S se separan en dos
grupos, lo cual nos indica que, a partir de su estructura, podemos distinguirlas. La proteina TcpHem1
se agrupa con las enzimas tipo AA-S. A partir del alineamiento estructural pudimos determinar que el
dominio aminotransferasa Clase Il en la proteina TcpHeml abarcaria desde los aminoacidos 193 a
323. Esta conclusion pudimos obtenerla luego de comparar estructuralmente las secuencias del ALA-S
humana con la de la proteina TcpHem1. Segin Uniprot (P13196) el dominio aminotrasnferasa clase I,
en el caso del ALA-S humano, abarca desde la posicion 386 a la 475. Cabe destacar que, segun
prosite, los aminoacidos mas importantes de este dominio se encontraban en la posicion 248 a la 257,
como se puede ver, estas posiciones se encuentran contenidas dentro del rango estimado para el
dominio en cuestién dentro de la secuencia de la proteina TcpHem1. Por otro lado, si buscamos en
Pfam la secuencia de la proteina TcpHeml, esta herramienta identifica el mismo dominio entre las
posiciones 53 a 353 y si observamos, este rango contiene perfectamente al determinado con la

prediccién del alineamiento estructural.

5.1.4 Comparacion de la secuencia de la proteina TcpHem1 con otras
proteinas de la familia.

La proteina TcpHem1 es un miembro de las aminotransferasas de clase Il. Otros miembros de
la familia son la enzima &cido 5-aminolevulinico sintetasa y la serina palmitoiltransferasa. La relacién
entre la proteina en estudio y algunos miembros seleccionados de la familia de las aminotransferasas
de clase Il se muestran como un dendograma en la Fig. 5.7. Se puede observar que la proteina
TcpHeml1 se agrupan en la misma rama del arbol de las AA-S de los organismos seleccionados y estas
ramas son distintas de otros miembros de la familia. Como outgroup se eligi6 un miembro muy
distante de la familia de las aminotransferasas, la tirosina aminotransferasa humana (HsAtty) segun
PFam. El dendograma antes expuesto fue construido utilizando el método de comparacion UPGMA
(media aritmética pareada no ponderada). Este algoritmo utiliza un método de distancia para la
reconstruccion de arboles filogenéticos. UPGMA supone tasas de evolucion constantes y compara de a

pares las secuencias a partir de un alineamiento. En este caso, el alineamiento para la construccion del
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arbol que se muestra en la figura 5.10 fue construido con el programa Clustal utilizando la secuencia
completa de las proteinas. Nuevamente, podemos observar que, si realizamos un alineamiento de
secuencia, la proteina TcpHeml se agrupa con las enzimas tipo AA-S. Resultados similares a los

obtenidos en el dendograma estructural de la figura 5.6

— TrKbl

100—— @ TcpHem!

100

TbKbl

71

EcKbl
100

HsKbl

100 —————— HsHem/1

ScHem1
100

— EgHem!1

42
100

47— SpHem1

Sclcbi

100

HslLchi

BcDgd

HsAtty ] outgroup

Figura 5.7: Dendograma que muestra la similitud entre las secuencias de distintos miembros de la familia de las
aminotransferaras clase 1. Con un punto rojo se encuentra marcada la proteina de estudio en esta tesis. Las
secuencias elegidas fueron: AA-S humana (HsKbl), AA-S de E.coli, (EcKbl) AA-S de T.brucei (TbKbl), AA-S
de T.rangeli (TrKbl), ALA-S Humana (HsHem1), ALA-S S.Cerevicie (ScHem1), ALA-S E.gracilis (EcHem1),
ALA-S Sphingomonas (SpHem1), Serina palmitoiltransferasa humana (HsLCBL1) y Serina palmitoiltransferasa
de S.cerevicie (ScLCB1). Como outgroup se eligié la proteina tirosina aminotransferasa humana (HsAtty). Se
utilizé el software Mega y el algoritmo de alineamiento Clustal.

5.1.5 Docking molecular con succinil-CoA y acetil-CoA

El docking molecular es un método basado en la estructura in silico ampliamente utilizado en
el descubrimiento de farmacos. El docking permite la identificacion de nuevos compuestos de interés
terapéutico, la prediccion de interacciones ligando-target a nivel molecular o la delimitacion de

relaciones estructura-actividad (Pinzi & Rastelli; 2019). Como hemos expuesto hasta el momento, los
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estudios bioinformaéticos nos han permitido identificar una secuencia a la que llamamos TcpHem1

como una posible ALA-S o AA-S. La enzima AA-S es especifica para su sustrato acetil-CoA, por lo

que es incapaz de tomar succinil-CoA y fabricar ALA (Schmidt et al., 2001; Mukherjee & Dekker,

1987), sin embargo, la enzima ALA-S es capaz de tomar ambos sustratos y, por lo tanto, fabricar

aminoacetona o ALA (Figura 5.8).
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Figura 5.8: Esquema de las reacciones de la enzima AA-S (Kbl) y el ALA-S. En rojo se resalta las
diferencias quimicas entre la aminoacetona (AA) y el ALA. Estas diferencias permiten generar pirroles por
condensacion con diferentes solubilidades, propiedad que fue utilizada para los ensayos de deteccion y
cuantificacién de ALA intray extracelular.

En vista de este comportamiento, decidimos hacer un docking molecular con la proteina

TcpHem1 y los sustratos posibles (acetil-CoA y succinil-CoA). Para esto, utilizamos la prediccion

bioinformatica de la estructura de Tcphem1 obtenida de AlphaFold y las estructuras de los sustratos

acetil-CoA vy succinil-CoA que se encuentran cargados en la base de datos Zinc con los codigos:

ZINC8551095 y ZINC8215552 y como ACO y SCA en PDBeChem respectivamente. Utilizamos el

software Autodock Vina para hacer los docking moleculares y los resultados se pueden observar en la

figura 5.9 y en la figura 5.10.

85



El software Autodock vina ofrece como dato la energia libre de Gibbs calculada para las
distintas posiciones conformacionales del sustrato en la zona donde se le indica al programa realizar el

docking. Cuanto méas negativa es la energia mas espontanea y probable se vuelve la reaccion.

-AG(Kcal/mol)
w

2 4 6 8

Posiciones del sustrato

N ACO
[ SCA

Figura 5.9: Gréfico de las energias libres de gibss (kcal/mol) para las distintas posiciones del sustrato (1
a 9) de la proteina TcpHem1 en presencia de ACO o SCA. Observamos que no existe un patron claro que pueda
indicar que la proteina posee més afinidad por un sustrato que el otro, lo que nos lleva a pensar que podria estar
aceptando ambos sustratos por igual. EI docking molecular fue realizado utilizando el programa Autodock. La
proteina TcpHem1 fue modelada utilizando la plataforma virtual AlphaFold. Los sustratos fueron obtenidos de la
base bioinformatica PDBChem.

Como se puede observar (Figura 5.12), no existe un patron claro que nos permita decir que la
proteina tiene mas afinidad por un sustrato que por el otro, lo que nos lleva a pensar que podria estar
aceptando ambos sustratos por igual. Cabe aclarar que el sitio utilizado para realizar el docking es
donde se encuentran los aminoéacidos mas importantes del dominio aminotransferasa clase Il, los

cuales fueron determinados utilizando la plataforma Prosite. La posicion 6 para acetil-CoA resulto ser
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la que coincidia en cercania con los aminoédcidos méas importantes del sitio activo (Figura 5.10, a y ¢),

mientras que para succinil-CoA, esa posicion resulté ser la 2 (Figura 5.10, b y d)

Figura 5.10: Imagen del modelado de la proteina TcpHem1 con el sustrato (a y c) Acetil-CoA y (b y d) Succinil-
CoA. El sitio donde se encuentran los aminoacidos principales del dominio aminotransferasa de clase Il aparecen
resaltados en rojo. Las visualizaciones se hicieron con el software Pymol. Ay B son representaciones de
superficie, mientras que C y D son representaciones de la estructura secundaria.

