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Resumen

La respuesta farmacolodgica es compleja debido a la interaccion entre los farmacos y
sus proteinas blanco, lo que implica que cualquier modificacién genética puede
afectar la eficacia de los medicamentos. En la Enfermedad de Chagas (ECh), los
farmacos Nifurtimox (NFX) y Benznidazol (BZN) tienen limitada eficacia en
pacientes con infeccion crénica. Hasta ahora, las razones detras de esta eficacia
limitada siguen siendo desconocidas. Aunque se han identificado genes
relacionados con la resistencia, su interaccion con los farmacos sigue siendo poco
clara, lo que dificulta la busqueda de soluciones efectivas. En este contexto, esta tesis
se centro en caracterizar genéticamente poblaciones de T. cruzi de diversos origenes
biologicos para identificar marcadores moleculares asociados a la susceptibilidad o
resistencia a NFX y/o BZN. La investigaciéon, empleé PCR-RFLP para analizar el ADN
de kinetoplasto de T. cruzi presente en muestras clinicas de pacientes con ECh Pre-
tratamiento (TTO) y Post-TTO. Se identific6 una diferencia estadisticamente
significativa en el Coeficiente de Jaccard (p = 0,001), indicando mayor
heterogeneidad y diversidad parasitaria en la mayoria de las muestras Post-TTO
analizadas. Posteriormente, se caracterizaron genéticamente enzimas NAD(P)H-
dependientes (TcNTR-1, TcOYE y TcAKR) y un transportador de la familia ABCG
(TcABCG-1) en poblaciones de T. cruzi. TcABCG-1 mostr6 baja frecuencia de
polimorfismos, centrando los resultados en las enzimas NAD(P)H-dependientes. Se
hallaron altas frecuencias de polimorfismos en TcNTR-1, TcOYE y TcAKR,
presentando alteraciones conformacionales en los dominios cataliticos, las cuales
fueron confirmadas in-silico mediante modelado 3D y andlisis de Docking molecular.
Finalmente, se describi6 un modelo de interacciéon gen-gen de cuatro vias, que
relacioné los polimorfismos en las enzimas TcNTR-1 (TcNTR-1_D5* TcNTR-
1_W20* TcNTR-1_S77_L78InsSS y TcNTR-1_S76*), TcOYE (TcOYE_L13W) y TcAKR
(AKR_T121*) como posibles biomarcadores de resistencia farmacolédgica, con un
valor de precision de 0,867 y tasa de riesgo CVC de 7/10. Estos polimorfismos se

proponen como biomarcadores para validar en futuros estudios clinicos.

Palabras claves: Trypanosoma cruzi, Transmision Oral, Genes de Resistencia, Falla
Terapéutica, Variabilidad Genética, Benznidazol.



Abstract

The implication of Trypanosoma cruzi genetic diversity in the response to

trypanocide drugs

The pharmacological response is complex due to the interaction between drugs and
their target proteins, implying that any genetic modification can affect drug efficacy.
In Chagas Disease (CD), Nifurtimox (NFX) and Benznidazole (BZN) exhibit limited
efficacy in chronically infected patients. The reasons behind this limited efficacy
remain unknown. However, the role of Trypanosoma cruzi genetic diversity is
crucial. Polyclonal populations of T. cruzi may rapidly develop mutations, leading to
natural or acquired resistance to drugs. Although resistance-related genes have
been identified, their interaction with drugs is unclear, hindering the development
of effective solutions. Hence, this thesis focused on genetically characterizing T. cruzi
populations to identify molecular markers associated with susceptibility or
resistance to NFX and/or BZN. The study employed RFLP-PCR to analyze T. cruzi
kinetoplast DNA in CD patients' clinical samples Pre- and Post-Treatment (Pre-TTO
and Post-TTO). A statistically significant difference in the Jaccard Coefficient (p =
0.001) indicated higher heterogeneity and parasitic diversity in most Post-TTO
samples. Subsequently, NADPH-dependent enzymes (TcNTR-1, TcOYE, TcAKR) and
an ABCG transporter (TcABCG-1) were genetically characterized in T. cruzi
populations. TcABCG-1 showed a low frequency of polymorphisms, focusing the
results on NADPH-dependent enzymes. High frequencies of polymorphisms were
found in TcNTR-1, TcOYE, and TcAKR, with conformational alterations in catalytic
domains confirmed through in-silico 3D modeling and molecular docking analysis.
Lastly, a four-way gene-gene interaction model described polymorphisms in TcNTR-
1 (TcNTR-1_D5*, TcNTR-1_W20*, TcNTR-1_S77_L78InsSS, TcNTR-1_S76*), TcOYE
(TcOYE_L13W), and TcAKR (AKR_T121*) as potential pharmacological resistance
biomarkers, with an accuracy value of 0.867 and a CVC risk rate of 7/10. These

polymorphisms are proposed as biomarkers for validation in future clinical studies.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Oral transmission, Resistance Genes, Therapeutic

Failure, Genetic Variability, Benznidazole.



Parte de los resultados que se describen en esta Tesis han

sido publicados en los siguientes articulos cientificos

Muiioz-Calderdn, A., Diaz-Bello, Z., Ramirez, ]. L., Noya, 0., y de Noya, B. A. (2019).

Nifurtimox response of Trypanosoma cruzi isolates from an outbreak of Chagas

disease in Caracas, Venezuela. Journal of vector borne diseases, 56(3), 237-243.

Muiioz-Calderén, A, Silva-Gomes, N. L., Apodaca, S., de Noya, B. A., Diaz-Bello, Z.,

Souza, L. R. Q., ... y Schijman, A. G. (2021). Toward the establishment of a single
standard curve for quantification of Trypanosoma cruzi natural populations using a

synthetic satellite unit DNA sequence. The Journal of Molecular Diagnostics, 23(5),

521-531.

Muiioz-Calderén, A., Diaz-Bello, Z., Alarcéon de Noya, B., Noya-Gonzalez, O. O., y

Schijman, A. G. (2021). Characterization and follow-up of Trypanosoma cruzi natural
populations refractory to etiological chemotherapy in oral Chagas disease patients.

Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, 11, 665063.

Muiioz-Calderdn, A. Ramirez, . L., Diaz-Bello, Z., Alarcén de Noya, B., Noya, O., y

Schijman, A. G. (2023). Genetic Characterization of Trypanosoma cruzi I Populations
from an Oral Chagas Disease Outbreak in Venezuela: Natural Resistance to

Nitroheterocyclic Drugs. ACS Infectious Diseases, 9(3), 582-592.

Todos los trabajos se encuentran disponibles accediendo a:
https://drive.google.com/drive /folders/1INN6uliRL2jMV5VsrhqUrogTR8TntsxKG

?usp=sharing



INDICE DE CONTENIDOS

RESUMEN ..coviiereenrescsesinnns

ABSTRACT coveereereemeenessensenees

INTRODUCCION

1.1. Importancia sanitaria

1.2. Enfermedad de Chagas

1.3. Epidemiologia de la Enfermedad de Chagas

1.4. Aspectos parasitolégicos

1.5. Vias de transmision

1.5.1. Vectorial / Ciclo de Vida

1.5.2. Transmision oral

1.5.3. Transmisién congénita

1.5.4. Otras vias de transmision

1.6. Aspectos clinicos de la enfermedad

1.6.1. Fase aguda..........c.ccovucreveeeeenen

1.6.2. Fase asintomdtica o indeterminada

1.6.3. Fase cronica ........usiesens

1.7. Estructura poblacional, estrategias de tipificacion y clasificaciéon de Trypanosoma cruzi
1.8. Estructura policlonal de las poblaciones naturales de Trypanosoma cruzi

1.10. Tratamiento etiolégico para la Enfermedad de Chagas

1.10.1. Nifurtimox (NFX)

1.10.2. Benznidazol (BZN)

1.11. Mecanismos de accion

1.12. Criterios de Cura

1.13. Eficacia del tratamiento y susceptibilidad de aislados de Trypanosoma cruzi

1.14. Susceptibilidad de aislados de Trypanosoma cruzi a los farmacos tripanomicidas.

1.15. Mecanismos de resistencia

1.15.1. Resistencia farmacoldgica via TcNTR-1

1.15.2. Resistencia farmacoldgica via TcOYE

1.15.3. Resistencia farmacoldgica via TcAKR

1.15.4. Resistencia farmacoldgica via TcABCG-1

1.16. Implicaciones clinicas de la variabilidad genética de Trypanosoma cruzi

JUSTIFICACION

OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

43

46

47

3.2. Objetivos Especificos

47

METODOLOGIA

4.1. Aspectos éticos

49

50




4.2. Pacientes y muestras clinicas 50

i. Ensayo clinico aleatorizado con Benznidazol en la enfermedad de Chagas crénica - TRAtamiento EN

PACIENEES AQUIEOS [TRAENA): c.oeeeeeeereeveseessesisesisessassesasesisssssssesssssissesssssassesassssssssassessssssssssassssssesssssssssssssessssssssssassesssssens 50

ii. Brote de enfermedad de Chagas por transmisién oral - Municipio Chacao, Caracas, Venezuela:.... 52

iii. Brote de enfermedad de Chagas por transmision oral - Chichiriviche de la Costa, Estado Vargas,

L1 T2 Lo 53
4.3. Cultivo de los aislados de Trypanosoma cruzi en estadio epimastigote 55
4.4. Preparacion de muestras clinicas y extraccion de ADN. 55
4.5 Cuantificacién de carga parasitaria mediante ensayo de PCR en tiempo real (qPCR) 56
4.5.1. Pardmetros para la validacién de los resultados de los ensayos de qPCR: ...........oroneonrecnsirneens 57
4.6. Determinacién de Unidades Discretas de Tipificaciéon 58

4.7. Andlisis de variabilidad genética de poblaciones parasitarias mediante secuencias de ADN de kinetoplasto a

través de RFLP-PCR. 59

4.8. Determinacidn de la distancia genética entre firmas de minicirculos 60

4.9. Caracterizacién de los genes involucrados en mecanismos de resistencia farmacolégica en Trypanosoma

cruzi 60
4.10. Purificacién de fragmentos de ADN 62
4.11. Clonado de secuencias genéticas para los genes Tcntr-1, Tcoye, Tcakr y Tcabcg-1 63
4.11.1. Cuantificacién de los dcidos NUCIEICOS Y PIASIMIAOS. ......cceureererreerreeerseeerosssrssssesisssesisssesisssesasssssansssssnsssssnses 63
4.11.2. Clonado de las Secuencias PEPLIAICAS ......cerrerirmrerismserssessssisisssesisssesissssssssssssssssssssissssesssmsesssssessssssassssanses 63
4.12. Andlisis de secuencias de acidos nucleicos 64
4.12.1. SECUCNCIACION A ADN .ocoooeoseeeerirertsesiiss st ss s esasssisssssssesssssisssss s sassesassssssssasssssssssssssassssssssasssssssssssssassssssssassess 64
4.12.2. Alineamiento MUILIPIE A SECUCNICIAS........ccrwrrverrerreerssersserissessisesssesisssssessassessssssssssassesssssasssssssesssessnssssessansess 64
4.12.3. ANGIISIS A€ PIrESION EVOIULIVA ccou.rooeerreeeereeveesrisscrseriseessssessesissessasssssesasssssessassessssssssssassesssssssesssssssesssssssssansess 64
4.13. Correlacién de la variabilidad genética de los genes Tentr-1, Tcoye y Tcakr-1 y Susceptibilidad /Resistencia
farmacolégica mediante secuenciacién multilocus (MLSTest). 65
4.14. Andlisis de la secuencia de proteinas y prediccién de estructuras 3D 66
4.15. Andlisis de Dinamica Molecular 67
4.16. Docking molecular 67
4.17. Asociacién de Polimorfismos y fenotipos de resistencia farmacolégica 68
4.18. Analisis estadisticos 69
RESULTADOS 70
CAPITULOD L ceieteetseessesssetsessseessesssssse s sssessse s s sss s s R R R bt 71

5.1. Establecer la existencia de asociaciones entre distribucién geografica de poblaciones de Trypanosoma cruzi,
unidades discretas de tipificacion (UDTs) y susceptibilidad farmacolégica, mediante una revisién sistematica y
meta-analisis de los ensayos de susceptibilidad in-vitro al Benznidazol disponibles en la bibliografia................. 71
5.1.1. Desarrollo del proceso PRISMA para Ia reviSion SISEEMALICA..........ccweroveeeoseerisssersssersssesisssesasssssanssssanees 71
5.1.2.- Concentracién Inhibitoria 50 (Clssg) como pardmetro experimental de resistencia de

Trypanosoma cruzi al fArmaco BENZNIAAZOL ...........eeveeeerereeesreeseeriseeisssrassersssisssssssessesissessssssssesssssssessassssssssassssnss 72




5.1.3.- Revision sistemdtica de la resistencia farmacoldgica del Benznidazol en los estadios de
Trypanosoma cruzi relevantes para la infeccién humana, utilizando valores de Concentracion
INRIDTEOTIA 50 (CI50). corurvrerreerereereseerieeesuseerssneesisssesasesesasesesssssesasssssssssssssssssssessssssssasssssssssssssessssnsssssssssssesssesssssessssnsssssnsssesnses 77
CAPITULD 2 oooeeeeeerseeessseesssssssessssssessssssessssssesssssssesssssss s ssss s essse s s st spasss s 81

5.2. Identificar cargas parasitarias y las unidades discretas de tipificacién en las poblaciones naturales de
Trypanosoma cruzi y de aislamientos parasitarios mediante hemocultivo, asociados a pacientes enrolados en
ensayos clinicos con farmacos tripanocidas o detectados en brotes orales que fueron refractarios a los

tratamientos suministrados 81

5.2.1. Construccion y Validacion de estdndares de ADN satélite sintético para la generacion de curvas
de qPCR independientes de la UDT de las muestras CUANEIfiCAAQAS. .........owonromeroreronsiressrssernsesssssissesassssssssansens 81
5.2.2. Construccién de la secuencia sintética de ADN satélite de TrypanoSoOma Cruzi .......ooieones 82
5.2.3. Pardmetros analiticos de la qPCR basada en ADNsat utilizando ADN sintético en la construccion
de la curva estAndar de CUANEIfICACION. .......occvverrrersesersssesssssssssssssssisssssasssessssssssssssssssssssssssssssessssssssnsssssnsssssnsssssees 83
5.2.4. Numeros de copias de la secuencia de ADN satélite en diferentes cepas de Trypanosoma cruzi .83
5.2.5. Comparacioén de las cargas parasitarias en muestras clinicas utilizando como referencia, curvas
estdndar expresadas en Equivalentes parasitarios/mL y copias de ADNSQEIite /UL .......onwevoneronrerurnees 85
5.2.6. Monitoreo por PCR en tiempo real de la respuesta parasitolégica a BZN en pacientes con
ENfEIMEAAA AE CRAGAS.c...verreerirreriseriisiisserisssisissassesisssisessassesssssissessssssssesssssssssssssessssssssssassesssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssassess 87
CAPITULDO 3. eeeereeuseeeeusesesssesesssesesssesssssessssesssssesesssassssssses e sss e 8s e Es 88 £ 8RR R8RSR R ER R R AR AR AR RS 91

Comparacion de la composicidn genética intra-UDT de poblaciones naturales de Trypanosoma cruzi detectables
en sangre periférica o de aislamientos obtenidos por hemocultivo en cohortes de pacientes antes del
tratamiento, durante el mismo y luego de su falla terapéutica, mediante la caracterizacion de firmas moleculares
de minicirculos (ADNk-PCR RFLP). 91
L0 2N o U L) L PP 97

Caracterizacion molecular de las enzimas de Trypanosoma cruzi TcNTR-1, TcOYE, TcAKR y TcABCG-1

relacionadas con el procesamiento de farmacos nitro-heterociclicos 97

4.1. Andlisis sobre la secuencia nucleotidica de los genes Tcntr-1, Tcoye, Tcakr y Tcabcg-1, para
establecer la existencia de Polimorfismos de Nucledtido Unico (SNPs) diferenciales entre poblaciones de

Trypanosoma cruzi, en un contexto epidemiolégico y como posibles biomarcadores de respuesta a

JAIMACOS NIEEO-NOUEI OCICIICOS ..ouoevvreererireeesierisserseriseesissessesissessesssssesasssasesssssesssesassssssssssesassessessansesssssssessansessnessnssssessasess 98
4.2.- Polimorfismos de nucleétido tinico (SNPs) como biomarcador de resistencia farmacoldgica. .....101
4.3.- Andlisis de la secuencia aminoacidica de las enzimas TcNTR-1, TcOYE, TcAKR y el transportador
TcABCG-1, para establecer la existencia de polimorfismos diferenciales entre poblaciones de
Trypanosoma cruzi y su posible rol como biomarcadores de respuesta a fdrmacos nitro-heterociclicos.
102
4.4.- Polimorfismos proteicos y su asociacion como biomarcadores de resistencia farmacoldgica. .....106
4.5.- Evaluacidn in-silico, caracterizacién estructural, estudios de Dindmica Molecular y Docking de las
variantes mutantes con mayor frecuencia de cada una de las enzimas NAD(P)H-dependientes de
Trypanosoma cruzi, a fin de determinar posibles cambios en el sitio catalitico que expliquen diferencias

funcionales en la respuesta farmacolégica frente al farmaco Benznidazol. ............oeronseeronseeronsenns 110



4.6.- Andlisis estructural in-silico y Dindmica Molecular de variantes de la enzima Nitroreductasa de

tipo 1 de TrypanoSOMA CrUZI (TCNTR-1 ). ccreerrerserirsessseussesissssssssassessssssssssassessssssssssssssssssssssesssssssessssssssssassesssssens 111
4.7.-. Andlisis estructural in-silico y Dindmica Molecular de variantes de la enzima Prostaglandina Fza
sintasa de Trypan0SOMQA CTUZI (TCOYE ). ernseersseersssesssssssssssssssssssesssssesssssesssssesssssessssesssssssnsssssnsssssnssseons 121
4.8.- Andlisis estructural in-silico y Dindmica Molecular de variantes de la enzima Aldo-keto reductasa
de Trypan0SOMA CIUZI [TCAKR) ... eeereereserereeeesserserisesssssesssesasssssesssssessssssssssassssssssssssssssssssessssssssssasssssssssssssassssssssassessnss 129
CAPITULO 5 ooeereeeeermseseesssesesssssesssssssssssssesssssseasssss essssse e sssss ssssss sssss e sssss s ssss s ss s ssssnes 137

Validacién de enzimas NAD(P)H-dependientes como potenciales biomarcadores de Resistencia Farmacoldgica

137

5.1.- Validacion de la enzima TcNTR-1 como potencial biomarcador de Resistencia Farmacolégica. 137
5.2.- Validacién de la enzima TcOYE como potencial biomarcador de Resistencia Farmacoldgica......140
5.3.- Validacion de la enzima TcAKR como potencial biomarcador de Resistencia Farmacoldgica. ....142
5.4.- Correlacion del polimorfismo en las enzimas NADH-dependientes TcNTR-1, TcOYE y TcAKR y la

respuesta farmacoldgica in-vitro como potencial biomarcador de resistencia farmacoldgica.............. 145

DISCUSION 150

Variabilidad genética de poblaciones naturales de Trypanosoma cruzi presentes en muestras clinicas de

pacientes con Enfermedad de Chagas: 153

Dindmica de la circulacion parasitaria en pacientes con Enfermedad de ChagQas..........ccwconvercnssernsienan. 153
Andlisis del polimorfismo genético de poblaciones naturales de Trypanosoma cruzi en muestras de
sangre y aislamientos de pacientes crénicos en ensayos clinicos con drogas tripanocidas. .................... 156

Trypanosoma cruzi resistente a fdrmacos: Desde su caracterizacién molecular a la descripcién de

potenciales biomarcadores de respuesta farmMACOIGGICA. .......uerrrrrersrerisseesssessisisseissssssesssssissssssssssssassesssssassess 159
Consideraciones finales y perspectivas a futuro 174
BIBLIOGRAFIA 177

ABREVIATURAS 204




INTRODUCCION




Los tripanosomatidos (familia Trypanosomatidae) constituyen un grupo diverso de
parasitos protistas de la clase Kinetoplastida, caracterizados por la presencia de un
unico flagelo y un Kinetoplasto (una masa de ADN situado dentro de una tnica gran
mitocondria). Dentro de esta familia de microorganismos se destacan dos géneros
principales: Trypanosoma y Leishmania. Ambos géneros son dixénicos, es decir, que
su ciclo de vida involucra a dos hospedadores. Adicionalmente, ambos géneros de
tripanosomatidos son antropozoonéticos y se transmiten por medio de insectos

hematéfagos (Kaufer y col., 2017).

1.1. Importancia sanitaria

Los tripanosomatidos tienen la capacidad de infectar a la mayoria de las clases de
vertebrados por medio de vectores invertebrados cémo triatominos, moscas,
mosquitos y otros insectos hematoéfagos. La importancia sanitaria de estos parasitos
radica en que muchos son responsables de graves enfermedades en los seres
humanos, como la tripanosomiasis africana humana o enfermedad del suefio,
endémica en 36 paises subsaharianos que involucra la especie Trypanosoma brucei
brucei; la enfermedad de Chagas, presente mayoritariamente en el continente
Americano originada por la infecciéon por la especie Trypanosoma cruzi y la
Leishmaniosis, un conjunto de enfermedades con una amplia distribucién a lo largo
de la linea ecuatorial, causada por diversas especies del género Leishmania (Cuervo
y col., 2010; Kaufer y col., 2017).

Todas estas enfermedades afectan anualmente a millones de personas en el mundo
y representan un gran problema sanitario, principalmente en aquellos paises donde
son endémicas. Actualmente, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) clasifica a
muchas de estas enfermedades como desatendidas por afectar a los sectores mas
empobrecidos y vulnerables de la sociedad y sefiala que no reciben la suficiente

atencion sanitaria por parte de los gobiernos (WHO, 2023).