5.2 Deteccion y cuantificacion de ALA intray extracelular

Empleando epimastigotes de T.cruzi, Lombardo et al. (2003) detectaron y cuantificaron ALA,
tanto dentro del parasito como en el medio de cultivo. En base a estos resultados, se postul6 la sintesis
de ALA, a pesar de no poder ser posteriormente metabolizado a porfirinas. Afios después, algunos
trabajos cuestionaron la validez de estos resultados alegando que, aquella molécula que se detectaba

como ALA, podria ser una contaminacion proveniente del suero que se utiliza habitualmente para
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suplementar el medio de cultivo (Koifeny et al., 2010), sin considerar que, en el caso del trabajo que se
estaba cuestionando, el medio de cultivo utilizado no contenia suero y se habian realizado todos los
controles correspondientes para asegurar la veracidad de los resultados.

Habiendo surgido del andlisis bioinformatico que la proteina TcpHem1 podria codificar para
una enzima con actividad de ALA-S o AA-S, resultd conveniente corroborar si los niveles reportados
de ALA eran solo ALA y/o AA. Cabe aclarar que, en el método de cuantificacion de ALA empleado,
la AA interfiere. Ambos compuestos son capaces de condensarse con acetilacetona formando pirroles
con una posicién alfa libre, que reaccionan luego con el reactivo de Ehrlich (Figura 5.11). Teniendo en
cuenta la posibilidad de separar ambos pirroles, empleando la extraccién con éter etilico o el pasaje
por un intercambiador i6nico (Dowex 1x8), comenzamos ensayando la eficiencia de ambos métodos
en la separacion y cuantificacion del ALA, para luego emplearlos en la deteccién de ALA en el

parésito.

CONDENSACION CON ACETILACETONA

+ALA / \AA

HOOC-(CH,),- -CO-CH3 H3C -CO-CHg

-CHy -CH,

AMBOS REACCIONAN CON EL REACTIVO DE EHRLICH

Insoluble en éter Soluble en éter
etilicoa pH 8,0 etilicoa pH 8,0

Separacion con Dowex 1x8:
1- Elusion n-butanol: NH,OH (Pirrol AA)
2- Elusién CH30H: CH;COOH (Pirrol ALA)

Figura 5.11: Separacion de los pirroles provenientes de la condensacion de ALA y AA con
acetilacetona. En rojo se sefiala la posicion alfa libre capaz de reaccionar con el reactivo de Erhlich.
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Concentraciones variables de ALA (12,50 - 50,00 nmoles/ml) fueron condensadas con
acetilacetona para obtener el pirrol correspondiente. La Figura 5.12 muestra la recuperacién obtenida
luego de extraer con éter etilico y llevar a cabo la reaccion colorimétrica con el reactivo de Ehrlich.
Para concentraciones entre 12,50 y 37,50 nmoles/ml, la recuperacion del ALA luego de la extraccion
fue del 100%, mientras que una disminucion del 20 % se hizo evidente a una concentracion de 50,00
nmoles de ALA/mI. Esta disminucién puede atribuirse a pérdidas durante la extraccion y a la
separacion de pequefias cantidades de aminoacetona, que, como impurezas, aporta el ALA comercial.
Dicha contribucion es despreciable a concentraciones de ALA entre 12,50 nmoles/ml y 37,50

nmoles/ml.

35

30 |

25 F o

20

15 | i

10 |

Pirroles (nmoles)

12,5 25 37,5 50
ALA (nmoles/ml)

Hl ALA+AA
[ ALA

Figura 5.12: Efecto de la extraccion con éter etilico sobre la cuantificacién del ALA. Distintas concentraciones
de ALA(12,5; 25; 37,5y 50 nmoles/ml) fueron condensadas con acetilacetona y los pirroles obtenidos
cuantificadose con el reactivo de Ehrlich (A553 nm) antes y despues de la extraccion con éter etilico.
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Cuando los pirroles, obtenidos con concentraciones de ALA comprendidas entre 25,00 - 50,00
nmoles/ml, son retenidos por una columna de resina Dowex 1X-8 y posteriormente eluidos, primero
con n-butanol:NHOH y luego con metanol:&cido acético, el porcentaje de recuperacion de ALA
oscilé entre el 80 - 85 % vy se hizo evidente en todo el rango de concentraciones la presencia de
aminoacetona en el estandard de ALA. Esta Gltima técnica resulté mas eficiente que la extraccion con

éter para separar y cuantificar ALA 'y AA (Figura 5.13).
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Figura 5.13: Cuantificacion del ALA luego de ser retenido y posteriormente eluido de una columna de Dowex
1x8. Se ensayaron concentraciones de ALA de 25; 37,5y 50 nmoles. Luego de condensar con acetilacetona, los
pirroles son retenidos por la resina y posteriormente eluidos con n-butanol:NH4OH y metanol:acido acético.

Cabe mencionar que el ALA también puede ser cuantificado por HPLC previa derivatizacion a

un compuesto fluorescente (Figura 5.14), que se obtiene por calentamiento con acetilacetona y

formaldehdo a 100°C durante 10 minutos. Por ser mas sensible que el colorimétrico, este método fue
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utilizado con éxito para la deteccion de ALA en el plasma y la orina de 418 trabajadores contaminados
con plomo (Oishi et al., 1996). En un principio, con un mecanismo de reaccién equivocado, Okayama
et al. (1990) reportaron que la aminoacetona no era capaz de formar el derivado, por ende, no
interferia en esta metodologia. En vista del mecanismo de la Figura 5.17 que es el correcto, tanto el
ALA como la aminoacetona generan derivados fluorescentes, que en las condiciones de la corrida por
HPLC no se logran separar. Por tal razon no usamos esta metodologia para separar y cuantificar el

ALA en el parésito.

NH, O

Figura 5.14: Formacion del derivado fluorescente del ALA, obtenido al hacerlo reaccionar con

acetilacetona y formaldehido.

5.2.3 Cuantificacién de ALA en el medio intra y extracelular del parasito

A partir de un cultivo de epimastigotes de T.cruzi con 5 dias de crecimiento, utilizamos el
método de extraccion con éter y de pasaje por una columna Dowex 1x8 para separar y cuantificar
ALA y AA. Las determinaciones se llevaron a cabo tanto en el medio de cultivo como en un extracto
libre de células proveniente del paréasito. La tabla 5.1 muestra los resultados obtenidos, los cuales
fueron similares independientemente de la metodologia empleada. Los resultados estarian mostrando
para ALA y AA, que su principal destino es ser expulsados al medio, debido a que lo que permanece
en el interior del parasito no llega a ser un 1% del total sintetizado. La expulsion podria deberse a su
toxicidad dentro de la célula, debido a que no son posteriormente metabolizados dentro del parasito. Si

consideramos el total sintetizado de ALA y AA y la formacién muy similar de cada uno de ellos
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(45,52% de ALA y 54,48 de AA) y atribuimos su sintesis a la misma enzima, podriamos inferir una
actividad similar para la reaccion con acetil-CoA o succinil-CoA como sustratos. Estos resultados

avalarian la prediccion bioinformatica descripta arriba.

Tabla 5.1: Contenido de ALA y AA en un cultivo de epimastigotes de Trypanosoma cruzi.

Fuente ALA Aminoacetona
nmoles % nmoles %
Intracelular 1,14 £ 0,15 0,22+0,01 @ 4,14%0,99 0,67 £ 0,02
Extracelular | 515,02+0,97 99,78+1,10 613,52+1,11 99,33+1,05
Total 516,15+ 2,00 100 617,66 + 2,00 100

Los valores corresponden al contenido de ALA y AA tanto en el interior del parasito como en el medio de
cultivo, provenientes de 35 ml de una suspension de epimastogotes en fase exponencial tardia. Se observa que la
produccion de ALA y de AA corresponde al 45,52% y 54,48% respectivamente.

5.2.4 Efecto del hemo sobre el contenido de ALA extracelular

Sabiendo que el hemo regula la sintesis de ALA (Rossetti et al., 2016) evaluamos el efecto de
distintas concentraciones de hemina (0, 2.5, 5, 7.5, 10 y 15 mg/l), agregadas al medio de cultivo, sobre

la cantidad de ALA excretado al medio.

Tabla 5.2: Efecto de distintas concentraciones de hemina en el medio de cultivo sobre el contenido de
ALA extracelular

ALA Extracelular

nmoles/ml de medio nmoles/mg prot

Hemina (mg/l)

0 19,11 +0,10 10,07 £ 0,05
2,5 67,63+ 2,10 7,63+0,24
5 52,67 + 0,65 5,93+0,04
7,5 46,42 £ 2,30 4,22 + 0,87
10 35,31+0,30 3,94 10,02
15 21,21 +£0,20 2,3610,01

La cantidad de ALA se expresa en nmoles/ml de medio y estos valores se normalizan considerando los
mg de proteina, proveniente del pellet de parasitos, obtenidos en las distintas condiciones.
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Los resultados obtenidos (Tabla 5.2) ponen de manifiesto una disminucion en el contenido de
ALA a medida que aumenta la concentracion de hemina en el medio. Este comportamiento concuerda
con el efecto regulatorio que el hemo ejerce sobre la sintesis de ALA catalizada por el ALA-S.

Al realizar un western blot de los extractos proteicos provenientes de los parésitos crecidos en
las distintas condiciones de hemina y revelando con un anticuerpo anti-ALA-S (Bortwick et al.,1983;
Rohde et al., 1990), observamos la presencia de una banda de aproximadamente 40 KDa, cuya
intensidad disminuye al aumentar los niveles de hemina, que podria corresponder a la proteina

involucrada en la sintesis de ALA (figura 5.15)

R 5 75 10
40 KDa me— o e

Figura 5.15: Western Blot con anticuerpo anti-ALAS correspondientes a los extractos proteicos provenientes de
parésitos crecidos con hemina:2,5; 5;7,5 y 10 mg/litro. Se detalla el peso molecular estimado segun el marker
utilizado. En cada calle se sembr6 la misma cantidad de proteina.

Al analizar los niveles de expresion del gen TcCLB.511071.140 utilizando la técnica de RT-
PCR semicuantitativa y el ARN extraido de los parasitos cultivados en las distintas concentraciones de
hemina observamos que, la intensidad de las bandas en el gel de agarosa disminuye notoriamente al
aumentar la concentracién de hemina. Los resultados se pueden ver en la figura 5.16. Estos resultados

concuerdan con lo observado en el Western blot de la figura 5.15
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Figura 5.16: Grafico de la intensidad relativa del gen TcCLB.511071.140 respecto del gen housekeeping GADPH
(intensidad/GAPDH) en unidades arbitrarias (UA) vs la concentracion de hemina en el medio. Los datos se
encuentran normalizados utilizando como housekeeping el gen de la enzima GAPDH. Los resultados son el

promedio de tres réplicas independientes. Las intensidades fueron determinadas con el software ImageJ.

5.3 Obtencidn y caracterizacion de la proteina recombinante
TcpHeml

Con el fin de determinar la identidad de la proteina TcpHeml, que segun estudios
bioinformaticos podria corresponder a un ALA-S o AA-S, procedimos al clonado de la secuencia
gendmica que la codifica y a la posterior obtencién de la proteina recombinante.

A partir de la secuencia de aminoacidos obtenida de Blastp y UniProt, y utilizando la
herramienta tBlastn, obtuvimos la secuencia de nucle6tidos mas probable (con un porcentaje de
identidad del 93,56%) cuyo Gene ID es 3545475 (genomic scaffold: NW_001849528.1). A partir de
esta secuencia se disefiaron los primers con los cuales se amplificO por PCR de punto final. La
secuencia nucleotidica se encuentra anotada en TriTryps con el cédigo TcCLB.511071.140. ElI ADN
utilizado, extraido de un cultivo de 5 dias de crecimiento de epimastigotes de T.cruzi de la cepa

Tulahuen Tul 2, poseia una relacion de absorbancia 260/280 de 2,12 y una concentracion de 2,665
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pg/ul. El fragmento amplificado por PCR de punto final tuvo una longitud de 1,2 Kpb

aproximadamente (figura 5.17), lo cual corresponde al tamafio del producto previsto.

1500
1000

Figura 5.17: Amplificacion del gen TcCLB.511071.140 mediante la técnica de PCR de punto final. Las
cantidades de 0,5 a 3 pl (50 ng a 300 ng) corresponden a la cantidad de DNA molde utilizado durante la reaccion
de PCR de punto final, siguiendo las condiciones descriptas en Materiales y Métodos. La calle C- corresponde a

un control sin ADN.

El fragmento obtenido fue purificado y enviado a secuenciar. La secuencia obtenida se alineo
con la reportada utilizando la plataforma Blast, herramienta: “Global Alignment”. El alineamiento
mostro que ambas secuencias, la esperada y la obtenida de la secuenciacion, coinciden en un 98,9%.
Se observa que las zonas donde el apareamiento no es perfecto corresponden a los extremos. Por un
lado, estas zonas presentan interferencias debido a la técnica usada para la secuenciacion; Por otro
lado, los extremos de la secuencia obtenida presentan los sitios de corte para las enzimas BamHI y

HindlIl, sitios que no estan presentes en la secuencia original (Figura 5.18).
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Figura 5.18: Dot plot del alineamiento entre la secuencia obtenida por PCR de punto final y la secuencia que se
deseaba amplificar. El circulo rojo marca la zona donde se encuentra la mayor parte de los gaps, los cuales se
deben al método de secuenciacion. La identidad de ambas es del 98%, lo que nos indica que la secuencia fue

amplificada con un grado alto de fidelidad.

Confirmada la secuencia del producto de PCR, el mismo fue insertado en un vector de
subclonado (pJET), a partir del cual, se obtuvo nuevamente el fragmento a insertar en el vector de
expresion (pET22 b+). El empleo del vector de subclonado aument6 la eficiencia de ligacion del
fragmento al vector de expresién. Teniendo en cuenta que el vector de expresion utilizado nos permite
etiquetar la proteina con una secuencia de 6 histidinas en el extremo amino terminal, la proteina
recombinante fue purificada empleando una columna de Niquel comercial que se eluye con Imidazol.
La presencia de la proteina recombinante, a lo largo del esquema de purificacion, se determind por dot
blot revelando con un anticuerpo anti-His. Las fracciones provenientes del esquema de purificacién

fueron:

- Sobrenadante S: Extracto libre de células obtenido por lisis de las bacterias transformadas e
inducidas con IPTG.

- Fraccion P: Percolado de la columna luego de sembrar el sobrenadante S

- Fraccion L1: Lavado de la columna de afinidad con el buffer con el cual esta equilibrada la

columna
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- Fracciones E1-E6: Corresponden a las distintas alicuotas de la elucién con solucion de

Imidazol.

De la figura 5.19a, que corresponde a la fraccién S, podemos concluir que la proteina no se expresa si
transformamos con el plasmido vacio, hay un nivel basal de expresion si transformamos con el
plasmido recombinante sin inducir, el cual es notoriamente mayor luego de la induccion. La figura
5.19b representa el dot blot obtenido para las fracciones antes mencionadas. La intensidad de la sefial
en el percolado nos indica saturacion de la columna, la sefial de las fracciones E1 a E6 ponen de
manifiesto si la proteina retenida fue totalmente eluida y cudles son las fracciones que deben reunirse

para obtener una muestra de proteina lo mas concentrada posible.

a) b)

Figura 5.19: Dot blot de las fracciones obtenidas durante la purificacién de la proteina recombinante. a)
corresponde a la fraccidn S proveniente de 1: bacterias transformadas con el plasmido vacio, 2: bacterias
transformadas con el plasmido recombinante sin inducir y 3y 4: con este Ultimo inducido. b) corresponde a las
fracciones S, P, E1-E6 mencionadas en el texto. L2 corresponde al lavado posterior a E6 y C es un extracto de
bacterias transformadas con el plasmido recombinante sin inducir, pero no fueron sembradas en la columna.