1.2. Enfermedad de Chagas
La enfermedad de Chagas (ECh) o tripanosomiasis humana americana es una
antropozoonosis causada por el parasito hemoflagelado Trypanosoma cruzi, que

recibe su nombre gracias al médico e investigador brasilefio Carlos Justiniano



Ribeiro das Chagas, quien descubri6 el agente causal, el vector, reservorios y la

patologia de la enfermedad en el afio 1909 (WHO, 2023).

1.3. Epidemiologia de la Enfermedad de Chagas

Segun datos de la OMS, se estima que entre seis y ocho millones de personas estan
infectadas por T. cruzi, y que otros 25 millones corren riesgo de infeccion (Lidani y
col,, 2019). En la actualidad, el perfil epidemiolégico de la ECh varia enormemente
en todo el mundo, dependiendo de las diferentes vias de transmisién y de la
presencia de triatominos autoctonos y aléctonos. Se describe como una enfermedad
endémica del continente americano, siendo la transmisiéon vectorial la mas
estudiada.

En términos de prevalencia, para el afio 2019 la regiéon de América Latina presenta
una tasa del 95% (933,76 infectados por cada 100.000 habitantes), siendo Bolivia,
Brasil, Chile, Argentina, Venezuela y Paraguay los paises mas afectados con
prevalencias en el rango de 1-5% (Figura 1A). No obstante, esta tasa de prevalencia
ha disminuido en los ultimos 30 afios (Gémez-Ochoa y col., 2022). Un escenario
diferente se produjo en la region europea, la cual muestra un aumento sustancial de
la prevalencia de infeccién desde 1990 hasta 2016 (Antinoriy col.,, 2017).

Por otra parte, durante los ultimos veinte afios, los casos de ECh por transmisiéon
oral de T. cruzi se han convertido en un importante reto de salud publica en paises
de Sur América (Alarcon de Noya y Noya Gonzalez, 2019). En Brasil, por ejemplo, la
transmision oral ha sido principalmente descrita en la region amazdnica, con
informes de algunos brotes agudos también en otras regiones del pais (Santos y col,,
2020). En Venezuela y Colombia este mecanismo de transmision se encuentra
también circunscripto a ambientes urbanizados (Alarcén de Noya y col., 2015)

El cambio climatico asociado a otros cambios ambientales puede impactar la
distribucién de la enfermedad en todo el planeta, como resultado de la alteracion de
la ecologia de patégenos, vectores, hospederos y reservorios (Lidani y col., 2019).
Recientemente, varios paises sin antecedentes previos de transmision de T. cruzi
han presenciado un incremento en la incidencia de casos, lo que representa un
riesgo significativo para la salud publica. Esto se debe a la presencia de insectos

triatominos en la fauna silvestre. (Figura 1B).



Ademas, con la globalizacion, las migraciones de personas de regiones endémicas a
no-endémicas, ya sea dentro de un mismo pais, o en paises y continentes distintos,
aumentaron considerablemente. Esto determina que, en areas sin circulaciéon de
triatominos, existe el riesgo de transmisién congénita y a través de transfusiones

sanguineas y trasplantes de 6érganos y tejidos.

A)

[
1% 1,5% 2% 2,5% 3% 3,5% 4% 4,5% 5%
Porcentaje del total de casos prevalentes para la Enfermedad de Chagas (afio 2019)

B)

[ Paises endémicos para la ECh

[[7] Paises no endémicos para la ECh

Figura 1. Mapa mundial que resume: A) La prevalencia de casos reportados de la Enfermedad de
Chagas (ECh) en el continente americano hasta 2019; B) Presencia de casos reportados de pacientes
con Enfermedad de Chagas (ECh).



1.4. Aspectos parasitoldgicos

Trypanosoma cruzi, protozoo flagelado perteneciente al Reino Protista, Subreino
Protozoa, Phylum Sarcomastigophora, Clase Zoomastigophora, Orden
Kinetoplastida y la familia Trypanosomatidae; género Trypanosoma, subgénero
Schizotrypanum, especie Trypanosoma cruzi (Braunwald, 1989), es un parasito
dixénico, ya que su ciclo bioldgico se lleva a cabo en dos hospederos: insectos
triatominos de la familia Reduviidae, subfamilia Triatominae (hospedadores
intermediarios) y mamiferos como hospedadores definitivos (Brener, 1973). El
parasito presenta un ciclo de vida con tres formas evolutivas nombradas de acuerdo
con la posicién del kinetoplasto con relacién al ntcleo y la region de aparicién del
flagelo. Estas formas evolutivas son: epimastigote (Figura 2A) presenta una forma
flagelada, tiene la capacidad de replicarse en el intestino del insecto y no es
infectante; tripomastigote (Figura 2B) posee forma flagelada, es infectante, pero no
tiene la capacidad de replicarse y se encuentra presente tanto en el insecto como en
hospedadores  vertebrados  (tripomastigote  metaciclico y sanguineo,
respectivamente); y amastigote (Figura 2C) posee una forma con un pequefio
flagelo intracelular, es replicativo, responsable de la accion patégena y se encuentra
presente, exclusivamente, en mamiferos. El tripomastigote es la Unica forma que
representa el enlace entre el vector y el hospedador vertebrado (Brener, 1973;

Souza, 2002).

Kinetoplasto 7 Flagelo

Kinetoplasto

Nucleo

Nucleo

Flagelo

Figura 2. Representacion esquematica de los diferentes estadios de desarrollo de Trypanosoma
cruzi basada en la reconstruccion 3D de imagenes de secciones delgadas seriadas obtenidas por



microscopia electronica. (A) Estadio epimastigote, proliferativo y no infeccioso presente en los
insectos vectores. (B) Estadio tripomastigote, forma infecciosa, no proliferativa que se
encuentra en la sangre del hospedador mamifero o se libera con las heces de los insectos
vectores o glandulas anales de los hospederos marsupiales. (C) Estadio amastigote, forma
replicativa que se encuentran en el citoplasma de las células de mamiferos infectados.
Modificado de (Elias y col.,, 2009).

1.5. Vias de transmision

1.5.1. Vectorial / Ciclo de Vida

Dentro de la transmisién vectorial es posible distinguir dos ciclos: uno silvestre,
donde el hospedador vertebrado es un animal salvaje (armadillos, marsupiales,
roedores, murciélagos y primates, entre otros); y un ciclo peridoméstico y/o
doméstico, que incluye como hospedadores animales domésticos o con habitats
cercanos a los domicilios y al ser humano (Coura, 2014).

Desde el punto de vista de transmisidn, sin importar el escenario epidemiologico,
los vectores triatominos al succionar sangre de algin mamifero vertebrado
infectado (hospedador definitivo) se infectan con formas tripomastigote sanguineas
circulantes (1) (Schaub y col, 2011). En el intestino de los insectos, los parasitos
inicialmente tienden a adquirir distintas formas, algo mas gruesas, denominadas
esferomastigotes, los cuales se alargan transformandose en formas epimastigote (2)
(Figura 3) (estadio replicativo) y que una vez que alcanzan el recto del insecto se
transforman en formas tripomastigote metaciclicos (forma infectante para el
hospedero vertebrado), siendo finalmente eliminados con el liquido de las heces
(Heyneman y Mc Kerrow, 1991). La defecacion del insecto se produce en el
momento de la picadura, mientras se alimenta (en la mayor parte de las especies
pertenecientes a la subfamilia Triatominae) o después de la alimentacién (en las
especies pertenecientes al género Panstrongylus). Teniendo en cuenta que el habito
alimenticio de estos insectos es nocturno, el ser humano en la mayoria de los casos,
se auto-infecta al ocasionar lesiones de rascado en la piel y también al transportar
inconscientemente las deyecciones del insecto a la mucosa bucal, nasal u ocular a
través de las cuales penetran los parasitos (Krogstad, 1994).

Una vez en el hospedero vertebrado, el parasito en estadio de tripomastigote
metaciclico (3) (Figura 3) entra a las células susceptibles, en las cuales se libera del
flagelo y de la membrana ondulante, transformandose en amastigote (5) (Figura 3),

el cual podra replicarse intracelularmente por division binaria. Las células



infectadas finalmente se rompen, liberando formas tripomastigote sanguineas a la
circulacion (1) (Figura 3), los cuales entran a otras células para repetir el ciclo de
infeccion celular o son ingeridos por el insecto vector y repetir el ciclo de

transmision (Anselmi y Moleiro, 1974).

Estadio Epimastigote Estadio Tripomastigote metaciclico

(intestino medio) @ (ampolla rectal / Heces)

3

Proliferativo No proliferativo
Insecto vector (estadio infectivo)

@ Hospedero vertebrado xS
No proliferativo No proliferativo \\4 H)
(estadio infectivo) (estadio infectivo)

P

Proliferativo

Estadio Tripomastigote Estadio Tripomastigote

(Sangre periférica) | (Sangre periférica)
5)

Estadio Amastigote
(Tejidos)

Figura 3 - Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. (1) Cuando un triatomino se alimenta de la sangre de
un vertebrado infectado con T. cruzi, las formas tripomastigote ingresan al insecto vector, viajando
al estbmago donde se transformaran en la forma replicativa conocida como epimastigote (2), las
formas epimastigote se replican en el intestino medio del triatomino, y en el intestino posterior
ocurre un proceso de diferenciacién conocido como metaciclogénesis donde las formas epimastigote
se convierten nuevamente en formas tripomastigote metaciclicos (3) para infectar nuevos
hospedadores vertebrados. El insecto infectado con T. cruzi, al alimentarse nuevamente de la sangre
de algin vertebrado, liberard las formas tripomastigote junto con las heces, (4) las formas
tripomastigote metaciclicos ingresan al torrente sanguineo e infectaran diferentes tipos celulares,
transformandose en el estadio replicativo amastigote; (5) los amastigote se replican dentro de las
células infectadas, y eventualmente se diferenciaran nuevamente al estadio de tripomastigote
liberandose al torrente sanguineo luego de la ruptura de la célula que los contenia; (1) en la sangre
los tripomastigote pueden infectar nuevas células o ser ingeridos por un nuevo insecto vector.
Fuente: Adaptacién de (Martin-Escolano y col.,, 2022).



1.5.2. Transmisién oral

La transmision oral representa probablemente la principal via de contaminacion de
vectores y animales (Nattan-Larrier, 1921) y de transmision de la enfermedad
humana aguda en la cuenca Amazonica (Alarcon de Noya y col., 2015) y se postula
que ha sido el principal mecanismo de dispersién del parasito entre los mamiferos
desde el conocimiento de la enfermedad (Coura, 2006).

Los estudios de infeccion oral por T. cruzi en ratones han demostrado que las formas
de tripomastigote metaciclico derivados de insectos o presentes en las glandulas
anales de reservorios marsupiales invaden el epitelio de la mucosa gastrica de los
hospederos vertebrados mediante moléculas de superficie similares a la mucina
(gp30, gp82 y gp90) altamente resistentes a la protedlisis (Yoshida, 2008), donde el
parasito se replica como amastigotes (Hoft, 1996; Hoft y col., 1996).

En la actualidad, los casos agudos causados por brotes orales de ECh (EChO)
representan un problema de salud publica en zonas rurales y periurbanas no
endémicas de Sudamérica (Alarcon de Noya y col, 2015). En Brasil, Venezuela, y
Colombia estos brotes han sido involucrados al consumo de agua y/o alimentos
contaminados con heces de triatominos infectados. Entre los alimentos
involucrados se pueden contar jugos de cafla de azicar, guayaba (Psidium guajava),
naranja (Citrus x sinensis), maracuya (Passiflora edulis), frutas regionales como el
acail (Euterpe oleracea) y la bacaba (Oenocarpus bacaba), e inclusive sopas (Shaw y
col,, 1969; Dias y col., 2008; Bastos y col., 2010). Adicionalmente, se han relacionado
micro-epidemias de EChO por contaminaciéon de alimentos con secreciones
infectadas de las glandulas anales de marsupiales (Da Silva y col., 1968; Shikanai-

Yasuday col., 1991).

1.5.3. Transmisidén congénita

En ausencia de tratamiento, las mujeres infectadas por T. cruzi, por cualquiera de
sus vias de transmision, pueden transmitir durante su edad fértil la infeccién, a su
descendencia, con el riesgo de perpetuar los ciclos de transmision vertical en
sucesivas generaciones de mujeres en areas endémicas y no endémicas (Messenger
y Bern, 2018).

La OMS estima que 1.125.000 mujeres en edad fértil estan infectadas por T. cruzi,

con una incidencia de transmisiéon congénita de 8.668 casos/afio en los 21 paises



latinoamericanos donde la ECh es endémica actualmente (WHO, 2023). En los paises
del cono sur del continente americano, las tasas notificadas pueden variar entre el 1
y el 12% (Carlier y col.,, 2019). En cambio, se sabe muy poco sobre las tasas de
transmision congénita en México, Centroamérica y en los paises no endémicos
(Telleria y Tibayrenc, 2017). Un estudio reciente estim6 que unas 40.000 mujeres
embarazadas y 2.000 recién nacidos podrian estar infectados por T. cruzi en Canad,
México y EE.UU (Edwards y col., 2019).

Entre los factores que han demostrado estar asociados a un mayor riesgo de
transmisién congénita se encuentran la menor edad materna (Kaplinski y col,
2015), las respuestas inmunoldgicas maternas y neonatales (Hermann y col., 2004),
la mayor parasitemia materna (Rendell y col., 2015; Bustos y col., 2019), los partos
gemelares (Kaplinski y col., 2015) y la coinfeccién por VIH (Scapellato y col., 2009).
Adicionalmente, se ha descrito que en los casos de grupos familiares en donde
existen madres con un nifio infectado congénitamente (considerado como caso
indice), existe una probabilidad significativamente mayor de que esa misma madre
pueda transmitir la infeccién a otros hijos, en comparaciéon a madres infectadas con
T. cruzi que nunca han tenido hijos con infeccion congénita, lo que podria estar
relacionado con la cepa del parasito o con factores maternos del hospedero
(Negrette y col.,, 2005; Juizy col.,, 2018; Desale y col., 2022). Este fendmeno se conoce

como agrupamiento familiar de la transmision congénita (Negrette y col., 2005).

1.5.4. Otras vias de transmision

Adicionalmente a las vias de transmision ya descritas, la transmision de T. cruzi
también puede ocurrir por el trasplante de un 6rgano s6lido o de médula 6sea de un
donante infectado en fase crénica, lo que ha sido bien documentado en América
Latina (Kun y col., 2009; Casadei, 2010; Cura y col., 2013; Barcan y col., 2023).
Finalmente, se ha descrito que T. cruzi puede transmitirse especificamente al ser
humano a través de mecanismos mecanicos, como la transfusién sanguinea o
mediante accidentes de laboratorio. El riesgo de contraer ECh mediante la
transfusion de una unidad de sangre de un donante infectado es de entre el 10% y
el 20% (Rassi y col, 2015). Dado que las formas tripomastigote se separan
predominantemente en la fracciéon plaquetaria durante la centrifugacién, se ha

descrito que el riesgo de transmision es mayor en la transfusién de plaquetas que



en la de otros componentes sanguineos (Benjamin y col., 2012; Cancino-Faure y col.,
2015). Finalmente, en casos excepcionales T. cruzi puede transmitirse por
accidentes de laboratorio a personas que trabajan con parasitos vivos. Estas
infecciones suelen ocurrir por medio de punciones o por contacto directo de formas
tripomastigote con las mucosas en accidentes de laboratorio, siendo una via de
transmision de alto riesgo debido a la inoculacién directa de la forma infectante
(Herwaldt, 2001). Afortunadamente, las buenas practicas de laboratorio y las
normas de bioseguridad ayudan a mitigar su incidencia, siendo pocos los casos que
han sido documentados por esta via (Hofflin y col., 1987; Kinoshita-Yanaga y col.,,

2009; Hasslocher-Moreno, 2022).

1.6. Aspectos clinicos de la enfermedad

1.6.1. Fase aguda

La fase aguda de la ECh representa el primer contacto entre el parasito y el
hospedero, y el momento en el que se desencadenara la respuesta inmunolégica. Se
ha postulado que los acontecimientos inmunoldgicos que tienen lugar durante la
fase aguda influyen en gran medida en el desenlace de la enfermedad hacia el
desarrollo de una respuesta protectora o patégena en la fase cronica (Andrade y col,,
2014).

La deteccion de individuos durante la fase aguda de la enfermedad de Chagas es
poco frecuente debido a los sintomas clinicos relativamente inespecificos que se
observan en la mayoria de los pacientes infectados (N6brega y col., 2009; Bastos y
col,, 2010). Este retraso en la deteccion impide el diagnéstico y, en consecuencia,
limita la disponibilidad de estudios que describan el estado inmunoldgico de los
individuos infectados de forma aguda. Ademas, el diagnoéstico tardio (o la ausencia
de este) dificulta el tratamiento y, por tanto, la curacion de la enfermedad.

EL principal sintoma que puede ocurrir durante la fase aguda de la ECh es la muerte
del individuo infectado (posiblemente un caso de cada 1.000 infectados agudos), la
cual suele estar relacionada con un proceso de insuficiencia cardiaca, meningitis y/o

encefalitis (Teixeira y col., 2006; Moscatelli y Moroni, 2019).



1.6.2. Fase asintomatica o indeterminada

La mayoria de los individuos que entran en la fase crénica, suelen permanecer en
una forma clinica indeterminada, que es asintomatica y representa un excelente
ejemplo de equilibrio entre el parasito y su hospedador (Dutra y col, 2009). La
forma asintomatica o indeterminada de ECh se ha asociado a una produccién
predominante de citocinas reguladoras, como la IL-10, sobre las citocinas
inflamatorias, como el IFN-gamma y el TNF-alfa (Souza y col., 2007; De Aratjo y col.,
2012). Asi pues, es posible que la capacidad de producir IL-10 mas tarde en la fase
aguda sea importante para controlar la respuesta y permitir el paso a una fase

cronica de la enfermedad.

1.6.3. Fase cronica

La forma crénica de la enfermedad se caracteriza por una parasitemia baja y
transitoria con niveles elevados de anticuerpos especificos IgG. Adicionalmente, la
evolucion cronica de la ECh se presenta con diferentes perfiles de morbimortalidad
en sus formas cardiaca y digestiva. Estas patologias crdénicas tienen un alto impacto
econdémico debido a los gastos derivados de la hospitalizacién, el ausentismo
laboral, las bajas por enfermedad y la muerte prematura (Pérez-Molina y Molina,
2018).

Aproximadamente el 30-40% de los pacientes que generan cronicidad en la
infeccion por T. cruzi pueden llegar a desarrollar alguna afectacion organica 10-30
afios después de la fase aguda (principalmente cardiomiopatia o megavisceras).
Resultados de estudios recientes han mostrado una progresion a afectacion cardiaca
de alrededor del 14 - 50% por afio (Viotti y col.,, 2006; Machado-de-Assis y col,,
2013; Sabino y col., 2013), siendo el tipo de afectacion organica mas frecuente y
grave de los pacientes con infeccidn cronica (Coura y col., 1985; Dias, 1989; Viotti y
col, 2006; Pérez-Ayala y col, 2011; Salvador y col, 2014), y que afecta
principalmente al sistema de conduccion y al miocardio. La muerte subita es la
principal causa de muerte en pacientes con cardiopatia chagasica, seguida de
insuficiencia cardiaca refractaria y tromboembolismo (Rassi Jr y col., 2001).

La afectacion gastrointestinal es menos comun (10-21%) y ocurre con mas
frecuencia en el Cono Sur de Sudamérica (Coura y col.,, 1985; Pérez-Ayala y col,,

2011; Salvador y col., 2014; Baldoni y col.,, 2024). Las manifestaciones van desde



trastornos asintomaticos de la motilidad hasta acalasia leve y megaeséfago grave.
Los sintomas incluyen disfagia, odinofagia, reflujo esofagico, pérdida de peso,
aspiracion, tos y regurgitacion. Los pacientes con megaes6fago pueden presentar un
mayor riesgo de cancer de eséfago, por lo que podria estar indicada una endoscopia
digestiva alta, especialmente en pacientes con sintomas nuevos o progresivos
(Orozco y col., 2022).

En general, la inflamacion es el principal factor determinante en la progresién de la
enfermedad en la fase crénica. Sin embargo, otros factores pueden contribuir, tales

como el genotipo, virulencia y tropismo celular de la cepa infectante de T. cruzi.

1.7. Estructura poblacional, estrategias de tipificacién y clasificacion de
Trypanosoma cruzi

La estructura poblacional de T. cruzi ha sido atribuida a una predominante evolucién
clonal con baja tasa de recombinacién genética (Tibayrenc y Ayala, 1988; 2002;
2013; Ramirez y Llewellyn, 2015). Este modelo no implica la ausencia absoluta de
recombinacién, sino una frecuencia muy baja de ésta, que no altera
significativamente la propagacidon clonal del parasito. Sin embargo, numerosas
evidencias indican que el intercambio genético podria ser frecuente y ha tenido un
papel fundamental en la actual estructura poblacional de T. cruzi (Sturm y col., 2003;
Messenger y col., 2015; Ramirez y Llewellyn, 2015; Lewis y col., 2017; Tibayrenc y
Ayala, 2022).

La gran variabilidad de T. cruzi puede verse reflejada en su morfologia (de Souza,
2002), enzimas especificas (Miles y col., 1978), patrones de patogenicidad e
infectividad (Mortara y col., 2005), susceptibilidad a agentes quimioterapéuticos
(Murta y Romanha, 1998; Moraes y col., 2014b), propiedades inmunolégicas (Di
Noia y col,, 2002) y tropismo tisular en animales de experimentacién (Camandaroba
y col., 2006). Sin embargo, la mayoria de los estudios de la diversidad genética en T.
cruzi se han visto obstaculizados por la falta de métodos estandarizados de
tipificacion y por la utilizacion de multiples nomenclaturas.