Segun la tabla 5.3, del total de la proteina presente en 1,5 ml del sobrenadante S, un 41,65%
corresponde a la proteina recombinante, el 52,5% no interactGa con la columnay el porcentaje restante

es pérdida adjudicada a la metodologia.
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Tabla 5.3: Nivel de expresion de la proteina recombinante en base al contenido proteico.

Fracciones Volumen Proteina mg Totales

(ml) (mg/ml)
1,5 22,02 + 0,01 33,14

P 1,5 11,59 £ 0,02 17,39

El 0,5 2,5+0,04 5

E2 0,5 2,7+0,03 54

E3 0,5 0,8+0,01 1,6

E4 0,5 0,9+0,01 1,8

La determinacién de proteinas en las distintas fracciones provenientes del esquema de purificacion se llevé a
cabo por el método de Bradford.

El western blot de la figura 5.20 nos permitié adjudicar a la proteina recombinante un peso molecular
de aproximadamente 40 KDa, este dato coincide con las predicciones bioinformaticas antes

mencionadas y en la figura 5.15.

S El E2
40 KDa mmp weie wmw W

Figura 5.20: Western blot de las fracciones S, E1 y E2 del esquema de purificacion. EIl western blot fue revelado
con un anticuerpo primario anti-his y un anticuerpo secundario unido a HRP, siguiendo la metodologia descripta
en Materiales y Métodos.
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5.3.1 Actividad de ALA-S y AA-S en la proteina recombinante TcpHem1

Comenzamos la caracterizacion de la proteina recombinante evaluando su capacidad de
catalizar la sintesis de ALA a partir de succinil CoA y de AA a partir de acetil CoA.
Utilizando como sustrato glicina 100 mM y succinil CoA 1mM, la proteina fue capaz de sintetizar
24,35 + 1,4 nmoles ALA/30 min x pg de proteina. Tanto la glicina como la succinil CoA estarian en
concentraciones saturantes, ya que al incrementarlas no se observaron modificaciones significativas de
la velocidad de la reaccion.

Empleando como sustrato glicina 100 mM y acetil CoA 0,4 mM, detectamos la formacion de
31,67 £ 1,23 nmoles de AA/30 min x g de proteina. En este caso, dada la estabilidad del acetil CoA
pudimos evaluar el efecto de distintas concentraciones de acetil CoA de 1,25 x102 mM hasta 0,4 mM

sobre la actividad de la enzima (Figura 5.21)

100

80 |-

60

Aminoacetona (nmoles/30min)

20 |

0 T T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 04 0,5

Aceti CoA (mM)

Figura 5.21: Efecto de distintas concentraciones de acetil CoA sobre la actividad de AA-S. Se midio actividad de
la manera descripta en Materiales y Métodos empleando la proteina recombinante (3 microgramos), glicina a una
concentracion constante (100 mM) y distintas concentraciones de acetil CoA.

Los resultados nos permiten adjudicarle a la enzima un comportamiento Michaeleano y a

partir del grafico de inversas calculamos los pardmetros cinéticos Km y VVm (Figura 5.22)
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Figura 5.22: Gréfico de inversas para el acetil CoA como sustrato variable y la glicina como sustrato fijo. En esta
regréfica se representan los valores de la figura anterior.

Obtuvimos para la enzima un valor de Km de 0,090 + 0,003 mM y una Vm de 116,18 + 1,4
nmoles/30 minutos que, considerando la cantidad de proteina utilizada, corresponden a 38,73
nmoles/30minutos.microgramo de proteina. Un tratamiento anadlogo para el ALA-S no fue posible

realizar debido a la inestabilidad de la succinil CoA.

En base a estos resultados, decidimos realizar ensayos de competencia para determinar la
especificidad de la enzima por los sustratos. Utilizando una concentracion fija de glicina 100 mM se
midio: actividad de AA-S en ausencia de succinil CoA y actividad de AA-S y ALA-S en presencia de
una concentracion de succinil CoA constante y acetil CoA variable. La concentracién de succinil CoA
fue la adecuada para asegurar la saturacion del ALA-S. Las determinaciones de actividad se realizaron
tal como se describen en materiales y métodos. En la figura 5.23 observamos cuales son los posibles

resultados para este ensayo
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Figura 5.23: Posibles resultados del ensayo de competencia. la curva negra de produccién de AA, en
todos los casos, corresponde a la produccion de AA en ausencia de succinil-CoA y seria una repeticion de los
resultados obtenidos en la figura 5.21, pero de forma esquematica. Las curvas restantes (celeste y naranja)
representan los posibles resultados obtenidos si en el sistema agregamos una concentracién saturante de succinil-
CoA.

Si suponemos que la proteina TcpHem1 es una enzima tipo ALA-S, no seria especifica para
succinil-CoA ya que es capaz de formar AA a partir de acetil-CoA (figura 5.21). Este dltimo
comportamiento invalida también la posibilidad de que para un ALA-S especifical el acetil CoA
pudiese actuar como inhibidor. Si fuese un ALA-S inespecifica es decir, que es capaz de tomar
succinil-CoA como sustrato principal y acetil-CoA con menor eficiencia (figura 5.23a), entonces a
concentracion saturante de succinil-CoA la produccion de ALA serd méaxima y constante aunque la
concentracion de acetil-CoA aumente hasta la saturacion. La cantidad de AA seria despreciable. Por
otro lado, si la enzima ALA-S pudiera aceptar tanto acetil-CoA y succinil-CoA como sustratos (figura
5.23b), veriamos que al aumentar la concentracion de acetil-CoA, en presencia de succinil-CoA

saturante la produccion de ALA decae mientras la concentracion de AA aumenta, alcanzando nuevas
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velocidades maximas menores a las obtenidas en presencia solo de succinil-CoA 6 acetil-CoA
respectivamente.

Si suponemos que la enzima TcpHem1 es una enzima del tipo AA-S podemos considerar 4
posibilidades: en el caso de que sea una enzima AA-S especifica que ademas no reconoce al succinil-
CoA como inhibidor (figura 5.23c), vemos que en presencia de ambos sustratos, no habra produccion
de ALA y la formacidn AA no se ve afectada por la presencia de succinil-CoA. Si ahora consideramos
la posibilidad de que la AA-S reconozca al succinil-CoA como inhibidor (figura 5.23d), veremos que
tampoco hay produccién de ALA y la formacién de AA se vera disminuida hasta que las
concentracidnes de acetil-CoA sea saturante y alcance la velocidad maxima. Otra posibilidad es que la
AA-S sea capaz de reconocer al succinil-CoA como sustrato alterno (figura 5.23e), en ese caso,
obtenemos una gréafica similar a si consideramos que la enzima TcpHem1 sea un ALA-S cuyo sustrato
alterno es el acetil-CoA (figura 5.23b). Finalmente, podriamos considerar que la AA-S sea inespecifica
(figura 5.23f), en ese caso, vemos que la produccién de ALA comienza siendo maxima, pero decae
hasta valores indetectables cuando la concentracion de acetil-CoA se vuelve saturante. En este caso la
formacion de AA se ve disminuida por la presencia de succinil- CoA, pero a altas concentraciones de
acetil-CoA alcanzaria la velocidad maxima. En conclusién, la figura 5.23 estaria indicando como a
partir del ensayo de competencia podriamos inferir la posible identidad de la proteina TcpHem1. En la
figura 5.24 se muestran los resultados experimentales obtenidos al llevar a cabo el ensayo de

competencia.
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Figura 5.24: Competencia entre el acetil CoA y succinil CoA como sustrato. Empleando 3 microgramos de la
proteina recombinante TcpHem1 y una concentracion de glicina 100 mM se midio actividad de AA-S en
ausencia y presencia de succinil CoA (1 mM) y actividad de ALA-S en presencia de succinil CoA 1 mM vy acetil
CoA variable.

A partir de este grafico podemos concluir que la proteina TcpHem1 se comportaria como una
enzima ALA-S cuyo sustrato alterno es el acetil-CoA o una enzima AA-S que tiene como sustrato
alterno al succinil-CoA. Considerando los estudios bioinformaticos de alineamiento estructural y
secuencial, concluimos que, la proteina en estudio podria corresponder a una enzima tipo AA-S que

tiene al succinil-CoA como sustrato alterno.

5.4 Conclusiones parciales del Capitulo 5

A partir de los datos presentados podemos concluir que el parasito produce ALA, el cual es
exportado fuera de la célula en aproximadamente un 98%. La produccion y deteccion del ALA pudo
ser separada de la deteccion y cuantificacion de otro compuesto quimicamente similar, la
aminoacetona (AA). Este compuesto, es producido por una enzima de la misma familia de las ALA-S,
la AA-S. Cuando realizamos la busqueda bioinformatica con el fin de hallar una secuencia con
capacidad de codificar un ALA-S y, por lo tanto, explicar la presencia de ALA en el medio de cultivo

del parésito, encontramos una Unica secuencia proteica candidata, la cual, se encuentra anotada como
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una AA-S putativa. Este resultado nos llevd a analizar la secuencia, a la que llamamos TcpHeml e
investigar si tenia alguna relacion con la produccion de ALA. Los estudios de alineamiento, tanto de
secuencia como estructurales, con secuencias ampliamente estudiadas de ALA y AA-S de distintas
especies, nos agrupaban de forma categorica las ALA-S alejadas de las AA-S y la secuencia de la
proteina TcpHem1 se relaciona més con estas ultimas que con las ALA-S. Por otro lado, sabiendo que
el ALA-S es regulada a distintos niveles por hemo, observamos que, al aumentar los niveles de hemina
en el medio de cultivo disminuyen los niveles de ALA extracelular, la expresion del gen candidato a
codificar la enzima TcpHem1 y los niveles de expresidn de una proteina cuyo peso molecular coincide
con el peso molecular de la proteina en estudio. Los estudios de docking molecular mostraron que
seria posible que esta proteina pudiera tomar con afinidad similar los sustratos acetil-CoA y succinil-
CoA. Tal como se ha explicado hasta este momento y como se representan en la figura 5.17, las
enzimas tipo ALA-S pueden tomar cualquiera de los dos sustratos antes mencionados, sin embargo,
las enzimas tipo AA-S solo pueden utilizar acetil-CoA. Estos resultados del docking, sumado a la
teoria de que la enzima ALA-S podria haber surgido de una enzima tipo AA-S nos llevé a clonarla y
sobreexpresarla para evaluar su capacidad de sintetizar ALA y/o AA. Los resultados mostraron que la
proteina era capaz de catalizar la formacion de ALA y de AA empleando como sustratos succinil CoA
y acetil CoA respectivamente. De los ensayos de competencia pudimos observar que ambas
actividades, la de ALA-S y la de AA-S, coexisten, ya que concentraciones saturantes de succinil-CoA
no anulan la actividad de AA-S y viceversa, concentraciones saturantes de acetil CoA no anulan la

formacion de ALA. El estudio de competencia concuerda con lo predicho en el docking molecular.
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Capitulo 6

Efecto tripanocida de la Vitamina C y de la Porfirina sintética A4
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A continuacion, presentaremos los resultados relacionados con el uso de vitamina C y de la
Porfirna A4 como posibles agentes anti- T. cruzi. El efecto citotoxico de la vitamina C (debido a su
accién prooxidante) generaria un dafio oxidativo dentro de la célula, que si el parasito no puede
contrarrestar produciria su muerte. Por otro lado, teniendo en cuenta la avidez que el parasito tiene por
las porfirinas, y el efecto citotoxico de su acumulacion, el estudio de moléculas estructuralmente
analogas, como la porfirina sintética que llamamos A4, podria ser un camino hacia la mejora en la

eficacia del tratamiento contra la Enfermedad de Chagas.
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Vitamina C

6.1 Ensayos in vitro

6.1.1 Evaluacion de la actividad anti-T.cruzi de la Vitamina C

La actividad anti-T. cruzi de la vitamina C (Vit C) se evalud in vitro sobre los tres estadios del
parasito, siguiendo la metodologia descripta en Materiales y Métodos. En todos los casos el Bnz fue
utilizado como droga de referencia. En la Figura 6.1 se representan las curvas a partir de las cuales se

obtuvieron los valores de 1Cso que se muestran en la Tabla 6.1.
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Figura 6.1: Efecto de distintas concentraciones de Vit C y Bnz sobre los tres estadios de T. cruzi. En todos los
casos, los parasitos fueron tratados con distintas concentraciones de vitamina C y Bnz como droga de referencia.
a) Los epimastigotes fueron cultivados durante 5 dias a 28°C. b) Los triposmastigotes presentes en sangre de
raton infectado fueron tratados durante 24 h a 4°C. ¢) Los amastigotes presentes en un cultivo de macréfagos
infectado con tripomastigotes transgénicos fueron tratados durante 7 dias a 37°C

En el caso de los epimastigotes se pudo observar que para concentraciones menores a 5 UM la

Vit C fue mas efectiva que el Bnz, a concentraciones mas altas los efectos se igualan, arrojando
valores de ICso similares. Para tripomastigotes, el Bnz mostré un ICsg significativamente menor al de

la Vit C, mientras que en amastigotes ambas drogas resultaron igualmente efectivas. En la misma tabla
se observan los indices de selectividad (IS), que surgen de haber calculado, para la vitamina C y el

Bnz, su citotoxicidad en células Vero (Figura 6.2).
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Tabla 6.1. Efecto de la Vit C sobre los tres estadios de T. cruzi.

Droga Epimastigote Tripomastigote Amastigote -

ICsp (M) IS ICso (HM) IS ICsp (M) IS CCSD(HM)

3,65+0,45 >684,93 50,60 +2,50 >49,40 4,65+0,38 >573,63 > 5000
m 586+0.93 14,12 30,26 +2,85 2,74 4,10 +0,55 20,10 90,9 + 2,50

Los valores de IC50 fueron calculados a partir de los graficos de la figura 6.1. Mientras que la CC50
para ambas drogas surge de los datos de la figura 6.2

m Vit C 5uWBnz 3uM
& d —3 Vit C 50uM/Bnz 30uM
Vit C 500puM/Bnz 300uM
— Vit C 1000uMWBNnz 1500 uM
Vit C 5000uMWB nz 3000 uM

*
*
L
*
*
.

Vit C Bnz

Viability (%)
58 2 8 8

3

Figura 6.2: Citotoxicidad de la Vit C y el Bnz sobre células de mamifero. La citotoxicidad fue ensayada
sobre un cultivo de células VVero mantenido a 37°C durante 48 h. La viabilidad celular fue determinada mediante
el ensayo con MTT.

La Vit C no causa ningln efecto citotoxico a concentraciones de hasta 2500 pM. Sin embargo,
concentraciones mas altas (5000 uM) demostraron ejercer un efecto citotoxico del 35%. Para el Bnz se

obtuvo una CCs = 90,9 £ 2,50 mientras que el de la Vit C fue mayor de 5000. Los altos valores de 1S
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obtenidos para la Vit C, muy superiores a los correspondientes al Bnz, hacen a la droga un candidato
promisorio para ser evaluada In vivo.