Los trabajos pioneros en la caracterizacion genética de clones del T. cruzi fueron
llevados a cabo por Morel y col. (1980). Para ello, se obtuvieron fragmentos de ADN
de kinetoplasto (ADNk) mediante digestion enzimatica (usando las enzimas Hinfl y

EcoRI). Estos patrones electroforéticos, también conocidos como "fingerprinting" o



esquizodemas, permitieron la identificacion inicial de cepas y clones de T. cruzi, asi
como de otros tripanosomatideos que compartian similitudes en la secuencia del
ADNk. Esta metodologia de andlisis, mas tarde denominada Polimorfismo de
Longitud de Fragmentos de Restriccion (RFLP por sus siglas en inglés), sent6 las
bases para estudios posteriores de variabilidad genética en estos microorganismos
(Morel y col., 1980; Gongalves y col., 1984; Gongalves y col., 1991). La utilizacién del
ADNk de T. cruzi como herramienta de caracterizacién genética se basa
principalmente a su abundancia en el genoma total, correspondiendo entre el 20-
25% del ADN total del parasito (Leon y col, 1980). Adicionalmente, dentro de la
composicion genética del ADNk podemos encontrar estructuras circulares
denominadas minicirculos. Estas estructuras, presentan en nimero de 5-20x103
copias estan organizadas en cuatro regiones conservadas de 120 pares de bases (Pb)
situadas en un intervalo de 90° y cuatro regiones hipervariables no repetidas (Sturm
y col., 1989).

Estudios mediante PCR-RFLP de aislados de T. cruzi con diferentes origenes
biolégicos, pudieron demostrar la presencia de poblaciones heterogéneas aisladas
de pacientes con ECh (Morel y col,, 1980). Por otra parte, la técnica de PCR-RFLP
permitié la observar la seleccion de subpoblaciones parasitarias en ratones
inoculados con diferentes cepas, revelando perfiles electroforéticos diferentes de
los parasitos recolectados después de diferentes pasajes (Morel y col, 1986).
Posteriormente, estudiando los fragmentos de ADNk generados por diferentes
combinaciones de enzimas de restricciéon en cepas de T. cruzi provenientes de
diferentes areas geograficas de América del Sur y Central, lograron generar la
primera clasificacion de grupos en T. cruzi, basada en su perfil electroforético (Avila
y col., 1990; Gonzalez y col., 1995; Venegas y col., 1997). Sin embargo, motivado a
las limitaciones intrinsecas de la técnica de PCR-RFLP y la variabilidad genética de
T. cruzi, el resultado final fue una gran confusién en la denominacion de diferentes
grupos propuestos (Guhl y Ramirez, 2013).

Paralelamente a la clasificaciéon de esquizodemas, diversos investigadores se
encontraron trabajando en la utilizacién de diversos marcadores moleculares para
mejorar la clasificacion genética de T. cruzi. Entre los primeros marcadores
moleculares polimdrficos estudiados se encontraron los genes del ADN ribosomal

(ADNr) y la region intergénica del miniexéon o spliced-leader (SL-IR), que



permitieron dividir a T. cruzi en dos grupos principales (Zingales y col., 1993; Souto
y col, 1996; Fernandes y col., 1998), denominados como T. cruzi 1 y Il
Posteriormente, la creacién de un algoritmo de PCR basado en las secuencias de SL-
IRy los genes del ADNr 24Sa 'y 18S permitio la clasificacion de T. cruzi en seis linajes
(Tcl, Tclla-e) (Brisse y col., 2000; Diosque y col., 2003). En el afio 2009, en base a los
ultimos estudios filogenéticos y epidemiolégicos, un comité de expertos acordd la
clasificacion de las cepas de T. cruzi en seis unidades discretas de tipificacion (UDTs,
Tcl-TcVI) (Zingales y col., 2009). 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 y asociadas con
diferentes distribuciones geograficas y ciclos de transmisién (Revollo y col., 1998;
Miles y col., 2009; Zingales y Macedo, 2023).

Recientemente, en diversas regiones de América de Sur y Central, han sido
caracterizados una serie de aislamientos de T. cruzi asociados a murciélagos, los
cuales han mostrado un genotipo diferente a las seis UDTs descritas hasta el
momento. Estos andlisis indicaron la existencia de un nuevo grupo evolutivo,
denominado Tchat, genéticamente mas cercano a Tcl, pero claramente segregado
del resto de las UDTs (Marcili y col,, 2009; Ramirez y col., 2014; Lima y col., 2015).
En lineas generales, con la optimizacion y aumento de la sensibilidad de las técnicas
de biologia molecular, actualmente se ha podido realizar caracterizaciones
geneticas de poblaciones de T. cruzi en muestras clinicas de diverso origen (Cura y
Schijman, 2013). Sin embargo, a pesar de los multiples marcadores moleculares
para determinar las UDTs de T. cruzi, hasta la fecha no existe consenso sobre cual
utilizar (Ramirez y col., 2010; Mufioz-Calderén y col,, 2013; Cura y col.,, 2015;
Breniére y col., 2016; Zingales y Macedo, 2023). Ademas, los estudios de tipificacién
también pueden quedar sesgados cuando el método implica la realizacién de
cultivos in-vitro o infeccion experimental, lo que puede llevar a un proceso de

seleccidn parasitaria (Cura y Schijman, 2013).

1.8. Estructura policlonal de las poblaciones naturales de Trypanosoma
cruzi
T. cruzi es una especie compuesta de poblaciones heterogéneas que circulan por la

naturaleza entre el hombre, vectores, animales domésticos y reservorios silvestres



(Fernandes y col,, 1997). Esto conlleva a que, las personas que viven en regiones
endémicas pueden ser infectadas en multiples ocasiones por diferentes triatominos
y estos a su vez pueden picar a diferentes individuos infectados. Esta ambigliedad
en el mecanismo de transmisidén, propicia la formacién de poblaciones policlonales
en vectores y hospederos, conduciendo a la obtencién de cepas con una variabilidad
intrinseca cuando son aisladas en cultivo (Macedo y col., 2002). Diversos estudios
moleculares basados PCR-RFLP del ADNk (Morel y col., 1980; Deane y col., 1984;
Carneiro y col, 1991) y loci para microsatélites (Oliveira y col, 1998) han
demostrado la diversidad clonal de varias cepas de T. cruzi. Se han detectado
diferentes UDTs en muestras de sangre seriadas de pacientes cronicos (Sanchez y
col,, 2013), pacientes inmunosuprimidos (Burgos y col., 2008a; Burgos y col., 2010),
y en muestras Pre-Tratamiento (Pre-TTO) y Post-Tratamiento (Post-TTO) de un
mismo paciente (Martinez-Perez y col., 2016).

Debido a la propagacién clonal, cada individuo presente en una cepa particular se
reproduce por divisién binaria y se mantiene sin cambios por un elevado niimero de
generaciones, hasta que ocurran mutaciones. De esta forma, los aislamientos de T.
cruzi estan compuestos por un conjunto de clones que pueden ser estabilizados por
relaciones simbidticas, pero cuyo equilibrio podria verse afectado dependiendo del
ambiente en el cual se realice la division celular. Una situacién particularmente
estresante podria ser el paso del vector invertebrado al hospedero humano,
principalmente por el cambio de temperatura y la accidon del sistema inmune
humano, lo que llevaria a la eliminacién de algunos clones por su incapacidad de
competir y propagarse en el nuevo entorno o por la acciéon de los mecanismos de
defensa del hospedero, simplificando la complejidad de la cepa infectante (Figura
4). En este sentido, se ha demostrado que las cepas aisladas de vectores o
reservorios silvestres son mas complejas genéticamente que aquellas obtenidas de
pacientes con infeccién aguda, y que a su vez las cepas de estos dltimos son mas
complejas que las aisladas de pacientes con infeccion cronica (Oliveira y col., 1998).
Asimismo, debido al polimorfismo genético, diferentes clones de una cepa pueden
presentar tropismo por diferentes tejidos, por lo que la diversidad de las
poblaciones infectantes y su tropismo especifico puede ser un factor determinante

en el curso clinico que tome la enfermedad (Macedo y col., 2002). Este escenario



constituye el denominado modelo de histotropismo clonal de la enfermedad de

Chagas (Macedo y Pena, 1998).
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Figura 4. Esquema del proceso de reduccion de las poblaciones policlonales de T. cruzi. El paso de la

poblacién policlonal del vector invertebrado al humano conlleva la seleccién de algunos clones
parasitarios (1), decreciendo la complejidad de la cepa infectante en la fase aguda. Esta reduccion de
clones es aun mayor en la fase crénica (2). La seleccién clonal también puede ocurrir durante el
aislamiento del parasito (3) y su cultivo in-vitro (4), por lo que las poblaciones analizadas por
métodos moleculares dependeran del proceso de aislamiento de la cepa de la sangre del paciente.
Modificado de (Macedo y col., 2002)

1.10. Tratamiento etioldgico para la Enfermedad de Chagas

El objetivo del tratamiento especifico de la ECh es la eliminaciéon total de
los parasitos en los individuos infectados, previniendo asi el desarrollo de la
enfermedad. Con esta iniciativa, a finales de 1960 e inicios de 1970, surgieron dos

medicamentos con buenas perspectivas para el tratamiento de la ECh.



1.10.1. Nifurtimox (NFX)

Su estructura quimica es 3-metil-4-(5 -nitrofurfurilideno-amino tetra hidro 4H-1,4-
tiazina-1,1-diéxido) (Figura 5A). Fue sintetizado por Bayer AG y conocido,
inicialmente, como Bayer 2502, para comercializarse luego, en 1972, como Lampit
(Brener, 1979). Desde 1967, la dosis recomendada es de 8-10 mg/kg/dia durante
90-120 dias (Chirac y Torreele, 2006). Sin embargo, su produccién de NFX se
interrumpi6 en 1997, reanudandose en 2000 tras las exigencias de la OMS para el
tratamiento tanto de la tripanosomiasis africana como de la enfermedad de Chagas
(Jannin y Villa, 2007; Ranjita, 2013). En 2013, se llev6 a cabo un ensayo clinico (fase
I) con pacientes crénicos infectados para analizar las propiedades biofarmacéuticas
de un nuevo comprimido de 30 mg de NFX en comparacién con los comprimidos de
120 mg disponibles en el mercado. Los resultados mostraron que ambas formas
farmacéuticas sélidas eran bioequivalentes, lo que sugiere la eficacia de NFX a dosis
bajas (Juniory col.,, 2017).

El NFX es un parasiticida perteneciente a la familia de los nitrofuranos y tiene acciéon
directa contra las formas tripomastigote y amastigote de T. cruzi. Es administrado
por via oral, con buena absorcién y es eliminado luego de sufrir un proceso de bio-
transformacién a nivel del higado (Vives y col, 2004). Los efectos adversos son
frecuentes e incluyen hipersensibilidad, dermatitis, fiebre, ictericia, infiltrados
pulmonares, anafilaxia, mialgias y debilidad. Luego de un tratamiento prolongado,
se observa con frecuencia alteraciones gastrointestinales (nauseas y voOmitos),
neuropatias periféricas y anorexia severa. De forma infrecuente, se pueden
presentar cefaleas, leucopenia, alteraciones psiquicas, excitacion del Sistema
Nervioso Central y disminucidon del numero de espermatozoides (Rassi y Luquetti,

1992; Kelly y Wilkinson, 2013).

1.10.2. Benznidazol (BZN)

Su estructura quimica es N-benzil-2-nitro-1-imidazol acetamida (Figura 5B). Fue
sintetizado por F. Hoffman-La Roche e inicialmente llamado Ro7-1051 (Rassi y
Luquetti, 1992). Este compuesto destruye las formas circulantes de T. cruzi con
erradicacién de la parasitemia, aunque sus beneficios para mejorar las lesiones
histopatoldgicas o la funcién cardiaca no son del todo conocidos en la actualidad

(Parada y col., 1996; Cangado, 2000).



La dosis recomendada de BZN para adultos es de 8-10 mg/kg por via oral, mientras
que la dosis correspondiente para nifios de hasta 12 afios es de 5-8 mg/kg por via
oral, ambas en dos dosis divididas y administradas diariamente durante 30-60 dias
(Viotti y col., 2009). Adicionalmente, a través de la Iniciativa de Medicamentos para
Enfermedades Desatendidas (DNDi) y LAFEPE (Brasil) se realizé una formulacién
pediatrica para nifios con un peso <20 kg (12,5 mg de BNZ por comprimido). Esta
nueva formulacidén fue registrada por la Agencia Brasilefia de Vigilancia Sanitaria y
en el aflo 2013 se anadio6 a la Lista Modelo de Medicamentos Esenciales para Nifios
de la OMS (Junior y col.,, 2017; Seremeta y col., 2019). En la actualidad, un consorcio
publico y privado argentino constituido por el Ministerio de Salud, Maprimed y Elea
en conjunto con la Fundacién Mundo Sano, es la tinica fuente de BZN a nivel mundial.
En 2017, la Administracién de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA)
aprobé el BZN para el tratamiento de nifios (de 2 a 12 afios) con ECh, siendo el
primer fArmaco registrado por la institucidn para el tratamiento de esta enfermedad
(Yoshioka y col., 2020).

Los efectos adversos producidos por este farmaco han sido clasificados en tres
grupos: 1. Signos de hipersensibilidad, dermatitis con reacciones cutaneas, edema
generalizado, fiebre, linfadenopatia, mialgias y artralgias; 2. Depresion de la médula
0sea, neutropenia, purpura trombocitopénica y agranulocitosis y 3. Polineuropatia,

parestesia y polineuritis periférica (Urbina y col., 1999; Coura y De Castro, 2002).

Figura 5- Estructura quimica de los farmacos actualmente disponibles para el tratamiento de la
Enfermedad de Chagas. Las regiones resaltadas corresponden a los grupos: A) 5-nitrofurano
(Nifurtimox); B) 2-nitroimidazol (Benznidazol). Modificado de (Kelly y Wilkinson, 2013)



1.11. Mecanismos de accion

Benznidazol y Nifurtimox son prodrogas que actian directamente sobre el parasito
después de ser activadas por nitroreductasas propias, dentro de las que se han
descrito las enzimas TcNTR-1 (niumero EC 1.5.1.38), TcOYE (nimero EC 1.6.99.1) y
TcAKR (numero EC 1.1.1.188) (Murta y col., 2006; Wilkinson y col., 2008; Diaz-
Viraqué y col.,, 2023). Hasta el momento, se conoce que ambos farmacos son
procesados inicialmente por diferentes vias. Durante el proceso de bioactivacion de
NFX, se originan metabolitos quimicamente reactivos (02~ y H202) (Figura 6). Este
proceso comienza con una reacciéon catalizada por la NADPH-citocromo P450
reductasa presente en T. cruzi, que actia sobre el grupo nitro (‘NO2) de las
moléculas de tipo R'NO2- produciendo un anién-radical nitro intermediario
(Morenoy col., 1984). Este radical sufre un ciclo redox con el oxigeno molecular, que
lo reduce y regenera el farmaco (Mason y Holtzman, 1975). Como se ve en la Figura
6, el anion superoxido (02-) sufre una dismutacién catalizada por la enzima
superoxido dismutasa (SDO), para producir 02- y H202 (Temperton y col., 1998). El
aniéon superdxido (02-) y el perdéxido de hidrégeno (H202), en presencia de Fe3+,
forman el radical libre hidroxilo (reaccién de Haber-Weiss). Estos radicales libres,
principalmente OH-, se unen a lipidos, proteinas y ADN, y originan la actividad

citotdxica del farmaco (Diaz de Toranzo y col., 1988).
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Figura 6- Mecanismo de Accion del fairmaco Nifurtimox. Modificado de (Maya y col., 2007).



El mecanismo de activacién del BZN es poco conocido y parece no depender de la
formacién de radicales de oxigeno, como en el caso de NFX (Maya y col, 2007).
Existen pruebas que indican que la bioactivacién del BZN ocurre por la activaciéon
enzimadtica de enzimas nitroreductasas de tipo I (NTR) (Patterson y Wyllie, 2014).
En este proceso, las NTR dependientes de NADH reducen el residuo 2-nitroimidazol
del BZN a hidroxilamina en una reacciéon de transferencia de dos pasos/dos
electrones. La hidroxilamina se convierte en dialdehido glioxal, un producto
altamente reactivo que forma complejos moleculares a partir de enlaces covalentes
con ADN, ARN, proteinas y tioles de bajo peso molecular (Figura 7). A partir de la
formacién de aductos glioxal-guanosina, se bloquea la sintesis de nuevas cadenas de
ADN, mientras que los aductos glioxal-tioles inhiben el rudimentario sistema
antioxidante de T. cruzi, haciendo que el parasito sea altamente susceptible al dafio
oxidativo (Hall y Wilkinson, 2012).

Adicionalmente, el metabolismo del BZN también produce derivados del anién
radical nitro (R-NO2-), que junto con el dialdehido glioxal ejerce potentes efectos

citotdxicos en todas las formas evolutivas de T. cruzi (Wilkinson y Kelly, 2009).
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1.12. Criterios de Cura

Como se mencion6é anteriormente, el tratamiento actual para la ECh sigue
realizandose con medicamentos desarrollados en las décadas de 1960 y 1970, los
cuales ademas de su actividad tripanocida, también presentan una alta tasa de
efectos adversos (Hasslocher-Moreno y col.,, 2012; Alarcon de Noya y col., 2017), lo
que lleva a que aproximadamente el 10% de los pacientes interrumpan el
tratamiento antes de completar los dias recomendados del mismo (Sperandio da
Silvay col., 2017).

Una vez infectados, los individuos que sufren ECh muestran consistentemente
titulos de anticuerpos para T. cruzi a lo largo de toda su vida, mientras que la
parasitemia suele ser indetectable en mas de la mitad de los casos. A nivel clinico, la
progresion de la enfermedad es lenta, tardando afios en manifestar signos y/o
sintomas de patologia. Esta interaccion entre factores seroldgicos, parasitologicos y
clinicos influye significativamente en la evaluacién de la respuesta al tratamiento
tripanocida. Sin embargo, los criterios que definen si un paciente se curé con el
tratamiento etioldgico hasta el momento no se han establecido con claridad.

A corto plazo, las herramientas de biologia molecular para detectar ADN parasitario
se utilizan como marcador de falla terapéutica o, como factor decisivo para la
inclusion de pacientes dentro de los ensayos clinicos que investigan la respuesta
terapéutica de NFX, BZN y otras formulaciones farmacolégicas (Moreiray col., 2013;
Parrado y col,, 2019; Schijman, 2023). En estos casos, donde la PCR cumple
funciones de biomarcador, la definicién de cura parasitolégica requiere de la
ausencia continua de presencia parasitaria durante un periodo de tiempo posterior
al tratamiento (no definido). Por otra parte, estudios de seguimiento a medio y largo
plazo, los pacientes tratados con medicamentos tripanocidas suelen mostrar un
declive progresivo en los titulos de anticuerpos con el paso del tiempo. La
investigacion realizada en adultos, sugiere que las tasas de seroconversion pueden
ocurrir dentro de un periodo de 5 a 10 afios después del tratamiento, alcanzando
eventualmente un estado seronegativo sostenible (Sguassero y col., 2015; Murphy y
col,, 2021), lo que hasta el momento si es un claro indicio de cura parasitoldgica.
Dentro de los criterios de cura, también es importante considerar los aspectos

clinicos que presentan estos pacientes. Cuando se habla de anormalidades



electrocardiograficas o ecocardiograficas, estas no presentan una reversion de las
alteraciones luego de realizarse los tratamientos tripanocidas (Morillo y col.,, 2015).
Por lo tanto, en la ECh crénica, el factor crucial para el prondstico del paciente no
radica en la resolucién de signos y/o sintomas, sino en disminuir el riesgo de sufrir
eventos cardiovasculares subsiguientes y la progresion a la forma cardiaca
(Hasslocher-Moreno y col., 2023). En este contexto especifico, se establece el criterio
de cura clinica.

Adicionalmente a los marcadores parasitologicos y serologicos, han sido
investigados diversos biomarcadores para evaluar la respuesta terapéutica a corto
plazo (Cortes-Serra y col.,, 2020). Sin embargo, solo un nimero limitado de estos
puede determinar de manera confiable la efectividad del tratamiento. Ademas de los
biomarcadores seroldgicos convencionales, que implican la deteccion de
anticuerpos contra antigenos de T. cruzi, se han analizado subclases especificas de
IgG y cambios en sus niveles de expresion (Francisco y col,, 2022). En cuanto a la
evaluacion clinica, se han considerado biomarcadores cardiacos como el
electrocardiograma, y los niveles de anticuerpos especificos para la troponina
sérica, péptido natriurético cerebral, marcadores de fibrosis cardiaca, proteina C
reactiva, citocinas y quimiocinas; estas ultimas ofreciendo informacién sobre
procesos inflamatorios y respuestas al tratamiento (Sathler-Avelary col., 2008; Apt
y col.,, 2021; Ferreira y col., 2022).

En resumen, la evidencia cientifica existente confirma que la evaluacion del
tratamiento etiolégico en la ECh puede basarse en criterios parasitolégicos,
serologicos y clinicos. Si bien se han examinado diversos tipos de biomarcadores en
relacion con la respuesta terapéutica al tratamiento tripanocida, su aceptacion

generalizada como criterios de cura auin no se ha establecido.

1.13. Eficacia del tratamiento y susceptibilidad de aislados de
Trypanosoma cruzi

En general, se acepta que el BZN y NFX presentan una actividad tripanocida limitada,
pues a menudo, no producen cura parasitolégica (Brener, 1979; Storino y col,,
2014). Los estudios clinicos indican que NFX y BZ son muy eficaces en el tratamiento
de la fase aguda de la enfermedad de Chagas, alcanzando hasta un 80% de curacién

parasitolégica (Cangado, 2002). Ademas, el fArmaco BZN promueve una curacién



parasitolégica del 60-70% en nifios de hasta 14 afios de edad en Brasil y Argentina
(Andrade y Magalhaes, 1997; Sosa Estani y col., 1998; Sosa-Estani y col.,, 2009). Sin
embargo, otros estudios en pacientes del mismo grupo de edad mostraron tasas de
curacion mas bajas (Silveira y col., 2000; Solari y col.,, 2001; Urbina, 2009; Yun y col.,
2009). En adultos en fase cronica, sélo el 5-20% de los pacientes se consideraban
parasitolégicamente curados (Cang¢ado, 2000; Cangado, 2002; Dias, 2006).

Hasta la fecha, se desconocen las razones de las marcadas diferencias en la eficacia
de ambos farmacos en las fases aguda y crénica de la enfermedad de Chagas. Se han
atribuido a diferencias fenotipicas entre cepas, variaciones en las propiedades
farmacocinéticas de los farmacos (vida media corta) y su capacidad limitada para
penetrar en los tejidos donde se concentran los parasitos en la fase crénica (Urbina
y Docampo, 2003; Buckner, 2008). En este contexto, el modelo de evolucién clonal
postulado para T. cruzi predice una correlacién entre la divergencia filogenética de
los clones y sus propiedades biolégicas (Tibayrenc y Breniere, 1988).

La evaluacion de la efectividad farmacolégica del BZN como tratamiento de la
enfermedad de Chagas, ha sido objeto de ensayos clinicos exhaustivos (Riarte y col.,
2012a; Molina y col., 2014; Morillo y col.,, 2017; Rassi y Marin, 2017; Torrico y col,,
2018; Cafferata y col,, 2020; Torrico y col,, 2021). Sin embargo, la condicién de
cronicidad de la mayoria de los pacientes enrolados en estos estudios, asi como las
dificultades asociadas con la interpretacion de los resultados post-hoc de subgrupos
de pacientes por region geografica, se ha revelado como un desafio intrincado, dada
la diversidad en las cargas parasitarias, variabilidad genética de las poblaciones de
T. cruziy las respuestas al tratamiento.

Estudios sobre la eficacia de la BZN y NFX han revelado que sus efectos terapéuticos
varian segun la zona geografica donde se administren (Yun y col,, 2009; Molina y
col, 2014; Rassi y Marin, 2017). En este contexto, la aplicacién de técnicas de
biologia molecular altamente sensibles y la consideracién de la variabilidad genética
de T. cruzi, se presentan como elementos esenciales para comparar de manera
precisa la efectividad de los tratamientos etioldgicos de la enfermedad de Chagas a
nivel regional.

La cuantificacion de la carga parasitaria mediante qPCR en los ensayos clinicos
multicéntricos, se ha utilizado durante mucho tiempo para comparar las cargas

parasitarias entre cohortes de pacientes como evidencia de efectividad terapéutica.



Sin embargo, debido a la heterogeneidad genética entre las cepas de T. cruzi, el
establecimiento de una curva estandar Unica ha sido un gran reto. En la ultima
década, se han publicado diversos protocolos utilizando curvas estandar a partir de
diferentes cepas de T. cruzi (UDTs) como patrones de referencia (Andrade y col,,
1985; Schijman y col.,, 2003; Peters y McLeod, 2008; Rassi y Marin-Neto, 2010;
Urbina, 2010; Bern, 2015). Estas curvas estandar, se realizan mediante cultivos
axénicos de T. cruzi que presenten la mayor prevalencia en cada region, lo que
permite una cuantificacion mas precisa para la mayoria de las muestras de
pacientes, asumiendo que estaban infectados con poblaciones pertenecientes a una
unica UDT. No obstante, este enfoque genera un sesgo para la comparacién directa
de cargas parasitarias entre muestras clinicas de diferentes pacientes, incluso
dentro de la misma regién geografica, ya que puede existir presencia solapada de
diferentes poblaciones de T. cruzi con un contenido genémico variable y, por tanto,
presentar diferencias en el numero de copias del gen diana de la qPCR en la misma
cohorte de pacientes, e incluso sobre un mismo individuo (Organization, 2002;
Salvatella, 2006; Lugo, 2011).

Esta dependencia de la cepa de T. cruzi en la construccion de curvas standard para
cuantificacion de carga parasitaria, podria resolverse generando una secuencia
conservada o consenso correspondiente al fragmento utilizado como blanco
molecular, y una vez clonada, se podrian generar curvas de calibraciéon para
expresar la carga parasitaria en numero de copias del blanco molecular por unidad
de volumen de muestra, independientemente de la UDT de T. cruzi que esté

infectando al paciente.

1.14. Susceptibilidad de aislados de Trypanosoma cruzi a los farmacos
tripanomicidas.

Diversos estudios se han centrado en la relacién entre la diversidad genética de las
cepas y las caracteristicas clinicas o biologicas asociadas (DVORAK y col.,, 1982;
Andrade y col,, 1985; Andrade y Magalhaes, 1997; Revollo y col., 1998; Toledo O y
col,, 2002; Villarreal y col,, 2005). En este contexto, un hallazgo importante es la
aparicion de cepas naturalmente resistentes al BZN y NFX descritas por Filardi y
Brener (1987) al evaluar 47 aislados representativos del norte y sur de Brasil. Los

autores observaron que la eficacia terapéutica oscilaba entre el 0% y el 100%, y



clasificaron las cepas en resistentes (0 a 33% de curacion); intermedias (33 a 66%
de curacién) y sensibles (66 a 100% de curacién) a los farmacos. Curiosamente, la
mayoria de las cepas presentaron susceptibilidad o resistencia a ambos farmacos

(Filardi y Brener, 1987).

1.15. Mecanismos de resistencia

En las ultimas décadas, el principal obstaculo para el tratamiento de las
enfermedades causadas por organismos procariotas y eucariotas ha sido la
apariciéon de resistencia a los farmacos (Papadopoulou y col, 1994; Borst y
Ouellette, 1995; Ouellette, 2001). Trypanosoma cruzi no es la excepcion, aislados
refractarios al tratamiento pueden ser encontrados en todo el continente americano
y es posible inducir la resistencia a los nitro-heterociclicos facilmente en el
laboratorio (Murta y Romanha, 1998; Wilkinson y Kelly, 2009). Los mecanismos
implicados en el fendmeno de la resistencia a BZN y NFX son investigados mediante
diferentes enfoques, utilizando para ello, aislados cuya resistencia fue inducida por
la presion selectiva de los farmacos. Se han encontrado, aproximadamente, 96 genes
potencialmente generadores de mecanismos de resistencia, cuyas funciones
biologicas son muy diversas, involucrandose en la activacion de farmacos,
transporte transmembrana, defensa ante especies reactivas de oxigeno (del inglés
ROS) y metabolismo celular, por mencionar algunos (Villarreal y col., 2005; Murta y
col,, 2006; Andrade y col., 2008).

Todos estos genes actian en las vias moleculares de resistencia en poblaciones
parasitarias inducidas in-vitro, posiblemente como mecanismos estables y/o
transitorios en la resistencia y supervivencia frente a una variedad de farmacos
nitro-heterociclicos, entre ellos BZN y NFX. Sin embargo, menos del 5% de estos
genes han sido confirmados como generadores de mecanismos de resistencia
(Kubata y col, 2002; Wilkinson y Kelly, 2009; Hall y Wilkinson, 2012).
Adicionalmente, la falta de conocimiento sobre la naturaleza de los metabolitos
toxicos involucrados en la muerte del parasito, constituye un punto importante al
momento de reconstruir los posibles mecanismos de resistencia en T. cruzi. Estudios
realizados por Whiteway y col. (1998) en bacterias y utilizando nitrofuranos, que

actian como prodrogas, demostraron que los mecanismos de resistencia a estos



farmacos son conferidos por mutaciones de una oxidoreductasa dependiente de
flavina, perteneciente a la familia de las Nitroreductasas (NTR) de tipo I.

En T. cruzi, se han identificado al menos tres enzimas con actividad similar de NTR,
de las cuales, la Prostanglandina F2a sintasa (TcOYE) es la inica que no presenta un
papel significativo en el procesamiento de los farmacos, ya que sélo es capaz de
promover la reducciéon de NFX en condiciones anaerdbicas (Streeter y Hoener,
1988). Las otras dos enzimas, han sido designadas como TcNTR-1 (Wilkinson y col,,
2008) y TcAKR (Garavaglia y col, 2016), para las cuales se ha evidenciado
experimentalmente su participacion en la reduccidon de BZN y/o NFX en presencia
de NADPH y/o NADH. Sin embargo, hasta el momento solamente la enzima TcNTR-
1 ha mostrado participar directamente en la activacién de BZN, NFX y otros
farmacos nitro-heterociclicos en T. cruzi (Figura 8a) (Wilkinson y col., 2008).

La reduccion de NFX por la enzima TcNTR-1 genera un grupo nitrilo insaturado de
cadena abierta, responsable del efecto tripanomicida (Kubata y col., 2002). En el
caso de BZN, el metabolismo del fArmaco conduce a la formacién de glioxal, un
metabolito con diversas propiedades citotéxicas (Figura 8a) (Hall y Wilkinson,
2012).

Los mecanismos de resistencia al tratamiento en T. cruzi parece ser el resultado de
mecanismos multifactoriales, entre los que también se destaca la presencia de
transportadores ABC (Sauvage y col., 2009). Los transportadores ABC colaboran en
el mantenimiento de las vias de respuesta al estrés y la detoxificacion celular y estan
implicados en el fenotipo de resistencia a multiples fArmacos (MDR) (Figura 8a).
Aunque los transportadores ABC han sido descritos en protozoos flagelados desde
1990, todavia se sabe poco sobre su papel fisiolégico y su participaciéon en la
resistencia al tratamiento. Estudios realizados por Zingales y col. (2015), sugieren
que el transportador ABCG1 esta relacionado con la resistencia natural al BZN en
cepas de T. cruzi, identificando diversos polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs)
a lo largo de su secuencia (Zingales y col,, 2015) y por lo tanto, ciertas variaciones
aminoacidicas en la secuencia predicha de la proteina (Franco y col., 2015). Sin
embargo, estas diferencias no pudieron asociarse con la resistencia a los farmacos.
La capacidad de T. cruzi para desarrollar ficilmente resistencia por mecanismos

mutacionales podria reflejar caracteristicas evolutivas asociadas al mantenimiento



del genoma (Kelly y Wilkinson, 2013). Por lo tanto, este es un punto importante a

considerar para el diselo de nuevos farmacos para el tratamiento de la ECh.
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Figura 8. Modelo del papel de las enzimas TcNTR-1, TcOYE, TcAKR y TcABCG-1 en la resistencia a
Benznidazol (BZN). En parasitos Wild-Type, el NFX o BZN se activan por la accién de TcNTR-1 para
formar glicoxal y glutation, o por otras nitroreductasas NAD(P)H dependientes para producir ROS
(1, 2). Estas moléculas son las responsables de generar mutaciones y lesiones en el ADN (3),
detencion del ciclo celular (4) y muerte celular (6). En parasitos resistentes a BZN se ha evidenciado
que la delecion de alelos de TcNTR-1 o copias de TcOYE, sumado a la sobreexpresion de la enzima
TcAKR junto con el transportador TcABCG-1 pueden disminuir la formacién de glicoxal, glutatién y
ROS, extraerlo del interior celular produciendo mecanismos de detoxificacién (6) y asi disminuir la
formacién de aductos de nucledtidos, que generan mutaciones y lesiones en el ADN y finalmente
muerte celular.



1.15.1. Resistencia farmacoldgica via TcCNTR-1

Estudios realizados por Wilkinson y col. (2008), Mejia y col. (2012) y Campos y col.
(2014) han logrado identificar dos mecanismos diferentes capaces de desactivar la
actividad de oxidorreductasa de la enzima TcNTR-1 y, por consiguiente, activar la
resistencia a los farmacos nitro-heterociclicos. Estos mecanismos involucran la
pérdida de cromosomas y mutaciones puntuales en la secuencia genética que
conlleva a la aparicién de codones de detencién de la traduccion (STOP) prematuros
en la secuencia aminoacidica de la enzima.

La seleccidn in-vitro de farmacos ha demostrado que el cariotipo parasitario puede
ser facilmente alterado (Moreno y col., 1984; Murta y col,, 2006). Al comparar el
perfil cromosémico de un aislado parental con un aislado parasitario resistente a
NFX, se pudo evidenciar la pérdida de un fragmento de 800 Kb (Wilkinson y col,,
2008). Esta pérdida en la expresion del fragmento en un cromosoma de T. cruzi se
ha correlacionado con la baja actividad en la reduccién del fairmaco NFX por parte
de los parasitos con resistencia inducida, comparado con el aislado parental. Debido
a que BZN y NFX son prodrogas, Wilkinson y col. (2008) postularon que la
resistencia observada, puede deberse a que el gen no codificado en las poblaciones
resistentes presenta actividad fisiologica (Figura 8b).

Por otra parte, al examinar la secuencia del gen Tcntr-1 en parasitos con resistencia
inducida, Campos y col. (2014) lograron encontrar una transiciéon C/T en la posicion
568 rio abajo del gen. Esta mutacion genera un coddn STOP (TGA) en la mitad del
gen, resultando en una proteina truncada en el carboxilo terminal del sitio de uniéon
a Flavina Mononucleo6tido (FMN), derivando en una reduccion considerable en la
capacidad de activar la reduccién de farmacos nitro-heterociclicos en las células

progenitoras (Campos y col., 2014).

1.15.2. Resistencia farmacolégica via TcOYE

La Prostaglandina F2a sintasa (TcOYE), es otra enzima NADPH-flavin
oxidorreductasa, similar a la TcNTR-1, que ha sido implicada en la via de activacién
de otros farmacos nitro-heterociclicos como el NFX, pero no al BZN (Kubata y col,,
2002). Esta enzima, una oxidorreductasa, ha sido objeto de diversos estudios que
han mostrado diferencias en la regulacién entre parasitos sensibles y resistentes a

estos farmacos.



Mediante el estudio de proteomas de T. cruzi, se ha podido evidenciar que esta
proteina estaba disminuida en parasitos resistentes, debido a la delecién de tres
copias del gen (Murta y col., 2006; Andrade y col., 2008) (Figura 8b). Sin embargo,
Mejia y col. 2011 demostraron que el gen Tcoye estaba sobreexpresado en los
parasitos resistentes (Mejia-Jaramillo y col., 2011). Curiosamente, esto se atribuy6
a la ausencia funcional del gen Tcntr-1 en estos parasitos (Mejia-Jaramillo y col.,
2012). Por lo tanto, se ha sugerido que cuando T. cruzi es expuesto al BZN, primero
se inactiva la enzima TcNTR-1y posteriormente, a mayor concentracion del farmaco
se pierden copias del gen Tcoye y parte de la actividad enzimatica de la enzima

(Murta y col., 2006).

1.15.3. Resistencia farmacolégica via TCAKR

Trochine y col. (2014). han informado que la enzima TcAKR podria interactuar con
un derivado inmovilizado de BZN, lo que sugiere su participacion en el modo de
accion del BZN. Estudios dirigidos a demostrar el papel de esta enzima en el
metabolismo del BZN, lograron evidenciar que tanto una enzima TcAKR
recombinante como la nativa pueden reducir BZN utilizando NADPH como cofactor
(Garavaglia y col., 2016). Sin embargo, paradéjicamente también se ha informado
que la sobreexpresion del gen Tcakr confiere una modesta resistencia al BZN
(Garavagliay col., 2016; Gonzalez y col.,2017; Roberts y col., 2018). Estudios previos
utilizando formas epimastigote transfectados que sobreexpresan el gen Tcakr
sugieren que esta enzima puede contribuir a la detoxificacion de BZN (Figura 8b).
Este proceso de detoxificacion parece ocurrir mediante la eliminaciéon de glioxal
(Gonzalez y col., 2017), el cual es un metabolito intermedio toxico y mutagénico que
puede reaccionar con el ADN formando un aducto ciclico glioxal-deoxiguanosina,
ademas de provocar la desaminacion de la desoxicitidina y la reticulaciéon del ADN

(Kasai y col., 1998).

1.15.4. Resistencia farmacolégica via TCABCG-1

Uno de los mecanismos de resistencia farmacolégica que se encuentra conservado
desde las bacterias hasta la especie humana, consiste en bombear los compuestos
fuera de la célula, reduciendo asi su concentracién interna y, en consecuencia, su

citotoxicidad (Balzi y Goffeau, 1994; Ouellette y col., 1998; Ouellette y col., 2001). En



este proceso actdan los transportadores ABC, que son proteinas transmembrana de
una superfamilia especifica que presentan sitios de unién a ATP, por lo que se
denominan transportadores ABC (ATP-binding cassette) (Higgins y Linton, 2004).
En especifico, se ha propuesto que uno de estos transportadores, denominado
TcABCG-1, esta implicado en la resistencia natural de T. cruzi a BZN (Franco y col,,
2015; Zingales y col.,, 2015). Este gen parece expresarse a niveles mas altos en las
cepas que son naturalmente resistentes al farmaco (Zingales y col, 2015).
Adicionalmente, se han podido observar cambios en la secuencia aminoacidica de
TcABCG-1 entre cepas naturalmente resistentes y susceptibles (Franco y col., 2015).
Aunque no se ha demostrado, es posible que el transportador TcABCG-1 acttie en el
eflujo del BZN mediante la formacién de un complejo con glutatiéon (GSH) (da Costa

y col., 2022) (Figura 8b).

1.16. Implicaciones clinicas de la variabilidad genética de Trypanosoma
cruzi

La infeccion humana por T. cruzi es un fenémeno reciente en su historia evolutiva,
lo que sugiere que distintas cepas del parasito pueden tener tasas variables de
infectividad y virulencia, provocando respuestas patoldgicas diversas en el
hospedero humano. Esta diversidad en las poblaciones naturales de T. cruzi que
generan enfermedades con manifestaciones clinicas multiples, plantea una posible
relacion entre ambos fenémenos. Sin embargo, varios estudios no han logrado
correlacionar la variabilidad genética del parasito con los sintomas clinicos de la
enfermedad (Moreno y col, 2010; Mejia-Jaramillo y col., 2012). Esta falta de
correlacion podria deberse a que, la diversidad poblacional de T. cruzi obtenida a
partir de muestras de sangre en pacientes infectados puede no representar el
conjunto completo de clones parasitarios que inicialmente infectaron al paciente.
Esto podria ser resultado de procesos de histotropismo o de la dinamica misma de
la infeccién (Vago y col.,, 2000; D'Avila y col., 2009; Burgos y col., 2010). Otro factor
a tener en cuenta, es que la mayoria de estos estudios podrian estar sesgados si el
proceso de analisis implica la utilizacién cultivos in-vitro o infecciones en modelo
animal, lo que podria inducir la seleccién de ciertos clones (Macedo y col.,, 2002). Por
lo tanto, uno de los principales objetivos de los estudios taxonémicos en T. cruzi es

identificar si existe asociacion de sus genotipos con las manifestaciones clinicas de



la enfermedad. En ese sentido, en pacientes con la forma cardio-digestiva de la
enfermedad se ha podido identificar mediante el estudio de perfiles de PCR-RFLP de
ADNK, que en poblaciones de T. cruzi con diferentes UDTs, existe una distribucion
diferencial en tejidos (Vago y col.,, 2000). Otro hallazgo interesante, a partir del
analisis de loci de ADN microsatélites, ha sido la deteccion de diferentes poblaciones
parasitarias en sangre y tejido cardiaco de pacientes infectados (Burgos y col., 2007;
Valadaresy col., 2008), sugiriendo que las manifestaciones clinicas de la enfermedad
podrian ser causadas por poblaciones especificas de T. cruzi. De igual forma, se ha
confirmado la existencia de diferentes poblaciones parasitarias en muestras de
circulacion periféricay del sistema nervioso central en pacientes reactivados debido
a coinfeccién por VIH (Burgos y col.,, 2005; Burgos y col., 2008a).

Por otro lado, se ha postulado que la variabilidad genética de T. cruzi podria estar
implicada en su respuesta diferencial a drogas (Murta y Romanha, 1998; Villarreal
y col., 2004). Estudios recientes han demostrado la existencia de una amplia
diversidad de respuesta a drogas tripanocidas en ensayos in-vitro frente a cepas de
T. cruzi de diferentes linajes (Filardi y Brener, 1987; Moraesy col., 2014b). Yun y col.
2009, observaron diferentes tasas de seronegativizacion en cohortes de pacientes
de distintas regiones geograficas tratados con BZN, sugiriendo la implicancia de las
cepas circulantes en la variabilidad de la respuesta farmacolégica.

Diversos estudios han identificado cepas de T. cruzi refractarias al tratamiento, pero
no han podido confirmar si se trata de resistencia natural o inducida (Veloso y col,,
2001). En Colombia y Venezuela, se ha reportado la circulacién de cepas con un
amplio rango de susceptibilidad al BZN, incluyendo la existencia de cepas
naturalmente resistentes (Mejia-Jaramillo y col., 2012; Mufioz-Calder6ny col., 2019;
Mufioz-Calderén y col,, 2021a; Mufioz-Calderén y col., 2023). La resistencia natural
de T. cruzi ha sido confirmada en cepas aisladas de vectores y reservorios silvestres
de zonas geograficas en donde no se han presentado casos autdctonos de la
enfermedad, por lo que el parasito nunca debié estar en contacto con drogas
tripanocidas (Filardi y Brener, 1987). Sin embargo, hasta la fecha todavia no se ha
podido relacionar la susceptibilidad al BZN de aislamientos pretratamiento con el

resultado terapéutico (Moreno y col., 2010).



JUSTIFICACION




La respuesta farmacolégica es un fenotipo complejo que implica una serie de
eventos que van desde la interaccion del fArmaco con sus receptores, hasta la
manifestacion de efectos téxicos en la célula diana, por lo que pequefias variaciones
en el ADN afectaran directamente la respuesta a los medicamentos. El término
"farmacogenética" fue acufiado en 1959 por Friedrich Vogel, para abordar las
implicancias de las variaciones genéticas entre individuos en su respuesta a los
farmacos (Vogel, 1959).