Con el fin de realizar una evaluacion in vivo, se evalud el efecto del agregado de Vit C sobre la
actividad tripanocida que el Bnz ejerce sobre el estadio tripomastigote y sobre la citotoxicidad del Bnz

sobre células Vero (Tabla 6.2)

Tabla 6.2: Efecto de la Vit C sobre a) actividad tripanocida sobre tripomastigotes y b) citotoxicidad del

Bnz sobre células Vero

a) b)

Compuestos Lisis (%) Vit C (uM) Viabilidad (%)
Control 0 0 48,95 + 1,05
Bnz 41,40 + 3,80

5 78,00 £ 3,50
Vit C1 3,77+ 1,10
Vit C1 + Bnz 35,85+ 1,50 50 80,43 2,00
Vit C2 26,42 t 3,50

+
Vit C2 + Bnz 40,40 + 2,00 >00 79,71+ 4,10
i +

Vit 3 >8,94 3,50 5000 20,46 £ 1,05
Vit C3 + Bnz 36,96 £ 4,20

a) Las concentraciones ensayadas fueron: Bnz: 33.3 uM; Vit C1: 13.6 uM; Vit C2 : 40.9 uM and Vit C3: 81.8
UM. b) La concentracion de Bnz ensayada fue 100 uM

Segun los resultados de la tabla 6.2a, el efecto tripanocida que ambas drogas manifiestan cuando se
encuentran por separado no resulta aditivo al ser administradas conjuntamente. Los porcentajes de lisis
observados en las distintas combinaciones no resultan significativamente diferentes al obtenido con
Bnz solo. Por otro lado, en células de mamiferos, entre 5y 500 uM la Vit C disminuye un 30% la
citotoxicidad ejercida por el Bnz a una concentracion 100 uM (tabla 6.2b). Dicha disminucién es
independiente de la concentracion de Vitamina C utilizada. A concentracion 5000 uM la citotoxicidad

alcanza valores del 80% debido a que se manifiesta el efecto citotdxico de ambas drogas.
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En base a los resultados de la tabla 6.2b, calculamos nuevamente la CCso del Bnz en presencia de

distintas concentraciones de Vit C (Tabla 6.3)

Tabla 6.3: Variacion de la concentracién citotdxica de Bnz en presencia de Vit C

Vit C (uM) CCso(pM)
0 92,73 + 4,15
5 1043,66 + 8,35
50 4037,75 + 7,28
500 1527,57 + 5,25
5000 42,42 + 4,75

El ensayo de citotoxicidad se evalué de la manera habitual descripta en Materiales y Métodos

Como podemos observar, la CC50 del Bnz aumenta significativamente entre 5 y 500 uM de Vit C,
pero a concentraciones de 5000 puM, su disminucion del mas del 50% respecto del 0 de Vit.C nos

estaria indicando que ambas drogas potencian sus efectos toxicos.

6.1.3 Evaluacion del estado redox del parasito en presencia de Vit C + Bnz

Se sabe del efecto dual antioxidante/prooxidante de la Vit C (Du et al.,2012; Mastrangelo et
al., 2017; Deubzer et al., 2010; Cieslak & Cullen, 2015). De esta misma manera, esta reportado que el
Bnz y /o sus metabolitos son capaces de formar aductos con los tioles libres, dejando a la célula
vulnerable a los efectos del stress oxidativo (Trochine et al., 2014). En base a lo expuesto, decidimos
evaluar in vitro, sobre epimastigotes, el efecto a lo largo del tiempo (2, 5, 8 y 10 hs), de distintas
concentraciones de Vit C (5, 15y 30 uM) en presencia y ausencia de Bnz (15 uM), sobre el estado

redox del parésito. Los parametros utilizados para evaluar dichos cambios fueron el nivel de grupos
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SH- libres por reaccion con DTNB (Figura 6.3) y el estado oxidativo intracelular empleando la sonda
H.DCFDA.

En la figura 6.3a se puede observar una disminucion significativa, independiente de la
concentracién de Vitamina C, en el contenido de tioles (~ 50%) entre 2 hs y 5 hs después del
tratamiento solo con Vit C. Desde las 5 hs hasta las 8 hs, el contenido de tioles aumentd de manera
dependiente de la concentracion de Vit C, alcanzando valores maximos de 191% y 133% (valores que

estaban por encima del control), para 30 uM y 15 uM de Vit C, respectivamente.
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Figura 6.3 Efecto de la Vit C y el Bnz sobre el contenido de tioles. Los epimastigotes fueron tratados con Vit C,
en ausencia (a) o en presencia (b) de una concentracién fija de Bnz (15 uM)

Después de alcanzar este valor maximo, la concentracion de grupos SH disminuyd para volver
a valores de control después de 10 h del tratamiento. Este comportamiento se modifica cuando, a las
diferentes concentraciones de Vit C, se le agregd una concentracion fija de Bnz (15 uM) (Figura.
6.3b). A las 2 horas de tratamiento se observé un aumento en el contenido de tioles proporcional al
incremento de los valores de concentracion de Vit C. A las 5 hs, se observaron valores minimos en el
contenido de tioles de 40, 60 y 85% correspondiente a 30, 15 y 5 uM de Vit C, respectivamente. El
nivel de tioles volvid a los valores iniciales después de 8 h postratamiento y casi no se observaron
variaciones entre las 8hs y las 10hs. Es de destacar que el contenido de tioles en los controles
(correspondientes a diferentes tiempos) observado en presencia de Bnz es de 3 a 5 veces menor que

los medidos en su ausencia, los cuales fueron, en todos los puntos de tiempo, de ~153,52 nmol/mg de
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proteina. Este comportamiento pone de manifiesto la interaccion Bnz y/o sus metabolitos con los
grupos tioles.

Respecto del estado redox intracelular, evaluado por citometria de flujo con la sonda
H2DCFDA, las relaciones Gmt/Gmc (Indicador del estado redox de los parésitos tratados respecto de
los controles) oscilaron entre 0,95 y 1,15 para todas las condiciones ensayadas, poniendo de
manifiesto que el estado redox intracelular no se altera. Estos resultados pondrian de manifiesto el

efecto del resto del sistema de defensa antioxidante presente en el parasito.

6.2 Ensayos in vivo de la Vitamina C

6.2.1 Evaluacion de la actividad tripanocida de la Vitamina C

El estudio sobre un modelo murino nos permite evaluar mas eficientemente si la droga que
estamos estudiando puede ser utilizada como tratamiento. Las determinaciones in vivo se realizaron
sobre un modelo murino agudo de la enfermedad de Chagas utilizando ratones de la cepa C3H/HeN y
se ensayaron los siguientes tratamientos:

v GrupoVit C (1,5 mg/kg de peso/dia).

v GrupoBnz (0,75 mg/kg/dia).

v GrupoVit C (1,5 mg/kg de peso/dia) + Bnz (0,75 mg/kg/dia).
v GrupoControl, s6lo administracion del vehiculo (PBS 0,05M).

La evolucion de los tratamientos se siguié midiendo parasitemia, sobrevida y pérdida de peso
de los animales.

Los resultados de las parasitemias y del porcentaje de sobrevida se muestran en la figura 6.5
El grupo control presentd un pico de parasitemia en el dia 15 posinfeccion de (60,5 + 1,5) x 10°
parésitos/ml, mientras que el grupo tratado con Vitamina C sola mostré una disminucion del 55% en
dicho valor. Simultaneamente, los ratones tratados con Bnz solo o combinado con Vitamina C
presentaron niveles similares de parasitemia [(18,65 + 1,5) x 10° y (16,66 +1,5) x 10° parésitos/ml,

respectivamente]. En cuanto al area bajo las curvas de parasitemia, se observaron disminuciones del
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40,45%; 58,65% Yy 63,79% para ratones tratados solo con Vitamina C, solo con Bnz, o la combinacion
de ambos, respectivamente (figura 6.4)

Mientras que en el grupo control se registré un 100% de mortalidad entre los dias 14 y 29
post-infeccion, el grupo tratado con Bnz + Vitamina C mostr6 100% de supervivencia hasta el final
del periodo de tratamiento acompafiado de un mejor aspecto del pelaje y comportamiento (mayor

actividad e interaccion entre pares) de los animales de estos dos lotes.

A
) ‘
—&— Control
5 4 —@— Vitamina C
v— Bnz
A Bnz+VitC
4
€
@
2
= 3
©
©
o
2
14
0 T T T T T T T T
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Dias post-infeccion
B)

100<L' D

- vl
80 |- * ‘ :

40

% Sobrevida

VitC
Vit C + Bnz
Bnz

—@—— Control (PBS)
[EEERESY TETITR
7
7y
1

0 I ! I I
0 10 20 30 40 50

Dias post-infeccion

Figura 6.4 Efecto del tratamiento con Vit C (1,5 mg/kg/dia) administrada intraperitonealmente sola o
conjuntamente con Bnz sobre la cantidad de parasitos/ml (A) y la sobrevida (B). Los ratones fueron tratados
luego de 7 dias de ser infectados.
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Sumado a esto, los ratones tratados con la combinacion de compuestos presentaron una

reduccion de la pérdida de peso lo que explica una mejora del estado de salud (Figura 6.5)
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Figura 6.5: Curva de peso de los ratones de los distintos tratamientos. Se observa que los ratones tratados con la
combinatoria Vitamina C + Bnz son los que menos pérdida de peso presentaron respecto de los demas grupos.

De los ensayos in vivo surge que el tratamiento combinado es el mas eficiente para combatir, en este

modelo, la infeccion por T.cruzi.

6.2.2 Evaluacion de la citotoxicidad del Bnz in vivo

Habiendo demostrado in vitro que la Vitamina C (50 uM) es capaz de aumentar alrededor de 40 veces
la CCso del Bnz, nuestra propuesta es que el tratamiento conjunto Vit C + Bnz, resulta méas efectivo
que el tratamiento de Bnz solo, debido a que la Vitamina C es capaz de contrarrestar la citotoxicidad
del Bnz. Para corroborar esta hipotesis, tratamos ratones de la cepa CF1, en primer lugar, con una
inyeccion diaria de Bnz (0,7 o 1,4 mg/Kg/dia) durante 5 dias consecutivos en presencia y ausencia de
vitamina C (1,5 mg/Kg/dia). El tratamiento no produjo alteraciones a nivel hepético ni renal. La
ausencia de citotoxicidad también fue observada con 2 dosis diarias de Bnz (3,33 mg/Kg) aplicadas
durante 2, 3 0 4 dias. En este ultimo esquema de tratamiento, ademas de los pardmetros mencionados

anteriormente, se midio el nivel de glutation reducido en el higado. Ninguna manifestacion de dafio
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fue observada. En ningln caso se evidenciaron modificaciones en el aspecto del pelaje y de la
conducta de los animales. Estudios actualmente en curso estan siendo llevados a cabo para establecer
las condiciones en las cuales el Bnz manifieste su citotoxicidad, y asi, poder evaluar el posible efecto

de la Vitamina C.

Porfirina A4

6.3 Ensayos in vitro

6.3.1 Evaluacion de la actividad anti-T.cruzi

Como se sabe, las porfirinas son moléculas que poseen un sistema de dobles enlaces
conjugados en un nucleo tetrapirrol, que les confiere bandas de absorcion caracteristicas en el visible y
en el ultravioleta cercano. Por esta razon se utilizan como fotosensibilizadoras en terapias de
inactivacion fotodinamica (IFD). La inactivacion fotodindmica (IFD) es una técnica usada para el
tratamiento de infecciones por microorganismos patdgenos. Posee un amplio espectro de accion, es
eficiente en cepas resistentes a antibiéticos y tiene bajo potencial mutagénico. Se basa en la
acumulacién diferencial en las células de un fotosensibilizador (FS), que se activa con luz visible
generando radicales libres que conducen a la muerte celular. La porfirina A4 es una aminoporfirina
sintética cuyo efecto como antimicrobiano se esta estudiando en diferentes microorganismos tales
como E.coli y virus (Caminos et al., 2006; Jori & Brown, 2004; Wainwright, 2004 ). En la figura 6.6
se puede observar la estructura de la porfirina sintética A4.

N é Figura 6.6: Estructura de la porfirina
O (@]

O Q sintética A4.

/

Ay ’
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Sabiendo que el parésito presenta una captacion preferencial por los compuestos porfirinicos,
evaluamos in vitro la actividad anti-T cruzi de la porfirina A4. La figura 6.7 pone de manifiesto la
actividad anti-T.cruzi de la droga en los estadios de epimastigote y tripomastigote. Para tripomastigote,
el efecto tripanocida se potencia 1000 veces cuando la porfirina es iluminada durante 15 minutos.
Cabe aclarar que, durante el tratamiento con la porfirina no se produjeron alteraciones visibles al

microspio éptico de las células presentes en la sangre.

a) b)
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A4 osc 10,04 £ 0,50 11,64 £ 0,48
A4 Luz - <0,0116 £ 0,005
Bnz 7,40 £ 0,45 30,26 + 2,85

Figura 6.7: Efecto antiparasitico de A4 sobre epimastigotes (a) y tripomastigotes de T. cruzi (b) en presencia o
ausencia de luz. c) Valores de ICsp provenientes de las gréficas a 'y b.

En base a estos resultados, la porfirina podria ser utilizada con el propoésito de esterilizar la

sangre que llega a los bancos de sangre. Para evaluar su selectividad por un lado, calculamos la CCsg
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sobre células de mamifero (figura 6.8a) y por microscopia éptica investigamos posibles alteraciones en
las células de la sangre. Los resultados de la CCso para los estadios de epimastiogote y tripomastigote

en presencia o ausencia de luz se exponen en la figura 6.8b

(a) = A4: 0,01 UM /Bnz: 3mM (b)
= A4: 0,10 uM /Bnz: 30mM

120t == A4: 1,03 uM /Bnz: 300mM
) === A4: 10,3 uM /Bnz: 1500mM Droga CCso IS
8 100 = Bnz: 3000mM (eMm) Epi Tripo
o]
©
X 80 Ad Luz 22,08 + 1,50 - > 1900
E
5 o0 A4 Osc 267,39+550 26,63 22,97
s
8 40
2 Bnz 82,79+2,75 11,19 2,74
© 20

0

A4 Osc. A4 Luz Bnz

Figura 6.8: Efecto de la porfirina A4 y Bnz sobre la viabilidad de las células Vero. Luego del agregado de A4 las
células fueron irradiadas o mantenidas en oscuridad durante 15 minutos (a) Histograma representando los
resultados obtenidos donde también se adicionan los resultados obtenidos para Bnz, droga de referencia. (b)
CCso e IS obtenidos para A4 en oscuridad y luz

La citotoxicidad de la porfirina expuesta a la luz resulto ser casi 4 veces mayor que la de Bnz,
pero teniendo en cuento los IC50 de cada una de ellas (figura 6.8), se le adjudica el alto IS que la
postula como una droga candidato muy eficiente para tratar la sangre infectada.

A continuacion, evaluamos las caracteristicas espectrales de la porfirina con el fin de
establecer condiciones adecuadas de cuantificacién que nos permitan monitorearla luego de ser

agregada a sangre.