Las investigaciones indican que el tratamiento con NFX y BZN muestra mayor
eficacia en la fase aguda de la ECh (Jannin y Villa, 2007; Patterson y Wyllie, 2014;
Junior y col, 2017), pero presenta limitada efectividad en la etapa cronica,
inconsistencias geograficas en la respuesta, resistencia farmacoldgica y efectos
secundarios notables (Viotti y col., 2009; Alarcén de Noya y col.,, 2012). Uno de los
factores comprometidos en la falla quimioterapéutica asociada a la resistencia, es el
alto grado de diversidad genética y biologica que exhiben poblaciones de T. cruzi,
siendo evidente esta falla en al menos el 27% de las cepas aisladas naturalmente
(Macedo y Pena, 1998; Yun y col., 2009).

En la actualidad, uno de los puntos mas preocupantes y criticos sobre el tratamiento
de la ECh, es quizas, el escaso conocimiento que existe sobre los mecanismos de
accion que poseen los farmacos BZN y NFX. Esfuerzos cientificos previos han
logrado identificar ciertos genes relacionados con estos mecanismos (Andrade y
col,, 2008; Wilkinsony col., 2008; Mejia-Jaramillo y col., 2011); sin embargo, el modo
de accion y los resultados obtenidos ain son ambiguos. Por lo tanto, es esencial
comprender estos mecanismos, los blancos terapéuticos y las bases moleculares de
la resistencia farmacolégica.

En este contexto, surge la necesidad de investigar la correlacién entre la diversidad
genética de T. cruzi y la susceptibilidad al farmaco BZN, considerando la posibilidad
de que la falta de correlacion experimental pueda deberse a la subestimacién de la
diversidad parasitaria en las poblaciones de T. cruzi cultivadas in-vitro. Por lo tanto,
se plantea la hipdtesis de que un enfoque dirigido a estudiar las poblaciones
naturales de T. cruzi presentes en muestras clinicas de pacientes con ECh que
exhiben falla terapéutica al tratamiento con BZN, permitird una caracterizacién
molecular mas detallada de los genes vinculados al metabolismo subcelular del

farmaco BZN, tales como Tcntr-1, Tcoye, Tcakr y Tcabcg-1. Asi, podriamos



determinar si posibles mutaciones puntuales presentes en estos genes se pueden
asociar a modificaciones estructurales de estas enzimas, ademas de evidenciar si
estos polimorfismos pueden estar presentes en los ciclos de transmision naturales
del parasito, o si, por el contrario, son el resultado de la presidon farmacolégica.

Los hallazgos de este trabajo de investigacion, buscan contribuir al conocimiento de
la biologia de T. cruzi, con la finalidad de generar informaciéon util para la
instauracién de nuevas formulaciones farmacolégicas seguras, basadas en las
caracteristicas genéticas de las poblaciones naturales de parasitos que circulen en
pacientes de diversas regiones geograficas. Adicionalmente, estos hallazgos buscan
contribuir a la generacién de futuros biomarcadores de respuestas terapéuticas, los
cuales podrian ser utiles para realizar seguimientos médicos efectivos en la
evolucion del tratamiento en personas con ECh. En consecuencia, este estudio
sugiere un beneficio indirecto para los pacientes con ECh y por ende para el sistema

de salud publica.



OBJETIVOS




3.1. Objetivo General

Desarrollar un estudio de caracterizacion genética sobre poblaciones naturales de
Trypanosoma cruzi o a partir de aislamientos de las mismas obtenidos por
hemocultivo de muestras de pacientes infectados antes y después del tratamiento
etiolégico, como una aproximacién al hallazgo de marcadores moleculares que
puedan asociarse a la susceptibilidad o resistencia a las drogas parasiticidas

Nifurtimox o Benznidazol.

3.2. Objetivos Especificos

1. Establecer la existencia de asociaciones entre la distribucién geografica de
poblaciones de Trypanosoma cruzi, unidades discretas de tipificaciéon (UDTs) y
susceptibilidad farmacolégica, mediante una revisiéon sistematica y meta-analisis de

los ensayos de susceptibilidad in-vitro al Benznidazol disponibles en la bibliografia.

2. ldentificar cargas parasitarias y unidades discretas de tipificacién en las
poblaciones naturales de Trypanosoma cruzi y de aislamientos parasitarios
mediante hemocultivo, asociados a pacientes enrolados en ensayos clinicos con
farmacos tripanocidas o detectados en brotes orales que fueron refractarios a los

tratamientos suministrados.

3. Comparar la composiciéon genética intra-UDT de poblaciones naturales de
Trypanosoma cruzi detectables en sangre periférica o de aislamientos obtenidos por
hemocultivo en cohortes de pacientes antes del tratamiento, durante el mismo y
luego de su falla terapéutica, mediante la caracterizacion de firmas moleculares de

minicirculos (PCR-RFLP-ADNK).

4. Caracterizacion estructural de las enzimas de Trypanosoma cruzi TcNTR-1,
TcOYE, TcAKR y TcABCG-1 relacionadas con el procesamiento de farmacos nitro-

heterociclicos.



4.1. Realizar andlisis sobre la secuencia nucleotidica de estos genes, para establecer
la existencia de Polimorfismos de Nucleétido Unico (SNPs) diferenciales entre
poblaciones de Trypanosoma cruzi, en un contexto epidemioldgico y como posibles

biomarcadores de respuesta a farmacos nitro-heterociclicos.

4.2. Realizar analisis sobre la secuencia aminoacidica de estas enzimas, para
verificar la existencia de polimorfismos diferenciales entre poblaciones de
Trypanosoma cruzi y su posible rol como biomarcadores de respuesta a farmacos

nitro-heterociclicos.

4.3. Realizar una evaluacidon in-silico, caracterizaciéon estructural, estudios de
Dindmica Molecular y Docking de las variantes mutantes con mayor frecuencia de
cada una de las enzimas NAD(P)H-dependientes de Trypanosoma cruzi, a fin de
determinar posibles cambios en el sitio catalitico que expliquen diferencias

funcionales en la respuesta farmacoldgica frente al firmaco Benznidazol.

5. Evaluar la asociacion de los polimorfismos identificados como posibles
biomarcadores de resistencia farmacologica, en muestras clinicas de pacientes con
ECh que presentan falla terapéutica al tratamiento etiologico. Esto se realizara, tanto
en poblaciones naturales de Trypanosoma cruzi antes y después del tratamiento (de
un mismo paciente), como entre las cohortes de pacientes afectados por la misma

micro-epidemia de transmision oral de Trypanosoma cruzi.



METODOLOGIA




4.1. Aspectos éticos

Los ensayos clinicos abordados en este trabajo fueron aprobados por los Comités de
Etica de las instituciones participantes: Instituto de Medicina Tropical de la
Universidad Central de Venezuela (CEC-IMT 019/2010, Diciembre 10, 2010) e
Instituto Nacional de Parasitologia Mario Fatala Chaben, ANLIS-MALBRAN,
Ministerio de Salud. Los pacientes incluidos en estos estudios fueron debidamente
informados sobre la utilizacién de las muestras colectadas. Cada participante o sus
tutores legales (para el caso de los sujetos menores de edad) firmaron formularios
de consentimiento informado por escrito. Las muestras se anonimizaron antes de

ser procesadas.

4.2. Pacientes y muestras clinicas

Para el presente estudio, fue utilizada una serie de conveniencia compuesta por un
total de 81 pacientes (300 muestras clinicas en total). Cada paciente fue elegido por
la presencia de titulos positivos de anticuerpos IgG anti-T. cruzi y
amplificacién/cuantificacién mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR,
por sus siglas en ingles) de ADN kinetoplasto y ADN satélite, en la muestra antes del
tratamiento etioldgico (Pre-TTO) y en al menos una muestra luego del tratamiento
(Post-TTO). Adicionalmente, en algunos pacientes fue posible obtener aislados
parasitarios en ciertos puntos del seguimiento clinico, los cuales fueron incluidos.
Las muestras analizadas fueron colectadas en el marco de un ensayo clinico y dos

brotes de transmision oral de T. cruzi.

i. Ensayo clinico aleatorizado con Benznidazol en la enfermedad de
Chagas cronica - TRAtamiento EN pacientes Adultos (TRAENA): El
objetivo de TRAENA fue determinar si una droga parasiticida como el
Benznidazol (BZN) era capaz de modificar la evolucion natural de la
enfermedad de Chagas (ECH) crénica en pacientes adultos (Riarte y col,
2012a). Se realiz6 mediante un ensayo clinico aleatorizado (ECA) a doble
ciego, en Fase IlI. Los pacientes fueron seleccionados de la poblacién urbana
de la ciudad auténoma de Buenos Aires y la provincia de Buenos Aires,
Argentina. Se caracterizo6 su estadio clinico por evaluacion médica, radiologia

de térax y electrocardiograma. La muestra se estim6 en 750 con una potencia



del 80% y un error + de 0,05; los pacientes fueron aleatorizados como BZN o

Placebo (P1), y la dosis de administracion fue 5 mg/kg/dia durante 60 dias

(Riarte y col.,, 2012b). La descripcién de cada una de las muestras es

mostrada en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes participantes en el ensayo clinico TRAENA
incluidos en el estudio

Codigo Tipo de . Fase clinica Tratamiento Muestras
Muestra muestra Genero inicial primario evaluadas

T11 Sangre F Cronico BZN 3
T36 Sangre M Cronico BZN 3
T63 Sangre M Crénico BZN 2
T156 Sangre M Cronico BZN 2
T194 Sangre M Cronico BZN 2
T301 Sangre M Crénico BZN 3
T374 Sangre F Cronico BZN 2
T393 Sangre F Cronico BZN 2
T401 Sangre M Cronico BZN 3
T39 Sangre F Cronico BZN 3
T255 Sangre M Cronico BZN 2
T339 Sangre M Crénico BZN 2
T536 Sangre F Croénico BZN 3
T549 Sangre M Croénico BZN 3
T613 Sangre M Cronico BZN 3
T656 Sangre F Croénico BZN 3
T249 Sangre M Croénico BZN 3
P001 Sangre F Cronico Placebo 3
P009 Sangre M Croénico Placebo 3
T002 Sangre F Croénico Placebo 3
T009 Sangre F Cronico Placebo 3
T013 Sangre M Croénico Placebo 4
T023 Sangre M Croénico Placebo 4
T024 Sangre F Cronico Placebo 3
T025 Sangre M Croénico Placebo 3
T027 Sangre M Croénico Placebo 3
T033 Sangre F Cronico Placebo 3
T048 Sangre M Croénico Placebo 3
T049 Sangre M Croénico Placebo 3
TO50 Sangre M Cronico Placebo 3
T051 Sangre F Croénico Placebo 3
T057 Sangre M Croénico Placebo 3
T059 Sangre F Crénico Placebo 3




ii.

T064 Sangre F Cronico Placebo 3
T071 Sangre F Cronico Placebo 3
TO073 Sangre M Cronico Placebo 3
TO76 Sangre M Cronico Placebo 3
F: Femenino M: Masculino BZN: Benznidazol

Brote de enfermedad de Chagas por transmision oral — Municipio
Chacao, Caracas, Venezuela: En diciembre de 2007 se encontraron
formas tripomastigote de T. cruzi en un frotis de sangre de una nifia remitida
al Hospital Universitario de Caracas (HUC) (Martin y col, 2009). La
vinculacién de casos con la localidad de la posible microepidemia ocurre con
la confirmacién de un segundo caso positivo (una profesora que trabajaba en
el mismo colegio donde estudiaba la nifia antes mencionada) (Alarcén de
Noya y col,, 2010). A partir de ese momento, se realizé un amplio cribado en
1.000 individuos de la escuela. Ciento tres individuos resultaron infectados,
pudiéndose demostrar que, en una localidad ubicada a 6 Km de la escuela,
existia un ciclo de transmision activo compuesto por un vector triatomino (P.
geniculatus), roedores y perros infectados con T. cruzi (Alarcén de Noya y
col,, 2010; Alarcén de Noya y col., 2015). Este brote ha sido el mayor conocido
hasta la fecha (Miles, 2010). La descripcion de cada una de las muestras se

presenta en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes del Brote de Enfermedad de Chagas por
transmision oral (Chacao-Venezuela), hemocultivos obtenidos, nimero de muestras de sangre

incluidos en el estudio.

Edad al Fase Clasificacion
Cédigo Tipo de momento de . PR TTO TTO N° de )
. P Género clinica . . . del cultivo
Muestra muestra la infeccién . primario secundario muestras o
o inicial in-vitro
(afios)
909 Hemocultivo 4 F Agudo NFX BZN 1 Pre-TTO
§ 1 afio Post-TTO
868 Sangre 5 F Agudo NFX 4
Sangre / BZN 1 afio
875 Hemocultivo 6 M Agudo NFX 3 afios Post-TTO 5 Post-TTO
BZN
925 Sangre 6 F Agudo NFX 10 afios Post-TTO 5
1614 Sangr 6 F Agud NFX BZN 5
angre guco 4 afios Post- TTO
1593 Samere/ 9 F Agudo  NFX BZN 6 Pre-TTO

Hemocultivo

4 anos Post- TTO




1091 Sangre 11 M Agudo NFX 3
BZN
1414 Sangre 12 F Agudo NFX 3 afios Post- TTO 5
1600 Sangre 23 F Agudo NFX BZN 4
5 5 3 afios Post- TTO
Sangre / 6 y 8 meses
843 Hemocultivo b F Agudo NEX 6 Post-TTO
1613 Sangre / 49 F  Agudo  NFX 5 Pre-TTO
Hemocultivo
Sangre / 1 afio
1601 Hemocultivo >0 M Agudo NEX > Post-TTO
1595  Hemocultivo 56 F Agudo NFX 1 Pre-TTO
ICZ
820 Sangre 58 F Agudo NFX 2 afios Post- TTO 3
C39 Hemocultivo aislado de un P. geniculatus presente en el ciclo de transmision de la localidad
F: Femenino M: Masculino BZN: Benznidazol
NFX: Nifurtimox ICZ: Itraconazol TTO: Tratamiento

iii.

Brote de enfermedad de Chagas por transmisién oral - Chichiriviche
de la Costa, Estado Vargas, Venezuela: En marzo de 2009, un
epidemidlogo del Estado Vargas recogié muestras de sangre de pacientes con
fiebre prolongada de una localidad rural a orillas del mar. Todas las muestras,
fueron evaluadas en el Instituto de Medicina Tropical (IMT) de la Universidad
Central de Venezuela, revelando serologia IgG e IgM anti-T. cruzi positivas.
Adicionalmente, se observaron parasitos en los frotis de sangre fresca en
algunos individuos. Se realizd un cribado serologico de toda la poblacién (n
= 441), encontrandose ochenta y ocho casos confirmados con ECh en
individuos relacionados con la escuela local (Alarcon de Noya y Martinez,
2009). Cuatro individuos fallecieron; uno de ellos motivado a un derrame
pericardico e invasion sistémica del parasito (Suarez y col, 2010). La

descripcion de cada una de las muestras es mostrada en la Tabla 3



Tabla 3. Caracteristicas epidemiolédgicas de los pacientes del Brote de Enfermedad de Chagas por
transmisiéon oral (Chichiriviche de la Costa-Venezuela), hemocultivos obtenidos, nimero de
muestras de sangre incluidos en el estudio.

Edadal Fase Clasificacion
Codigo Tipo de momento de . o TTO TTO Muestras .
. - Género clinica : . . del cultivo
Muestra muestra la infeccién s primario secundario evaluadas L
= inicial in-vitro
(afos)
2340 Hemocultivo 5 F Agudo BZN 1 Pre-TTO
2431 Sangre 6 M Agudo BZN 5
2367 Sangre 7 F Agudo BZN 5
2384 Sangre 7 F Agudo BZN 4
2708 Sangre 7 F Agudo BZN 5
BZN
2712 Sangre 7 F Agudo BZN 1 afio Post-TTO 5
2523 Hemocultivo 7 F Agudo BN 1 1 afio
8 Post-TTO
2713 Sangre 8 F Agudo BZN 4
Sangre / BZN
2351 Hemoeultivo 8 M Agudo BZN 1 afio Post-TTO 4 Pre-TTO
2732 Sangre 8 F Agudo BZN 5
2736 Sangre 9 F Agudo BZN 5
2429 Sangre 9 F Agudo BZN 5
2740 Sangre 9 F Agudo BZN 5
2379 Sangre 9 F Agudo BZN BZN 5
§ su 1 afio Post-TTO
2393 Sangre 9 F Agudo BZN 5
2318 Sangre 10 F Agudo BZN
2400 Sangre 10 M Agudo BZN 2
BZN
2417 Sangre 10 M Agudo BZN 1 afio Post-TTO 5
2399 Sangre 10 M Agudo BZN 5
2376 Sangre 10 F Agudo BZN 5
2377 Sangre 11 F Agudo BZN 5
2405 Sangre 11 F Agudo BZN 5
2425 Sangre 11 F Agudo BZN 5
2725 Sangre 11 M Agudo BZN 5
2341 Sangre 11 F Agudo BZN 5
2426  Hemoculti 11 M Agud BZN 1 Lafio
emocultivo gudo Post-TTO
2375 Sangre 16 M Agudo BZN 4
2323 Sangr 26 F Agud BZN BNZ 6
angre guco 1 afio Post-TTO
2333 Sangre / 36 M Agudo  BZN 5 Pre-TTO
Hemocultivo
2721 Sangre 47 F Agudo BZN 6
C.Chichi Hemocultivo aislado de un P. geniculatus presente en el ciclo de transmisién de la localidad

F: Femenino

M: Masculino

BZN: Benznidazol

Tx: Tratamiento



4.3. Cultivo de los aislados de Trypanosoma cruzi en estadio epimastigote
Las formas epimastigote obtenidas de hemocultivos de pacientes (Pre y Post-TTO)
y las cepas de referencia de T. cruzi Dm28c (Tcl), Colombiana (Tcl), SylvioX10/1
(TcI), Y (Tcll), HE (TcV), Tul (TcVI) y Cl-Brener (TcVI), fueron cultivadas en medio
LIT, suplementado con 5% de Suero Fetal Bovino (SFB) y 1% de solucién Penicilina-
Estreptomicina, realizando sub-cultivos cada 15 dias durante la fase de crecimiento
exponencial (Rodriguez Duran y col., 2021).Adicionalmente, se utilizaron diversas
muestras de ADN gendmico provenientes de cepas de referencia de T. cruzi
presentes en el Biobanco del Laboratorio de Biologia Molecular de la Enfermedad
de Chagas, Instituto de Investigaciones en Ingenieria Genética y Biologia Molecular
(INGEBI), Buenos Aires, Argentina. La descripcion epidemioldgica de las cepas de
referencias de T. cruzi utilizadas en este trabajo, son mostradas en la Tabla

Suplementaria 1.

4.4. Preparacion de muestras clinicas y extraccién de ADN.

En todos los pacientes, fueron colectados 5 mL de sangre periférica en tubos con
EDTA e inmediatamente se mezclaron con igual volumen de solucién de Cloruro de
Guanidina 6 M - EDTA 0,2 M pH 8,0, dando lugar a la mezcla Guanidina-EDTA-
Sangre (GEB, por sus siglas en inglés). Las muestras GEB fueron preservadas a 42C
hasta el momento de la extraccion de ADN y posteriores analisis. Para la extraccion
de ADN, 300 pL de GEB fueron procesados con el uso del High Pure PCR Template
Preparation kit (Roche Diagnostics Corp., Indianapolis, EEUU) y eluidos en 100 pL
de solucion, tal como se ha descrito en trabajos previos (Duffy y col., 2013; Ramirez
y col.,, 2015). En cada extraccién se incluyé una muestra GEB de sangre seronegativa
como control negativo. Luego de extraidos los ADNs, se cuantificaron utilizando un
espectrofotometro Nanodrop1000® (Thermo Fisher Scientific Inc.), calculando la
concentracion y pureza de las muestras mediante la medicidn de los valores de DO
a 230 nm, 260 nm y 280 nm. Finalmente, todas las muestras fueron almacenadas a

-202C hasta su utilizacién.



4.5 Cuantificacion de carga parasitaria mediante ensayo de PCR en tiempo
real (QPCR)

Dado que todas las muestras incluidas en el estudio son muestras de archivo,
almacenadas durante mucho tiempo luego de su extraccion (entre 10 a 15 afios en
buffer Guanidina EDTA-pH8 condiciones de temperatura promedio de 5 °C), se les
realiz6 una medicion de carga parasitaria con el fin de corroborar la cantidad
aproximada de ADN especifico de T. cruzi presente al momento de realizar los
ensayos. Para ello, se utiliz6é una qPCR duplex dirigida al ADN satélite (ADNsat) de
T. cruzi y un control interno de amplificacion (IAC, por sus siglas en inglés), como
fue descrito en Duffy y col. (2013) y Ramirez y col. (2015). Las reacciones de qPCR
fueron realizadas en un volumen final de 20 pL, con 5 pL. de ADN de molde y la
mezcla de reaccién comercial FastStart Universal Probe Master Mix (Roche
Diagnostics GmbHCorp., Mannheim, Alemania). Las amplificaciones por PCR en
tiempo real se llevaron a cabo en un termociclador ABI7500 (Applied Biosystems,
Foster City, EEUU).

Para la cuantificacion de la carga parasitaria se utilizaron dos aproximaciones:

1. Mediante una curva estandar de 5 puntos, construida con diluciones seriadas
1/10 del ADN gendémico (ADNg) obtenido a partir de sangre seronegativa
mezclada en proporcion 1:1 con 1x105 equivalentes de parasitos/mL
(Eq.Par./mL) de formas epimastigote de T. cruzi.

Dada las variaciones encontradas en el nimero de copias de ADNsat presente
en distintos UDTs de T. cruzi en trabajos previos (Mufioz-Calder6n y col,
2021Db), se decidio realizar una curva estandar a partir de cultivo in-vitro de
la cepa CL-Brener (TcVI) para la cuantificacion de carga en los pacientes del
ensayo clinico de TRAENA y otra curva estandar a partir de cultivo in-vitro
de la cepa SylvioX10/1 (Tcl) para la cuantificacion de las muestras
procedentes de brotes orales en Venezuela.