6.3.2 Comportamiento espectral de A4

En la Figura 6.9a se esquematiza el comportamiento espectral de A4 en la region UV-visible
del espectro, empleando la porfirina A4 disuelta en DMSO. Se observa un maximo de absorcion a 425

nm, cuyo valor de absorbancia guarda una relacion lineal con la concentracion de A4 entre 1y 6 uM.
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Figura 6.9. Comportamiento espectral de la porfirina A4. A) Espectros de absorcion UV-visible y curva de
calibracién correspondiente. b) Espectro de fluorescencia de A4 disuelta en DMSQO vy curva de calibracién
correspondiente

Como parte de la caracterizacion fluorométrica se muestran los espectros de emision (Aexc
425 nm) y de excitacion (Aem 660 nm) de la porfirina disuelta en DMSO (Figura 6.10b). Excitando a
425 nm el valor de unidades de fluorescencia emitidos a 660 nhm guarda una muy buena correlacion
lineal con la concentracion de porfirina, en el rango de 4,4 a 22,13 nM. El limite de deteccion del
método fluorométrico resultd ser 225 veces mas bajo que el correspondiente a la espectrofotometria de
absorcidn. Por esta razén el seguimiento de la porfirina en las muestras de sangre se llevo a cabo por

fluorometria. La iluminacion de la porfirina por 15 minutos no produce modificaciones espectrales.
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6.3.3 Agregado de A4 en sangre

-Efecto sobre sangre entera

A pesar de haber observado que el agregado de porfirina A4 (0,118 uM) a sangre entera no
afecta la morfologia de las células de la sangre, evaluamos, la distribucion de la A4 en plasma y
glébulos rojos. La porfirina fue agregada a la sangre y luego de 15 minutos de luz u oscuridad, por
centrifugacion, los glébulos rojos fueron separados del plasma y lisados por 3 ciclos de congelamiento
y descongelamiento. El lisado fue diluido en DMSO. Esta solucion fue, entonces, excitada a 425 nm y
se registro el espectro de emisién. Los espectros tomados para las fracciones de glébulos rojos no se
muestran ya que no superaron la linea de base en ningln caso. Los controles realizados con sangre sin
porfirina A4 tampoco presentaron fluorescencia entre 600 y 800 nm. En la figura 6.10, se muestran los
espectros de emision para plasma obtenido de las distintas condiciones de tratamiento y se compara
con el espectro correspondiente a la misma concentracion de A4 agregada a la sangre, pero disuelta en

DMSO

120 x \ ————— A4 en plasma - iluminada 15 min
f Vo A4 en plasma - oscuridad 15 min
10 { \ ----- A4 en DMSO
----- blanco (plasma sin agregado de A4)

Intensidad de fluorescencia
-
—_—
/’—’

50D == a0 730 a0

Longitud de onda (nrm)

Figura 6.10: Espectros de emision (Aexc = 425 nm) plasma proveniente de sangre adicionada con la porfirina
A4, iluminada y sin iluminar, y diluido con DMSO (1:12,5). Se superpone con el espectro de la A4 en DMSO y
con un blanco de plasma sin el agregado de A4.

La diferencia de intensidad de fluorescencia entre la solucion irradiada y aquella mantenida en
oscuridad es minima. La intensidad méxima de fluorescencia respecto del control mostré una
disminucién que, segun la curva de calibracion, corresponde a la permanencia en plasma del 10% de

los nmoles de porfirina administrada (0,14 nmoles). Estos resultados estarian indicando dos
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posibilidades, que el 90% de la porfirina se haya metabolizado o que su fluorescencia esta

enmascarada por algun componente del plasma o glébulo rojo o una combinacion de ambas

-Efecto de la albumina sérica bovina sobre la fluorescencia de la porfirina
A continuacién, se evaluo la posible interaccion entre A4y la albumina sérica bovina, proteina
mayoritaria del plasma. Para llevar adelante este ensayo, se vario la concentracion de albdmina entre

(0, 15, 30, 45, 60 y 75 mg/ml), se adicion6 una concentracion fija de porfirina 1,164 0 0,116 uM y se

detecto la sefial fluorescente. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 6.11
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En base a estos resultados descartamos toda interaccion de la albimina con la porfirina como

responsable de la pérdida de sefial espectral en plasma.
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6.4 Conclusiones parciales del Capitulo 6

Vitamina C

En los ensayos in vitro, la Vit C manifestd sobre los tres estadios del parésito una actividad
antiparasitica similar a la del Bnz. En base a la curva de parasitemia se puso de manifiesto la actividad
anti-T.cruzi de la Vit C, la cual fue inferior a la de Bnz (aproximadamente un 40% menor). El
tratamiento conjunto Vit C + Bnz no modifico los valores de parasitemia respecto al Bnz sélo, pero si
aumento sobrevida de los animales. Esta mejora en los animales tratados con la combinacion Vit C +
Bnz respecto a Bnz, podria justificarse por la disminucion de citotoxicidad del Bnz en presencia del
acido ascorbico. Los ensayos de citotoxicidad in vivo realizados no arrojaron resultados capaces de
confirmar o desestimar la hipétesis anteriormente planteada, ya que no hemos aun logrado establecer
un modelo adecuado donde se manifieste la citotoxicidad del Bnz solo. Adjudicar los efectos
benéficos de la vitamina C sobre la citotoxicidad del Bnz no excluye la posibilidad de una accion del
acido ascorbico sobre otros blancos, tales como el sistema inmune, que también, podrian explicar las

mejoras observadas en los ratones.

Porfirina A4

Los valores de ICso de la amino porfirina A4 sobre tripomastigote la muestran como un
potente agente tripanocida y como un fotosensibilizador prometedor para aplicar la inactivacién
fotodindmica como método de descontaminacién de sangre, en las zonas endémicas de la enfermedad.
Respecto al destino del fotosensibilizador luego de la inactivacion fotodindmica, se requieren estudios

adicionales para esclarecer el destino de la porfirina.
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Conclusiones rinales
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De este trabajo surgen como conclusiones finales la confirmacion de que el parasito es capaz
de sintetizar ALA, a pesar de no poder metabolizarlo a porfirina. En el intento de identificar la enzima
encargada de sintetizarlo surgié la secuencia TcpHeml, como posible candidata. Los estudios
realizados (bioinformaticos y bioguimicos) coinciden en que la proteina en cuestién es capaz de tomar
de forma inespecifica tanto, la succinil CoA para generar ALA, como acetil CoA para formar AA. Con
el ALA-S comparte que su expresion es regulada por hemo, pero a nivel de secuencia y estructura
estaria mas emparentada con una enzima del tipo AA-S. Estos resultados, junto con los reportes que
indican que el genoma del parasito ha sufrido, a lo largo de su historia evolutiva, distintos episodios de
reduccion (un ejemplo claro es la ausencia de intrones en la mayoria de sus genes, asi como de
secuencias promotoras para la RNA pol I1) nos llevarian a pensar que seria posible que, dada la gran
homologia entre el ALA-S y la AA-S, una misma proteina podria llegar a cumplir las dos funciones.
Justificando los resultados obtenidos, pero no totalmente confirmado, postulariamos el siguiente

mecanismo de accion para la proteina TcpHem.1.:

Acel?-CoA 2-a minoz cetobutirato
A / : (EAB—EPQ) Q
Glicina HSCoA
E : EA EQ E
(EAC—ERQ)

T Il
Succinil-CoA  2-amino-3-cetoadipico
C R

Donde: E representa la enzima libre unida a fosfato de piridoxal, EA y EQ complejos no
centrales para el primer sustrato y ultimo producto respectivamente, EAB y EAC los complejos
centrales para los sustratos y EPQ y ERQ los complejos centrales para los productos. A partir de P se
generaria la AA'y de R el ALA. Cabe aclarar que se entiende por complejos centrales aquellos en los
cuales la enzima tiene todos los sitios para sustratos o productos ocupados; por el contrario, en el caso

de complejos no centrales estos sitios no estan totalmente ocupados.
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Respecto de la terapéutica de la enfermedad de Chagas se concluye que, la vitamina C,
independientemente de su actividad tripanocida, su efecto mas importante seria la capacidad de
disminuir la citotoxicidad del Bnz. Esto nos lleva a concluir que la vitamina C no solo mejoraria el
tratamiento con Bnz, sino que ademas, podria ser utilizada como suplemento para una terapia
combinada con Bnz y otra droga con actividad anti-T.cruzi.

Finalmente, de este trabajo, también surge que la inactivacién fotodinamica empleando
porfirinas como fotosensibilizadores podria llegar a ser una estrategia adecuada para controlar la

transmision del pardsito por transfusiones, principalmente en las zonas endémicas de la enfermedad.
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