Para cada ensayo de qPCR se incorporaron dos controles positivosde 1y 10
fg/uL de ADN de T. cruzi cepa CL-Brener o SylvioX10/1 y un control negativo
sin molde (NTC), como se recomienda en las guias CLSI-MM17 (Institute,
2018). Adicionalmente, todas las muestras, puntos de la curva estandar,

controles positivos y negativo fueron analizadas por duplicado.



2. Con el fin de eliminar el factor de variabilidad en la proporcién de ADNsat
presente en las diferentes UDTs de T. cruzi, en colaboracién con el
Laboratorio de Biologia Molecular y Enfermedades Endémicas del Instituto
Oswaldo Cruz (I0C) (Rio de Janeiro, Brasil), realizamos la estandarizacién de
una metodologia de cuantificacién de carga parasitaria, basada en el nimero
de copias de ADNsat utilizando una secuencia de ADN sintético.

La construccién de esta curva estandar se realiz6 a partir de ADNg de una
muestra sangre preservada en GEB de una persona seronegativa, la cual se
mezcl6 con el oligonucleétido sintético de ADNsat a una concentraciéon de
1x108 copias/pL. A partir de este stock, se prepard una curva estandar de 5
puntos (1x10> a 1 copias/pL) mediante diluciones seriadas 1/10 utilizando

como matriz el ADNg del paciente seronegativo.

Finalmente, se realizaron ensayos de qPCR comparativa utilizando como estandar

la nueva secuencia de ADNsat sintética y ADNg aislado de parasitos cultivados.

4.5.1. Parametros para la validacion de los resultados de los ensayos de
qPCR:

1. gPCR valida: cuando no amplifica (ausencia de Ct) ninguna réplica del
control negativo de PCR y los controles positivos amplifican en el rango de
Cts esperado.

2. Extraccion de ADN valida: cuando no amplifica ninguna réplica del control
negativo de extraccion y su RNasaP amplifica en el rango de Cts esperado.

3. Curva estandar valida: cuando la eficiencia esté entre 90-110% y el R2 =
0,98. La ARNasa P, fue utilizada como control enddgeno de amplificacion, con
la finalidad de validar el funcionamiento del sistema de qPCR.

4. Muestra valida: cuando los Cts de la RNasaP de al menos dos de sus réplicas
cumplen con el criterio de Tukey (Cts < Percentil 75 + 1,5 x distancia

intercuartil).



Los parametros relacionados con la construccién de la secuencia sintética de ADN
satélite, la secuencia de oligonucleétidos, los programas de ciclado y la descripcién
de las muestras clinicas utilizadas para los andlisis de correlacién, pueden

encontrarse en la publicaciéon Muiioz-Calderén, Arturo, y col. "Toward the

establishment of a single standard curve for quantification of Trypanosoma cruzi
natural populations using a synthetic satellite unit DNA sequence." The Journal of

Molecular Diagnostics. 23.5 (2021): 531.

4.6. Determinacion de Unidades Discretas de Tipificacion

Aquellas muestras pertenecientes a los brotes orales de ECh y el ensayo clinico de
TRAENA que resultaron positivas cuantificables para ADNsat de T. cruzi, fueron
tipificadas mediante estrategias de Hemi-Nested-PCR dirigidas a marcadores
nucleares, como es descrito en Burgos y col. (2010). La Figura 9 muestra el

algoritmo de tipificacion utilizado.

SLIR(UTCC+TCac) | | 150 | _ 157 | | 200
. |SLIRI(UTCC+TC2) | | 475 |
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Figura 9. Algoritmo de tipificacién por PCR convencional utilizado para determinar las UDTs de las
muestras de los ensayos clinicos y brotes de enfermedad de Chagas por via oral. Modificado de
(Burgos y col. 2010).



En los casos con resultados positivos en la PCR SL-IR 1I, pero negativos en la PCR
24Sa, se informd la identificacion del grupo Tcll/V/VI. Las muestras que
amplificaron el fragmento de 140pb en la PCR 24Sa, pero tuvieron resultados
negativos en la PCR A10, fueron informadas como pertenecientes al grupo Tcll/VI.
Las muestras con resultados positivos en la PCR SL-IR I y para ambos fragmentos
de 125y 140 pb en la PCR 24Sq, pero tuvieron resultados negativos en la PCR A10,

fueron reportadas como poblaciones mixtas de TcV + (Tcll o TcVI).

4.7. Analisis de variabilidad genética de poblaciones parasitarias mediante
secuencias de ADN de kinetoplasto a través de RFLP-PCR.

Se realiz6 un ensayo de PCR convencional dirigido a la amplificacién de la regién
hipervariable del ADN de kinetoplasto (ADNk) con los oligonucle6tidos 121/122
como fue descrito en Burgos y col. (2007). Las secuencias de cada oligonucleétido y
las condiciones generales de ciclado se muestran en la Tabla 4. Estos andlisis
permitieron identificar las firmas de minicirculos (Fm) de las poblaciones de
parasitos.

La reaccion de PCR fue realizada en un volumen final de 50uL, con 5uL. de ADN de
molde y 1 U de ADN polimerasa GoTaq (Promega). La amplificacion se llevé a cabo
en un termociclador Bio-Rad T100 (Bio-Rad Laboratories, Inc.) y fue confirmada
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1,2%, seguida de tincion con bromuro
de etidio y visualizacién en cAmara de luz ultravioleta.

Los productos de amplificaciéon fueron purificados con el PCR Purification Kit
(Dongsheng Biotech Co.) y cuantificados en un NanoDrop 1000 (Thermo Fisher
Scientific Inc.). Posteriormente, 1 ug de ADN fue digerido con 1 U de las enzimas de
restriccion Hinfl, Rsal y Mspl (New England BioLabs Inc., [pswich, EEUU), durante 3
horas a 372C en un volumen final de 25 pL. Los productos de la digestiéon enzimatica
fueron analizados mediante electroforesis en geles de acrilamida:bis-acrilamida
(19:1) al 12%, a voltaje constante de 90 V durante 90 min, en el sistema Mini Protean
[I™ (Bio-Rad Laboratories Inc., Hércules, EEUU).

Posterior a la electroforesis, los geles fueron tefiidos con Sybr Gold (Invitrogen,
Carlsbad, EEUU) durante 45 minutos en agitacidn. Los perfiles de PCR-RFLP fueron
visualizados y digitalizados en un transiluminador de luz ultravioleta Syngene

(Synoptics Ltd., Cambridge, Reino Unido) a 498 nm. El tamafio de las bandas de cada



perfil de PCR-RFLP fue determinado por comparacién con los marcadores de peso
molecular de 10 pb y 25 pb de la casa comercial Promega, con el software
GelAnalyzer 19.1 (www.gelanalyzer.com). Mediante esta metodologia se analizaron

todas las muestras GEB antes y después del tratamiento y hemocultivos.

4.8. Determinacion de la distancia genética entre firmas de minicirculos

Se crearon matrices binarias a partir de cada firma de minicirculos. En el analisis
sblo se utilizaron las bandas nitidas resueltas en las electroforesis. Las bandas
amplificadas visibles se puntuaron como "1", mientras que la ausencia de bandas del
mismo peso molecular se puntué como "0". Todas las muestras de un mismo
paciente se analizaron en un mismo gel. El grado de similitud, (la frecuencia de co-
ocurrencia de bandas entre las muestras clinicas) se midi6 utilizando el coeficiente
de Jaccard (C]) (Jaccard, 1901) entre las muestras Pre-TTO y Post- TTO para cada
paciente, como medida de la distancia genética de las poblaciones parasitarias
naturales. Adicionalmente, se compararon entre si las firmas de minicirculos
obtenidos de los hemocultivos, con el fin de obtener una visién global del C] en las
cepas de parasitos cultivadas.

El Coeficiente de Jaccard (C]) entre dos muestras fue calculada segin la formula: CJ
=1(a/(a+b+c)),donde “a” es el nimero de bandas comunes en ambas muestras,
“b” el nimero de bandas presentes en la primera y ausentes en la segunda, y “c” el
numero de bandas presentes en la segunda y ausentes en la primera; obteniéndose
un valor entre 0 y 1, en funcién de cuan cercanos o lejanos sean los perfiles de PCR-

RFLP de ambas muestras, respectivamente.

4.9. Caracterizacion de los genes involucrados en mecanismos de
resistencia farmacoldgica en Trypanosoma cruzi

Con el fin de caracterizar la variabilidad de las secuencias génicas de los genes Tcntr-
1, Tcoye, Tcakr y Tcabcg-1, se utilizaron dos estrategias, dependiendo de la carga

parasitaria presentes en las muestras:

i. Para las muestras con alta carga parasitaria (> 20 Eq.Par./mL) o aquellas
procedentes de hemocultivos, se realizé una PCR convencional dirigida por

los oligonucleétidos especificos para cada gen, con la finalidad de obtener



amplificacién de los genes completos. Para todas las reacciones de PCR se
utilizaron 5uL de ADN gendmico, 0,45 pM de cada uno de los oligonucleétidos
y 1U de Taq polimerasa GoTaq (Promega), en un volumen final de 30 pL. Las
secuencias de cada oligonucleétido y las condiciones generales de ciclado se
muestran en la Tabla 4.

ii.  En aquellas muestras clinicas con baja carga parasitaria (< 20 Eq.Par./mL),
la obtencion de las secuencias completas para cada gen se realizé mediante
la segmentacion del gen en dos dominios (D1 y D2), y su posterior
amplificaciéon mediante PCR convencional o Hemi-Nested-PCR. En la primera
ronda de PCR se utilizaron 5pL. de ADN genémico, 0,45 uM de cada uno de los
oligonucleotidos y 1U de Taq polimerasa GoTaq (Promega), en un volumen
final de 30 pL. En la segunda ronda de amplificacién (en aquellos casos en
que la metodologia incluya Hemi-Nested-PCR) se utilizaron 1uL del producto
de amplificacion de la primera PCR, 0,45 puM de cada uno de los
oligonucleo6tidos y 1U de Taq polimerasa GoTaq (Promega), en un volumen
final de 30 pL. Las secuencias de cada oligonucleétido y las condiciones

generales de ciclado se muestran en la Tabla 4.
Para todos los casos, la amplificacion de los fragmentos esperables se confirmd
mediante geles de agarosa al 1,5% tefiidos con bromuro de etidio (BrEt) y

visualizados bajo luz UV.

Tabla 4. Secuencias de cada oligonucleétido y las condiciones generales de ciclado.

Secuencia (5’ - 3') Amplicon  Temp. (°C) Tiempo /ciclos
ADNk 94 3 min.
94 45 seg.
121 AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA 68 45seg. x5ciclos
72 45 seg.
330pb 94 45 seg.
122 GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA 64 45 seg. x 35 ciclos
72 45 seg.
72 10 min.
NTR_completo 937 pb 94 3 min.
94 45 seg. x 45 ciclos
TcNTR_Fw GGGTAGCCAATGAAGAGAAATGAC 68 45 seg. < 45 ciclos
TcNTR_Rv AATGCTTCGTGGGAAATCGTGGG 424 pb 72 45 seg.
72 10 min.
72 10 min
NTR_D2 94 10 min.
94 45 seg.
TcNTR-D2_Fw CAGTTGTGTTCGCTGGTGACATG 456 pb 68 45 seg. x 45 ciclos
TcNTR_Rv AATGCTTCGTGGGAAATCGTGGG 72 45 seg.

72 10 min.




OYE_completo 94 3 min.
94 45 seg.

OYE - Fw ATGGCGACGTTCCCTGAACTTCTG 1120 pb 68 45 seg. x45 ciclos
OYE -Rv TAGTTGTTGTACGTCGGGTAATCGT 72 45 seg.
72 10 min.
OYE_D1 94 3 min.
94 45 seg.

OYE - Fw ATGGCGACGTTCCCTGAACTTCTG 600 pb 68 45 seg. x 45 ciclos
OYE-D1_Rv CCATGAATCTCAACGCCATCAAAC 72 45 seg.
72 10 min.
OYE_D2 94 3 min.
94 45 seg.

OYE-D2_Fw GTTTGATGGCGTTGAGATTCATGG 560 pb 68 45 seg. x 45 ciclos
OYE -Rv TAGTTGTTGTACGTCGGGTAATCGT 72 45 seg.
72 10 min.
AKR_completo 94 3 min.
94 45 seg.

AKR - Fw CGGTGAGGCGTACATAAAACA 940 pb 68 45 seg. x 45 ciclos
AKR - Rv AAAGATCACAGAGCCGCGTT 72 45 seg.
72 10 min.
AKR D1 94 3 min.
94 45 seg.

AKR - Fw CGGTGAGGCGTACATAAAACA 400 pb 60 45 seg. x 45 ciclos
AKR-D1_Fw CAAACTTCTTCTTCCCCGGC 72 45 seg.
72 10 min.
AKR_D2 94 3 min.
94 45 seg.

AKR-D2_Fw GCCGGGGAAGAAGAAGTTTG 520pb 60 45 seg. x 45 ciclos
AKR - Rv AAAGATCACAGAGCCGCGTT 72 45 seg.
72 10 min.
ABCG1_completo 94 3 min.
94 1 min.

ABCG1 - Fw ATGTCTTGCTGCCGAGC 1998 pb 62 90 seg. x 45 ciclos
ABCG1 - Rv CTAAAACTTTGTACGCGCG 72 3 min.
72 10 min.
ABCG1_D1 94 3 min.
94 1 min.

ABCG1-D1_Fw GTGAATGARCCAGTAACTCCCAG 975 pb 58 1 min. x45 ciclos
ABCG1-D1_Rv GGAAATTTCTGGATCTTGGAGCA 72 1 min.
72 10 min.
ABCG1_D2 94 3 min.
94 1 min.

ABCG1-D2_Fw AATCCCAATCCCTCYGAGTC 1000 pb 58 1 min. x45 ciclos
ABCG1-D2_Rv AGTTAGCCACAAAARCCAGR 72 1 min.
72 10 min.

4.10. Purificacién de fragmentos de ADN

Para purificar los productos de amplificacion obtenidos en el punto anterior, se

utilizé el kit comercial DNA Product Purification Kit (DSBIO, China) bajo las

especificaciones del fabricante. Dicha metodologia elimina fragmentos muy cortos

de ADN (oligonucleétidos cebadores), los nucle6tidos no incorporados y los

componentes del buffer de reaccidn. Para purificar los fragmentos generados en una

reaccion de PCR que hubiera producido amplificaciones inespecificas se utiliz6 el

equipo comercial Gel Extraction Kit (DSBIO, China). Se realiz6 una electroforesis en

gel de agarosa de bajo punto de fusion (1-1,5% en tampén TAE 1X), a partir de la



cual los fragmentos deseados se cortaron del gel visualizdndolos en un
transiluminador de luz UV. Dicho fragmento, inmerso en agarosa, se procesé segin

las indicaciones del fabricante para la purificaciéon de productos de PCR.

4.11. Clonado de secuencias genéticas paralos genes Tcntr-1, Tcoye, Tcakr
y Tcabcg-1

Una vez establecidos los amplicones purificados para cada uno de los genes a
estudiar, fueron clonados en vectores pGEM®-T Easy (Promega, Madison, EE. UU.)
con la finalidad de obtener un perfil de variabilidad de secuencias mas aproximado
a la realidad presente en las muestras de diversos origenes biolégicos. Para ello se
realizo:

4.11.1. Cuantificacién de los acidos nucleicos y plasmidos.

Para conocer la concentraciéon de ADN gendémico de los amplicones purificados, se
medidé la absorbancia a 260 utilizando en un equipo Nanodrop1000 (Thermo
Scientific, Rockford, IL, EE.UU), y se calculd su pureza por la determinacién de la
proporcién DO a 260 nm/280 nm y DO a 230 nm/280 nm. Paralelamente, también
se realiz6 una cuantificacion por gel, corriendo alicuotas mediante electroforesis en
geles de agarosa y comparando la intensidad de banda con los estdndares de peso
molecular de ADN.

4.11.2. Clonado de las secuencias peptidicas

Para el caso de los fragmentos a ser clonados en el vector pGEM®-T Easy, se utilizé
una enzima ADN polimerasa ya que afiade un residuo de adenina a los extremos 3’
en los productos de PCR. Posteriormente, se utilizo el kit pGEM®-T Easy (Promega,
Madison, EE. UU.), siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Se transformaron bacterias competentes quimicas DH5a con 10 pL totales de
reaccion de ligacion y se plaquearon en LB-Agar/Ampicilina/IPTG/X-Gal. Para
confirmar que las colonias obtenidas presentaran el vector pGEM-T con los insertos,
se seleccionaron 6 colonias bacterianas de color blanco (de acuerdo con lo
establecido por el mecanismo de a-complementacion), y se sub-cultivaron en tubos
falcon con 5 mL de medio LB adicionado con ampicilina (100 pg/mL) a 37 °C. De los
cultivos, se realizé extraccion de ADN plasmidico y a partir de éste, 3-5 uL se
sembraron en un gel de agarosa. Los 10 pL restantes fueron enviados a

secuenciacion para corroborar su identidad.



4.12. Analisis de secuencias de acidos nucleicos

4.12.1. Secuenciacion de ADN

Partiendo del ADN plasmidico obtenido de los clones descritos anteriormente, se
realizé6 una secuenciacién capilar en forma bidireccional sobre ambas hebras de
ADN, utilizando cada par oligonucleo6tido respectivo a cada gen evaluado. Se utilizd

el servicio de secuenciacion brindado por Macrogen Corporation (Corea del Sur).

4.12.2. Alineamiento multiple de secuencias

Los electroferogramas de las secuencias obtenidas se editaron utilizando el software
UGENE V49.1 (Okonechnikov y col., 2012). El alineamiento de las secuencias de ADN
obtenidas se realiz6 mediante el algoritmo MAFFT (Kuraku y col, 2013).
Posteriormente, se realizé una edicion manual para corregir posibles errores en el
alineamiento. En el caso de los genes cuya secuenciacion fue segmentada en los D1
y D2, el algoritmo de alineamiento incluy6 la elaboracién de una secuencia consenso,
a partir de la cual se obtuvo la longitud total de los genes evaluados. En todas las
muestras donde se logré amplificar alguno de los genes evaluados, se construy6 una
secuencia consenso definitiva, la cual incluyé tres PCRs y secuenciaciones
independientes para cada gen amplificado. Las secuencias genéticas de referencia
para la realizacion de las secuencias consenso, se obtuvo de las bases de datos

GeneBank o la TritrypsDB (Tabla Suplementaria 1).

4.12.3. Analisis de Presion Evolutiva
Se utiliz6 la prueba de Ka/Ks, basada en la Teoria Neutralista (Kimura, 1983), donde
las unicas fuerzas evolutivas que influencian los patrones de diversidad genética
dentro de las poblaciones, son las mutaciones y la deriva génica. La prueba Ka/Ks
(también llamada Dn/Ds) se utiliza generalmente en comparaciones
interespecificas de genes ortélogos.
Los resultados esperables son:
e Ka/Ks =1, esto significa que las tasas de evolucién sindnima y no sinénima
son iguales, lo que sugiere que todos los sitios son neutros, es decir que no
hay presiones selectivas diferenciales sobre las distintas posiciones

nucleotidicas. El ejemplo clasico son los pseudogenes.



e Ka/Ks <1, la mayoria de los cambios aminoacidicos son deletéreos y por lo
tanto son seleccionados negativamente (esto ocurre en la mayoria de los
genes). Entonces Ks es mayor que Ka. Al cambiar el aminoacido en la proteina
esta puede perder su funcién, en cambio una sustituciéon sinénima conserva
el aminoacido en la proteina y en la mayoria de los casos es neutral. La tasa
Ks puede considerarse como neutral (aunque se sabe que las posiciones
sindnimas también pueden ser blanco de la seleccion natural, (Akashi, 1995).

e Ka/Ks > 1, eso significa que Ka es mayor que Ks y puede inferirse que sobre
ese gen hubo seleccidn positiva. Es decir que la seleccidn natural favorecio la
fijacién de cambios aminoacidicos. Esto podria deberse a que dichos cambios
proporcionan una actividad mas eficiente o una nueva funcién a la proteina

involucrada, otorgando algin tipo de ventaja adaptativa a sus portadores.

4.13. Correlacion de la variabilidad genética de los genes Tcntr-1, Tcoye y
Tcakr-1 y  Susceptibilidad/Resistencia  farmacoldgica  mediante
secuenciacion multilocus (MLSTest).

Partiendo de las muestras de T. cruzi en las cuales se pudo obtener la secuencia
genética completa y que tengan una clasificacion como susceptibles o resistentes, se
crearon alineamientos multiples para cada uno de los genes de T. cruzi evaluados en
este estudio mediante el algoritmo MAFFT.

Para realizar los andlisis MLST, se evalu6 y el poder discriminatorio (DP) (software
MLSTest, http://ipe.unsa.edu.a/software) (Tomasini y col., 2013), para determinar
la resolucién de los marcadores individuales. A continuacién, se construyeron
filogenias diplotipicas y haplotipicas. Los arboles filogenéticos diplotipicos se
construyeron inicialmente para investigar la diversidad de los aislados y permitir la
concatenacion entre loci, como describen (Tavanti y col., 2003; Yeo y col.,, 2011), lo
que hace que los datos diplotipicos sean adecuados para su uso en dendrogramas
basados en la distancia.

La idoneidad de los objetivos para su inclusion en un esquema MLST se evalud a
través del analisis “Incongruence Length Difference” (ILD), implementado a través
de MLSTest 1.0 software, utilizando 1000 permutaciones (Tomasini y col., 2013).
Finalmente, se concatenaron los datos MLST, probando todas las combinaciones de

fragmentos, utilizando MLSTest, y asi poder definir si las variaciones de secuencia



entre los genes evaluados pueden resolver diferencias entre aislados identificados

como susceptibles o resistentes a NFX/BZN.

4.14. Analisis de la secuencia de proteinas y prediccion de estructuras 3D
Dado a que ninguna de las enzimas a utilizar en este trabajo se encuentra
cristalizada y, por tanto, no existen estudios de interaccion con el cofactor Flavin
Mononucleétido (FMN), los residuos de interacciéon proteina-ligando fueron
obtenidos de la base de datos de Dominios Conservados (CDD) del NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure /cdd/cdd.shtml). Estos residuos fueron
utilizados para futuros andlisis de comparacion con las predicciones obtenidas a
partir de los ensayos in-silico de Docking molecular.

Adicionalmente, a todas las secuencias de aminoacidicas obtenidas se les realizé un
andlisis de direccionamiento a mitocondrias mediante el algoritmo de Machine
Learning MitProt-Pred (Mirza y col., 2013).

Posteriormente, las estructuras terciarias fueron predichas por AlphaFold2 (Jumper
y col., 2021). Este programa es capaz de generar modelos 3D precisos de proteinas
a partir de la secuencia primaria sin utilizar plantillas. La validacién de las
estructuras resultantes se llev6 a cabo mediante la prueba de diferencia de distancia
local Ca predicha (pLDDT) y la construccién de graficos de Ramachandran. De ser
necesario, cada una de las estructuras fue refinada mediante el servidor web
GalaxyRefine2 (Lee y col., 2019) [https://galaxy.seoklab.org/]. Una vez obtenidos
todos los modelos, los archivos se descargaron en formato *.pdb para visualizacién
mediante el software ChimeraX (Meng y col., 2023) y para analisis posteriores.
Debido a la falta de estructuras cristalizadas confiables para las tres enzimas
evaluadas al momento de escribir esta tesis, se opt6 por utilizar la prediccién de la
estructura 3D de la cepa SylvioX10/1 (a través de AlphaFold2). Inicialmente
caracterizada como susceptible al BZN por Filardi y Brener (1987), esta cepa de
referencia Tcl presente en el biobanco del LabMECh-INGEB], se estableci6 como un
modelo Wild-Type para llevar a cabo los analisis comparativos de estructuras. La
susceptibilidad al BZN fue corroborada mediante ensayos de Clso realizados antes
de la amplificacién, clonamiento y secuenciacion de los genes Tcntr-1, Tcoye, Tcakr

y Tcabcg-1 (datos no mostrados).



4.15. Analisis de Dinamica Molecular

Partiendo de las predicciones 3D, obtenidas tanto para las configuraciones WT como

cada una de las variantes de las enzimas bajo estudio, se utiliz6 el flujo de trabajo

pre-configurado “Making it Rain” (Arantes y col., 2021) actualmente integrado en el

servidor web Google-Colab. A partir de este flujo de trabajo se procedi6 a:

(i) Configurar el paquete AMBER, generando un sistema con la molécula inmersa
en una caja de agua e iones, minimizandola energéticamente. Para ello se
tomaron en cuenta los siguientes parametros:

e Campo de Fuerzas: se seleccioné el modelo AMBER ff14SB.
e Modelo de Solvente: Se eligi6 un modelo de agua rigido TIP3P
y una caja de solvatacién cubica con un tamafno de 12 Angstrons.
e Iones: Se utilizaron Iones Sodio (Na*) a una concentracién molar
de 0.15.
e Se equilibro la caja de simulacién, mediante la minimizacién de
Energia (para reducir cualquier tension inicial en el sistema) y
un calentamiento Gradual del sistema desde 0 K a 298 K).
Finalmente se realizé equilibrado en Volumen Constante y
Temperatura Constante (NVT) y Presion Constante vy
Temperatura Constante (NPT).
(ii) Se realiz6 un analisis de control de calidad (QC) en una trayectoria cargada,
para finalmente:
e (alcular Fluctuaciones Cuadraticas Medias por Residuo (RMSF).
e Desviaciones Medias Cuadraticas (RMSD).
e Distribuciéon general de las estructuras mediante analisis de
componentes principales (ACP). Todas las simulaciones, se
realizaron con un tiempo de 500 miliseg, realizando lecturas cada

10 picosegundos, a una temperatura de 298 Ky 1 bar de presion.

4.16. Docking molecular

La metodologia de docking molecular se realizé mediante la utilizacién de diversos
softwares de codigo abierto. Primeramente, se prepararon los archivos de entrada
de las predicciones de cada una de las variantes de enzimas obtenidas, eliminando

los heteroatomos, hidrégenos no polares y se afadiendo estados de protonacion,



mediante el algoritmo Protoss (Lippert y Rarey, 2009). Seguidamente, con
DoGSite3.1 (Graef y col., 2023) se ubicaron los posibles bolsillos de unién proteina
ligando, mediante la utilizacién de una metodologia de rejilla que utiliza un filtro de
Diferencia de Gaussiana, basandose inicamente en la estructura tridimensional de
las macromoléculas. Con este Software se calcularon propiedades globales que
describen el tamafio, forma y caracteristicas quimicas de los (sub)bolsillos
predichos, eligiendo aquellos con mejores valores de superficie (A2) y profundidad
(A). Finalmente, mediante la plataforma CB-Dock2 (Liu y col., 2022) se realiz el
docking molecular con la estructura predicha de las proteinas y su cofactor, la Flavin
Mononucleétido (FMN). Esta herramienta genera Docking proteina-ligando en ciego,
heredando el procedimiento de deteccion de cavidades basado en AutoDock Vina o,
mediante la definicidn de bolsillos previamente establecidos. Los resultados, mostrados
como una alineacion multi-caracteristica jerarquica, explora las posibles conformaciones,
seleccionando aquellas con los valores mas bajos de afinidad y eficiencia. Finalmente,
para ilustrar las interacciones resultantes para cada variante enzimatica, se utilizé

el software ChimeraX (Mengy col., 2023).

4.17. Asociacion de Polimorfismos y fenotipos de resistencia
farmacologica

Para la caracterizacion de las interacciones génicas, se aplico el software libre para
la Reduccidn de la dimensionalidad multifactorial (MDR v.3.0) (Martin y col., 2006).
La precisién de cada modelo se evalué mediante un clasificador de Bayes en el
contexto de una validacién cruzada de 10 veces. La significancia estadistica se
evalud usando una prueba de 1000 permutaciones. Los mejores modelos en todas
las combinaciones posibles fueron definidos por: (i) el test de precisién balanceado
(BTA), que indica la precision de la clasificacion, calculada a partir del subconjunto
de datos de prueba, (ii) la consistencia en la validacion cruzada (CVC), que
representa el nimero de veces que un determinado modelo, obtenido del total de
los datos, se reproduce al utilizar 10 subconjuntos aleatorios de esos datos, y (iii) el
nivel de significancia.

Finalmente, también se evalu6 la ganancia de informacién (information gain, 1G)
mediante el método de MDR. Este concepto crucial se basa en la medicién de la

entropia: cuanta entropia se elimina del estado de caso-control al considerar los



genotipos, combinando dos o mas SNPs. En otras palabras, la IG mide cuanta
informacién se obtiene de la combinacién en comparacion con los SNPs individuales.
La IG selecciona combinaciones significativas de variables segun la entropia (Martin
y col,, 2006): valores de entropia positivos indican interaccién sinérgica, mientras

que los valores negativos indican redundancia.

4.18. Analisis estadisticos

Dentro de las variables a analizar para cada paciente en el panel de seguimiento Pre-
TTOy Post-TTO se incluyen los titulos de anticuerpos IgG (valor de densidad 6ptica),
carga parasitaria (Eq.Par./mL) y el coeficiente de Jaccard (C]). Las comparaciones
graficas entre las distintas variables se realizaron mediante una transformacién de
datos Z score. Las medidas continuas se expresaron y graficaron como mediana y
rango intercuartilo de 25-75%, mientras que las variables dicotémicas se
expresaron y graficaron como porcentaje.

Para todas las variables, las distribuciones normales se evaluaron mediante la
prueba de Shapiro-Wilks. Se calculé el coeficiente de correlaciéon de rangos de
Spearman para evaluar las correlaciones entre las variables objeto de estudio
(niveles de parasitemia, valores de IgG y CJ). La correlacién es mas fuerte a medida
que el valor de “R” se aproxima a 1. Para evaluar las diferencias entre los puntos de
seguimiento Pre-TTO y Post-TTO, se utilizé la prueba U de Mann-Whitney.

Todos los analisis se realizaron con el software RStudio Team (2020), y los calculos

se determinaron con un valor p <0,05 para diferencias estadisticas significativas.



RESULTADOS




CAPITULO 1.

5.1. Establecer la existencia de asociaciones entre distribucién geografica
de poblaciones de Trypanosoma cruzi, unidades discretas de tipificacion
(UDTs) y susceptibilidad farmacoldgica, mediante una revision sistematica
y meta-andlisis de los ensayos de susceptibilidad in-vitro al Benznidazol
disponibles en la bibliografia

Tradicionalmente, se ha considerado que el flujo genético entre cepas de T. cruzi es
inexistente o escaso, por lo que se ha considerado que esta especie es
principalmente clonal (Tibayrenc y Ayala, 1988). Sin embargo, se ha podido
comprobar que las poblaciones de T. cruzi son heterogéneas en cuanto a la mayoria
de las caracteristicas bioldgicas tanto para los modelos experimentales in-vitro
como in-vivo, es decir, cada cepa muestra distintas propiedades en términos de
infectividad, actividad metabdlica, expresiéon enzimatica y, niveles variables de
susceptibilidad a los farmacos (Filardi y Brener, 1987; Laurenty col., 1997; Zingales
y col,, 2014; Bermudez y col., 2016; Telleria y Tibayrenc, 2017). Sin embargo, hasta
el momento ha sido imposible mostrar una correlacion entre la susceptibilidad al
BZN vy las distancias genéticas entre las cepas de T. cruzi (Villarreal y col., 2004;
Revollo y col,, 2019).

En este contexto, con el fin de evaluar una posible asociaciéon entre la susceptibilidad
al farmaco BZN y linajes genéticos especificos de T. cruzi, decidimos realizar una
revisidn sistematica y un analisis comparativo entre los ensayos de susceptibilidad
in-vitro frente al fArmaco Benznidazol sobre el estadio tripomastigote de T. cruzi,

que se encuentran disponibles en la bibliografia durante los ultimos 40 afios.

5.1.1. Desarrollo del proceso PRISMA para la revision sistematica

La Figura 10 muestra el proceso de seleccion de articulos. De las 610 publicaciones
identificadas inicialmente, 381 se eliminaron por duplicaciéon. De las 229
publicaciones restantes, 88 no cumplieron con los criterios de seleccién: El 52,1%
realizaba las mediciones de susceptibilidad al BZN exclusivamente en ensayos in-

vivo; el 40,1% de las publicaciones no informaron el valor de Clso ni el CLso para el



BZN; el 6,2% fueron articulos de revision, y finalmente el 1,6% comunicaban una
CIs0 0 una CLso para fArmacos que no incluian al BZN. Adicionalmente, de los 142
articulos restantes, 78 fueron excluidos debido a que: el 60,9% no incluian los
valores de desviacion estandar para cada ensayo; el 12,5% no incluyeron el tiempo
de incubacién con el farmaco; el 7,8% no informaron sobre la UDT de la/las cepas T.
cruzi con las cuales trabajaron; el 6,3% no mencionaban el nombre de la
cepa/aislado, y el 12,5% correspondia a articulos en los que los valores de la CLso 0
la Clso habian sido publicados previamente en otro articulo por los mismos equipos
de investigacion.

Al final, quedaron 64 articulos, que engloban valores de Clso y CLso para el farmaco
BZN correspondiente a 208 ensayos individuales. Dentro de los datos seleccionados
se analizaron los datos de 59 cepas de T. cruzi pertenecientes a 6 DTU diferentes (75
cepas Tcl, 25 Tcll, 9 Tclll, 1 TclV, 7 TcV y 8 TcVI). Las cepas procedian de nueve
paises diferentes (Argentina: 4, Bolivia: 7, Brasil: 25, Colombia: 45, Chile: 4, México:
10, Venezuela: 8, Nicaragua 1 y Paraguay: 40). En el 26,9% de los ensayos, los
autores utilizaron cepas transfectadas o clonadas en el laboratorio. En total, se
utilizaron 11 métodos diferentes para evaluar la viabilidad de los parasitos; sin
embargo, el recuento manual al microscopio (63,6%) fue el mas frecuente. Entre los
64 articulos, la gran mayoria incluia s6lo uno o dos ensayos (63,3%), el 23,3%
incluia de 3 a 5 ensayos y el 13,3% un numero mayor, que oscilaba entre 6 y 27

ensayos.

5.1.2.- Concentracion Inhibitoria 50 (Clso) como parametro experimental de

resistencia de Trypanosoma cruzi al farmaco Benznidazol.

De los datos seleccionados, se obtuvo que mayoritariamente los ensayos pertenecen
a cepas/aislados de T. cruzi fueron procedentes de Brasil (39,2%), mientras que el
resto del porcentaje se dividio en ensayos realizados con cepas/aislados de
Colombia (22,9), Chile (16,3%), Venezuela (7,8%), México (5,2%), Argentina (4,6%)
y Bolivia (3,9%). Un punto importante a destacar, es que a pesar de disponer de 49
ensayos individuales realizados con cepas/aislados Tcll, el 83% fueron realizados

conlacepa.
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Por otra parte, a pesar de la importancia de los estadios tripomastigote y amastigote
en las infecciones humanas causadas por T. cruzi, existe una escasez de
investigaciones que utilicen estas formas parasitarias para evaluar la
susceptibilidad farmacolégica.

Como resultado, solo se identificaron 64 estudios que cumplieron los criterios de
inclusion para llevar a cabo un anadlisis detallado. Estos estudios abordaron
Unicamente tres de las seis UDTs de T. cruzi (Tcl, Tcll y TcVI).

Los valores de mediana resultantes de los 153 ensayos individuales de ICso (cada
ensayo en promedio se realiz6 por triplicado) se ubicaron en 7,86 uM [IQR=3,25 -
18,6] con un valor de rango intercuartil (del inglés IQR) de 15,35 uM. Dado que no
existe en la literatura cientifica un consenso sobre el tiempo de incubacion ideal para
realizar estudios de ICso sobre cepas de T. cruzi, ya que este puede variar
dependiendo de diversos factores, como por ejemplo la metodologia de registro del
ensayo utilizado (contaje) y la cepa utilizada, en este estudio sistematico decidimos
evaluar la variabilidad de la respuesta farmacolégica del BZN sobre los estadios de
tripomastigote y amastigote de T. cruzi a diversos tiempos de incubacion.

La Figura 11 muestra los valores medios de Clso y sus intervalos de confianza del
95% para cada ensayo de citotoxicidad. En lineas generales, fue posible evidenciar
que existe una tendencia general a que los valores de ICso disminuyan a medida que
aumenta el tiempo de incubacion. En términos de porcentaje, la mayoria de los
ensayos (58%) se evaluaron luego de 24 horas de incubacion con el BZN, seguido de
un 17% de resultados obtenidos después de 72 horas de incubacion con el fArmaco.
Curiosamente, se pudo observar que en un 19% de los ensayos consultados se
obtuvieron resultados de Clso con tiempo de incubacién mayores a 96 horas, aunque
es preciso indicar que en el 100% de estos ensayos, los investigadores a cargo
evaluaron la respuesta farmacoldgica sobre el estadio de amastigote. En términos
estadisticos, no se evidenci6 diferencia significativa entre los valores de mediana al
comparar los resultados de Clso de las mismas cepas/aislados obtenidos con 24 y
48hr de incubacion (Test U de Mann-Whitney, p = 0,02). Caso contrario se obtuvo al
comparar los valores de Clso de las mismas cepas/aislados con los tiempos de
incubacion de 24 y 72hr (Mann-Whitney, p < 0,0001). Por lo tanto, con la finalidad
de trabajar con datos mas robustos, a partir de este momento, solo seran utilizados

los registros de Clso con 24 y 48hr de incubacion con el farmaco BZN.
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Figura 11. Valores de Concentracién Inhibitoria 50 (Clso) y sus intervalos de confianza del 95%,
expresados como una media para cada tiempo de incubacion de los ensayos in-vitro.

Con el proposito de establecer un umbral experimental que permita caracterizar
una cepa/aislado de T. cruzi como susceptible o resistente al farmaco BZN, hemos
llevado a cabo un analisis minucioso de los valores de Clso, utilizando medidas de
tendencia central como criterio de seleccidn. La utilizacion de la moda estadistica
como parametro para evaluar el rango de actividad del fairmaco BZN sobre T. cruzi
se justifica debido a su capacidad para identificar la concentracién mas frecuente o
dominante que produce una respuesta farmacolégica especifica. Esta consideracion
adquiere especial relevancia al evaluar la respuesta predominante en diferentes
poblaciones de parasitos frente al farmaco.

En la Figura 12A se representa el patréon de distribucién de los valores de Clso,
expresados en rangos de concentracidn, obtenidos a partir del analisis sistematico
de 153 ensayos individuales. Los resultados revelan que el rango de concentracién
mas frecuente que induce una respuesta farmacoldgica se encuentra en el intervalo

de 0,1 a 10 pM, mostrando una distribucién unimodal. Sin embargo, al realizar un
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analisis detallado de los resultados segregados por las tres variantes genéticas de T.
cruzi, se observan tres respuestas farmacolégicas distintas al farmaco BZN (Figura
12B).

En las cepas correspondientes a la UDT I, se aprecia una tendencia bimodal, donde
el primer rango de concentraciones predominante se sitia entre 5y 10 uM, seguido
de un segundo valor modal que identifica rangos de concentraciones entre 15y 30
uM de BZN. Resultados similares se observan en las cepas pertenecientes a la UDT
I, con un rango de concentraciones mas frecuente entre 0,1 y 5 pM, seguido de otro
rango de actividad farmacoldgica dominante entre 10 y 15 puM de BZN. Por ultimo,
las cepas de la UDT VI muestran una distribuciéon unimodal similar a la descrita en

las poblaciones parasitarias de la Figura 12A.
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Figura 12. Distribuci6n de los valores de Concentracién Inhibitoria 50 (Clso), obtenidos a partir del
analisis sistematico de 153 ensayos de citotoxicidad in-vitro independientes de estadios
tripomastigote frente a Benznidazol. (A) Numero de registros totales obtenidos para cada rango de

concentraciones de Benznidazol (LM) obtenidos a partir de ensayos de citotoxicidad in-vitro
independientes; (B) Numero de registros totales obtenidos para cada rango de concentraciones de

Benznidazol (UM) comparando poblaciones parasitarias con diferentes UDTs.
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Basandonos en los resultados presentados y reconociendo que el valor de la moda
estadistica puede tener ciertas limitaciones al no proporcionar informaciéon sobre la
variabilidad o la distribucién completa de las respuestas farmacolégicas, y
considerando que los fenémenos de resistencia farmacolégica en T. cruzi
naturalmente no deberian ser tan frecuentes, hemos decidido calcular la mediana y
los rangos intercuartiles a partir de los rangos de concentraciones modales mas
dominantes. Esto nos permitird conocer la distribucién precisa de los valores de Clso
y establecer umbrales de concentracion a partir de los cuales definir cepas
susceptibles al farmaco BZN.

Al evaluar en detalle los valores de Clso ubicados en el rango de 0,1 a 30 uM se obtuvo
una mediana de 6,03 pM [IQR= 2,77 - 11,34] con una diferencia intercuartil de 8,57.
Ahora bien, para establecer un valor de concentracion mas robusto y menos
influenciado por valores atipicos, decidimos utilizar como umbral para definir
susceptibilidad al BZN, todos aquellos valores que estén por debajo de dos veces el
valor de la diferencia intercuartil, es decir, una concentraciéon de BZN < 17,14 uM.
Para establecer el umbral de concentraciones a partir del cual podemos caracterizar
una cepa o aislado de T. cruzi como resistente, consideramos la distribucion
completa de las poblaciones parasitarias evaluadas. Como se mencion6
previamente, el andlisis de las medidas de distribucién central para toda la
poblacién revel6 un valor de 7,86 uM [IQR= 3,25 - 18,6], con una diferencia
intercuartil de 15,35 pM. Siguiendo el mismo criterio mencionado anteriormente,
hemos decidido establecer un umbral de resistencia en un valor de concentracién

equivalente a dos veces el IQR, es decir, concentraciones de BZN = 30,70 puM.

5.1.3.- Revision sisteméaticade laresistencia farmacol6gica del Benznidazol
en los estadios de Trypanosoma cruzi relevantes para lainfeccion humana,
utilizando valores de Concentracion Inhibitoria 50 (Clso).

Utilizando los criterios establecidos previamente, se procedié a realizar una
clasificacion de las cepas/aislados de T. cruzi incluidos en los 153 ensayos
seleccionados para este analisis sistematico. La clasificacién se bas6 en la escala de
resistencia farmacolégica y se dividio en tres categorias: susceptibles al BZN (Clso <
17,14 uM), resistencia media al BZN (Clso entre 17,15 y 30,69 pM) y resistentes al

BZN (ClIso 2 30,70 uM). Los resultados obtenidos son mostrados en la Figura 13.
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Figura 13. Clasificaciéon de los valores de Concentracién Inhibitoria 50 (Clso) de tres UDTs de
Trypanosoma cruzi, basada en tres niveles de susceptibilidad farmacolégica. Los valores estan
reflejados como una frecuencia de aparicion respecto al total de ensayos independientes obtenidos
para cada UDT.

En lineas generales, se pudo evidenciar que las cepas/aislados pertenecientes a la
UDT I fueron significativamente menos susceptibles que las cepas Tcll y TcVI (Test
U de Mann-Whitney, p < 0,01 y p < 0,001, respectivamente). No se encontraron
diferencias significativas entre las medianas de los valores de Clso entre poblaciones
Tcll y TcVI. Sin embargo, es importante destacar que el analisis arrojé un amplio IQR
para los ensayos realizados con parasitos Tcll, a pesar que mas del 80% de los
ensayos fueron realizados con la misma cepa parasitaria. En efecto, los valores de
CIso notificada para la cepa Y oscil6 entre 1,1 uM y 282 puM.

En relacion a la resistencia farmacoldgica, en la Figura 14 se puede observar que, a
pesar de que aproximadamente el 40% de los ensayos realizados con cepas/aislados
de Tcl se encuentran dentro de los rangos de resistencia intermedia (Clso entre 17,5
- 30,69 puM) o resistencia neta (Clso = 30,70 pM), no se encontrd diferencia
estadisticamente significativa con las cepas que presentan algin nivel de resistencia
pertenecientes a la UDT II (Test U de Mann-Whitney, p = 0,079). Caso contrario se
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encontr6 al comparar los valores de Clso dentro de los rangos de resistencia
farmacolégica establecidos para las cepas/aislados Tcl y Tcll respecto a los TcVI, en
los cuales las diferencias estadisticas fueron altamente significativas (Test U de

Mann-Whitney, p = 0,002 y p = 0,001, respectivamente).
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Figura 14. Comparacién de los valores de Concentracién Inhibitoria 50 (Clso) para tres UDTs de
Trypanosoma cruzi. Los asteriscos (*), representan valores atipicos (outliers). La linea roja
representa la tendencia media de los datos. Las diferencias estadisticamente representativas se
obtuvieron mediante el Test U de Mann-Whitney (p < 0.05).

Finalmente, decidimos realizar un mapeo de la distribucion de la resistencia al BZN
en poblaciones de T. cruzi en el continente americano. Para ello, utilizamos los datos
de CIso recopilados de los 64 estudios seleccionados tras el analisis sistematico, los
cuales fueron clasificados en funcion de su nivel de susceptibilidad al BZN (Figura
15).

A pesar de la sesgada representacion de datos, debido al elevado niimero de estudios
procedentes de Brasil (39,2%), se pudo identificar un importante foco de resistencia
al BZN en la region suroeste del pais, que puede irradiar hasta el sur de Bolivia.

Adicionalmente, fue posible identificar una concentracién significativa de baja
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susceptibilidad al BZN en el noreste de Colombia y la region central de Venezuela.
Estos hallazgos sugieren la existencia de multiples areas geograficas donde la

resistencia al BZN puede ser prevalente.
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Figura 15. Heatmap con la distribucidn de los valores de susceptibilidad farmacolégica frente a
Benznidazol de las formas tripomastigote de Trypanosoma cruzi, obtenidas a partir del meta-analisis
de 153 ensayos de citotoxicidad in-vitro independientes.
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CAPITULO 2

5.2. Identificar cargas parasitarias y las unidades discretas de tipificacion
en las poblaciones naturales de Trypanosoma cruzi y de aislamientos
parasitarios mediante hemocultivo, asociados a pacientes enrolados en
ensayos clinicos con farmacos tripanocidas o detectados en brotes orales

gue fueron refractarios a los tratamientos suministrados

Este capitulo se enfoca en la caracterizacion de carga parasitaria y de las Unidades
Discretas de Tipificacion (UDTs) de las poblaciones parasitarias naturales halladas

en tres cohortes de pacientes con infeccion por T. cruzi (Tablas 1,2 y 3)

5.2.1. Construccién y Validacién de estandares de ADN satélite sintético
para la generacion de curvas de qPCR independientes de la UDT de las

muestras cuantificadas.

La importancia de la cuantificaciéon de la carga parasitaria mediante qPCR en el
tratamiento de la ECh ha sido ampliamente estudiada (Molina y col., 2014; Torrico
y col,, 2018; Munoz-Calderén y col.,, 2019; Alvarez y col,, 2020). Sin embargo, los
efectos de la variabilidad genética de las poblaciones de T. cruzi al momento de
establecer comparaciones de efectividad a nivel regional presentan un gran desafio.
Para superar esta limitacion, se realizé una colaboracién con el Laboratorio de
Virologia y Parasitologia Molecular, Instituto Oswaldo Cruz, Fundaciéon Oswaldo
Cruz (Rio de Janeiro, Brasil) para desarrollar y estandarizar una curva estandar de
ADN sintético. Este enfoque busca mitigar sesgos en la comparacion de cargas
parasitarias entre muestras clinicas que se producen al cuantificar muestras
bioldgicas o clinicas infectadas utilizando como curvas estdndares DNA obtenido de
cepas con distinto dosaje génico para el blanco molecular que las que infectan a
dichas muestras. Esto permitiria cuantificar carga parasitaria independientemente
de la cepa de T. cruzi que afecte al paciente, expresando la carga como el numero de

copias de ADN satélite (ADNsat) por microlitro (nuL) de muestra.
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5.2.2. Construccion de la secuencia sintética de ADN satélite de
Trypanosoma cruzi

Dado que la mayoria de los procedimientos estandarizados de PCR en tiempo real y
los kits comerciales de PCR para monitoreo de tratamiento de pacientes con
infeccion por T. cruzi emplean como blanco molecular la secuencia repetitiva
nuclear de ADN satélite, se decidi6 generar un fragmento de ADN sintético
correspondiente a una unidad repetitiva de ADN satélite. Para la elaboracién de este
ADN sintético, se procedio6 al alineamiento de las repeticiones de ADNsat de cepas y
clones representativos de las UDTs I al VI que se encontraron en el GenBank,
mostrando un porcentaje de conservaciéon cercano al 95%. Adicionalmente, el
alineamiento de nucle6tidos (Figura 16) presentd una proporcién muy baja de
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) dentro de las regiones reconocidas por
los oligonucledtidos mas usados en el diagnéstico molecular de T. cruzi (Cruzi 1,
Cruzi 2 y la sonda TagMan Cruzi 3) (Piron y col., 2007). Finalmente, se eligi6 una
secuencia consenso que representara el ADNsat de T. cruzi con la mayoria de SNPs

posibles entre UDTs.
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Figura 16. Alineamiento de las repeticiones de ADN satélite de diferentes cepas de Trypanosoma
cruzi que cubren las seis unidades de tipificacion discretas. Los recuadros grises corresponden a las
regiones en las que se situan los oligonucledtidos y la sonda TagMan utilizadas en el diagndstico
molecular de la Enfermedad de Chagas.
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5.2.3. Parametros analiticos de la qPCR basada en ADNsat utilizando ADN

sintético en la construccion de la curva estandar de cuantificacion.

Para estimar la sensibilidad analitica, la linealidad y el rango dindmico de la qPCR
utilizando el ADNsat sintético como estandar de cuantificacion, se probaron seis
diluciones seriadas del oligonucleétido en tres ensayos independientes, con
duplicados técnicos por ensayo. El ensayo qPCR mostré una buena linealidad (R? =
0,99) con un rango dinamico de deteccién de 1 a 105 copias/uL (Figura 16). La
pendiente fue de -3,23, equivalente a una eficacia de la qPCR del 104%. Segun las

curvas estandar, el limite de deteccion de la qPCR se determiné en 1 copia/pL.
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Figura 16. Curva de cuantificacion de la qPCR en tiempo real del ADN satélite. La curva estandar se
generd trazando los valores de ciclo umbral medios, obtenidos mediante PCR cuantitativa en tiempo
real frente a diluciones seriadas 10 veces del ADN satélite sintético de Trypanosoma cruzi expresado
en numero de copias/pL.

5.2.4. Niumeros de copias de la secuencia de ADN satélite en diferentes
cepas de Trypanosoma cruzi

Partiendo de ADNg de las cepas de T. cruzi Dm28c (Tcl), Y (Tcll), INPA 3663 (TclII),
INPA 4167 (TclV), Bug 2149 (TcV) y CL-Brener (TcVI), se estimd el numero relativo
de copias de ADNsat mediante qPCR. Para ello se utilizé la curva estandar de ADNsat

sintético y ADNg de la cepa DM28c (Tcl) como genoma de referencia.
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Adicionalmente, la cuantificacién de copias estimada mediante la curva de
calibracién con el ADNsat sintético, se comparé con los valores de dosificaciéon
relativa de ADNsat disponible en Vargas et al (2004) y Souza y col. (2011) (Figura
17). Ambas estrategias revelaron diferencias similares entre las cepas de T. cruzi
utilizadas como representativas de las diferentes UDTs, excepto para las cepas Tclll
y TcVI (Figura 17). Las cepas Tcll (Y), TclV (INPA 4167) y TcV (Bug 2149)
presentaron un ndmero de repeticiones de ADNsat por genoma entre cuatro y ocho
veces mayor al de Tcl. Las cepas pertenecientes a Tclll (INPA 3663) y TcVI (CL-
Brener) presentaron entre 30 y 50 veces mas abundancia en nimero de genes de

ADNsat que el clon Dm28c (Figura 17).

*%k%

120 *k%

110 T
I Copias/genoma (Reportadas)

100 Copias/genoma

[ (ADNsat sintético)
90
80
70

60

50

40

(Relativas a una cepa Tcl)

30

Numero de copias de ADNsat/genoma

20

10
0 L) = l = 1

Tcl Tell Telll Telv TeV TeVi
Unidades discretas de tipificacion - Trypanosoma cruzi

Figura 17. Numero relativo de copias de ADN satélite (ADNsat) por genoma, en cepas de
Trypanosoma cruzi representativas de diferentes unidades discretas de tipificacién (UDT). Barras
negras: Dosaje relativo del gen ADNsat obtenido a partir de datos publicados (Vargas y col., 2004;
Souza y col, 2011) Barras grises: Dosaje relativo del gen ADNsat estimado mediante PCR
cuantitativa en tiempo real frente a una curva estdndar basada en el oligonucleétido sintético. UDT I
(Dm28c); UDT II (Y); UDT III (INPA 3663); UDT IV (INPA 4167); UDT V (Bug 2149); UDT VI (CL-
Brener). (*#*): P < 0,001, analisis de varianza de una via.
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5.2.5. Comparacién de las cargas parasitarias en muestras clinicas
utilizando como referencia, curvas estandar expresadas en Equivalentes
parasitarios/mL y copias de ADNsatélite/pL

Este estudio comparativo de cuantificacién de carga parasitaria en muestras clinicas
se realiz6 con dos cohortes de pacientes con ECh.

El grupo 1 (G1) consistié en 186 muestras de 38 pacientes venezolanos con EChO
de los brotes de Chacao (afio 2007) (Tabla 2) y Chichiriviche de la Costa (2009)
(Tabla 3). Estas muestras fueron colectadas al momento del diagnostico (Pre-TTO)
y luego del tratamiento, cubriendo alguno de ellos hasta 9 afios de seguimiento Post-
TTO. La tipificacion de las poblaciones parasitarias infectantes de esta cohorte de
pacientes result6 en un 100% Tcl (Mufioz-Calder6n y col., 2013). El grupo 2 (G2), lo
componen 19 muestras de sangre de pacientes brasileros con ECh en fase cronica
(Tabla 6), cuyas poblaciones parasitarias fueron tipificadas como Tcll y TcVI

(Rodrigues-dos-Santos y col., 2018).

Tabla 6. Caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes brasileros pertenecientes el grupo 2 (G2)
incluidos en Mufioz-Calderén y col. 2021.

Coédigo Muestra Serologia anti-T. cruzi UDT Ubicacion Geografica

(Estado)
2 Positivo I1 CE
3 Positivo I1 PE
4 Positivo I1 MG
7 Positivo [1/V/VI R]
8 Positivo [/v/Vl AL
12 Positivo I1/VI PE
13 Positivo I1/VI AL
14 Positivo [1+VI R]
15 Positivo [1+VI AL
16 Positivo [1+VI CE
17 Positivo [1+VI CE
18 Positivo [1+VI BA
19 Positivo \'% BA
20 Positivo \% BA

Con el fin de comparar los valores de carga parasitaria utilizando curvas estandar
expresadas en Eq.Par./mL con la curva estandar generada a partir del ADNsat

sintético, las muestras pertenecientes al G1 fueron cuantificadas con una curva
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estandar producida a partir de ADNg extraido de sangre contaminada con una
concentracion conocida de parasitos de la cepa SylvioX10/1 (Tcl). La cuantificacién
del G2 se realiz6 utilizando una curva estandar producida con ADNg extraido de
sangre contaminada con una concentraciéon conocida de parasitos de la cepa Y (TcII).
Los resultados obtenidos del analisis comparativo son mostrados en la Figura 18.
Los resultados obtenidos del andlisis de correlacion de Pearson entre ambas
mediciones, mostraron valores de R2 = 0,995 para los pacientes del G1 y de R% =
0,884 para la comparacion de técnicas en el G2 (Figura 18, A and B,

respectivamente).
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Figura 18. Andlisis de correlacién de Pearson comparando los valores de cargas de Trypanosoma
cruzi en muestras clinicas, utilizando curvas estdndar basadas en sangre enriquecida con parasitos o
ADN sintético. A) Analisis de correlacién para el grupo de pacientes de los brotes de Enfermedad de
Chagas oral (G1). B) Andlisis de correlacion para pacientes con Enfermedad de Chagas en fase crénica
(G2). El drea sombreada en gris corresponde al IC del 95% segtn la prueba estadistica. *P= 0.05;
Eq.Par./mL = equivalentes de parasitos/mL; ADNsat = ADN satélite.

Adicionalmente, se realizaron analisis comparativos de la cuantificacion de carga
mediante graficos de caja y dispersion de puntos (Figura 19). Los resultados
mostraron diferencias en los valores de cuantificacién cercanos a la significancia
estadistica en el G1. Esta diferencia se vio reflejada como una subestimacién de los
valores de cuantificaciéon en las muestras del G1 al utilizar como referencia las
curvas estandar con el ADNsat sintético, sobre todo en aquellas muestras con baja
carga parasitaria. Sin embargo, los datos obtenidos al comparar las dos
metodologias de cuantificacién en el G2, no mostraron diferencias estadisticas,

correlacionandose casi en un 100% las cuantificaciones de carga parasitaria.
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Figura 19. Graficos de caja comparativos entre los dos enfoques de cuantificacién de carga
parasitaria. Los datos se normalizaron calculando el algoritmo de z score.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo, se pudo evidenciar que la
estrategia de cuantificacién de carga parasitaria basada en copias de ADNsat
utilizando una curva de ADN sintético, permitié la comparacién directa de las cargas
parasitarias entre pacientes de diversas regiones geograficas infectados con
diferentes genotipos de T. cruzi, con un alto grado de equivalencia al compararla con
la cuantificacién de carga basada en curvas de equivalentes parasitarios. Esto es
verdaderamente beneficioso para realizar futuros meta-analisis entre resultados

obtenidos de distintos ensayos clinicos.

5.2.6. Monitoreo por PCR en tiempo real de la respuesta parasitolégica a
BZN en pacientes con enfermedad de Chagas

Como ya fue mencionado con anterioridad, todas las muestras incluidas en esta tesis
corresponden a una serie de conveniencia compuesta por cohortes de pacientes con
ECh con escasa respuesta al tratamiento etiolégico y cuyas muestras fueron
colectadas entre los afios 1999 y 2017. Por tal motivo, al trabajar con muestras de
archivo, decidimos corroborar la integridad del material genético mediante el
marcador molecular del genoma humano ARNAsa P, asi como, los valores de carga
parasitaria (expresados en copias de ADNsat/pL) para los tres grupos de pacientes.
Los resultados mostraron un porcentaje de positividad de la qPCR (entre el 75-88%)

en las muestras Pre-TTO para ambos brotes de EChO, respecto a las diferentes
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visitas Post-TTO (95-100% de positividad); mientras que no se encontraron
diferencias significativas entre el porcentaje de muestras positivas en las diferentes
visitas de seguimiento (Tabla 7, p> 0,05). Al evaluar estos porcentajes de
positividad de la gPCR en pacientes crénicos cuyas muestras de archivo se remontan
hasta 1999, se pudo evidenciar al menos un 70% de pérdida en la positividad para
T. cruzi en muestras Pre-TTO y entre el 60-70% de disminucién en la carga de las
muestras Post-TTO (Tabla 7).

Para todas las cohortes de pacientes evaluados, se evidencié que el 100% (N= 45
pacientes) tuvieron resultados intermitentes entre qPCRs positivas y no detectables
a lo largo de todo el seguimiento clinico-parasitolégico. A pesar de esto, la
positividad en la qPCR en muestras entre los 9-10 afios posteriores al tratamiento
en 21 pacientes que recibieron BZN, demuestra la sensibilidad de esta herramienta
diagndstica y aporta indicios sobre una posible falla terapéutica. A lo largo del
seguimiento Post-TTO de los pacientes con EChO, la mediana de la carga parasitaria
se ubic6 en un valor de -0,18 [IQR = -0,79 - 0,66] logio copias ADNsat/uL, lo que
resulta en muestras positivas para el marcador de ADNsat, pero que se encuentran
por debajo del limite de cuantificacion de la técnica. Sin embargo, a los 9 afios Post-
TTO, salvo 4 pacientes que presentaron cargas parasitarias en el orden de 1,99 [IQR
= 1,104 - 2,889] logio copias ADNsat/puL, en general se pudieron observar valores
de cuantificaciéon de carga cercanos al limite de deteccion de 1 copia de ADNsat/pL

(0,94 [IQR = 0,405 - 1,138] logio copias ADNsat/pL).
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Tabla 7. Analisis de la integridad del material genético y carga parasitaria de las muestras de archivo utilizadas en este trabajo, durante el

periodo de tamizaje y seguimiento Post-Tratamiento.

Cohorte de
Pacientes Parametros Pre-TTO Post-TTO
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4
= N total 17 17 17 10 13
2 ”% Positivos ARNAsa P 17 17 17 10 13
JL?; § ‘2 Positivos T. cruzi 15 (88%) 16 (95%) 17 (100%) 10 (100%) 12 (95%)
2 i_g © Cuantificables 9 (53%) 9 (53%) 14 (83%) 6 (60%) 6 (46%)
5 Mediana [IQR] LOg copias ADNsat/4L 0,028 [-2,49 - 1 ,45] 0,33 [-2,72 - 3,70] 0,66 [-1,10 - 2,01] 0,56 [-2,09 - 1,17] -0,54 [-2,64 - 1,00]
N total 8 6 8 5
g o Positivos ARNAsa P 8 6 8 5
E = Positivos 6 (75%) 5 (95%) 8 (100%) 5 (100%)
s° Cuantificables 4 (67%) 3 (60%) 5 (63%) 3 (60%)
Mediana [IQR] LOg copias ADNsat/ul. -0,52 [-1,69 - 0,82] -0,79 [-1,58 - -0,14] -0,34 [-1,09 - 0,62] -0,02 [-0,95 - 0,34]
< N total 55 48 18 10
E Positivos ARNAsa P 27 28 15 10
g Positivos 12 (45%) 18 (64%) 3 (20%) 3 (30%)
Z:I) Cuantificables 4 (33%) 6 (33%) 1 (33%) 0
- Mediana [IQR] LOg copias ADNsat/uL. -0,53 [-1,59 - 0,48] 0,80 [-1,99 - -0,37] -0,86 [-3,06 - 1,31] -2,08 [-2,41 - -1,72]
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Con el objetivo de tipificar las poblaciones naturales detectables en muestras de las
cohortes de pacientes estudiadas en esta tesis, de las 130 muestras PCR positivas
pertenecientes a las tres cohortes de pacientes, se seleccionaron aquellas con mayor
carga parasitaria (> 5 Eq.Par./mL). Las UDTs fueron identificadas en un total de 54
muestras (Tabla 8), 10 pacientes presentaron poblaciones parasitarias
pertenecientes al linaje TcVI, mientras que 25 estuvieron infectados por el linaje TcI.
A pesar que los brotes de EChO ocurrieron en localidades de Venezuela con
condiciones epidemioldgicas diferentes, no se encontraron diferencias en la
distribucion de UDTs entre las muestras de brotes de Chacao y Chichiriviche de la
Costa. Curiosamente, fue posible tipificar en dos de los pacientes de la cohorte del
ECA-TRAENA poblaciones parasitarias Tcl a pesar que en el sur del continente la
distribucion de este linaje es significativamente inferior a la de los linajes TcV y TcVI.

Las UDTs Tclll y TcIV no fueron detectadas.

Tabla 8. Genotipificacion de las muestras con mayor carga parasitaria obtenidas durante el
seguimiento clinico-parasitolégico de las tres cohortes de pacientes con Enfermedad de Chagas

evaluadas en este trabajo.

Unidad discreta de Numero de
Cohorte g .
tipificaciéon (UDT) pacientes
Brote de EChO: Tel 10
Chacao
B : e
rote de EChO: Chichiriviche Td 13
de la Costa
Tcl 2
ECA-TRAENA
TcVI 10
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CAPITULO 3.

Comparacién de la composicion genética intra-UDT de poblaciones
naturales de Trypanosoma cruzi detectables en sangre periférica o de
aislamientos obtenidos por hemocultivo en cohortes de pacientes antes
del tratamiento, durante el mismo y luego de su falla terapéutica, mediante
la caracterizacion de firmas moleculares de minicirculos (ADNk-PCR
RFLP).

En base al interés en explorar las distancias genéticas entre las poblaciones
naturales de T. cruzi pertenecientes o no a un mismo UDT que pueden coexistir en
circulacion sanguinea en un mismo paciente a lo largo del seguimiento
parasitoldgico, se procedi6 al andlisis de los perfiles de PCR-RFLP de ADNk (firmas
de minicirculos) de cada paciente en sus muestras Pre y Post-Tratamiento.

A fin de minimizar los errores inherentes a este método, todas las muestras GEB de
un mismo paciente fueron analizadas en el mismo gel. Los perfiles de variabilidad
en los coeficientes de Jaccard entre los perfiles de PCR-RFLP de ADNk de las
muestras Pre-TTO y los respectivos puntos de seguimiento de cada paciente son
mostrados en la Figura 20.

En lineas generales, todos los pacientes enrolados en este trabajo presentaron un
rango amplio de distancias genéticas entre sus muestras Pre y Post-TTO, superior a
0,5 en algin punto del seguimiento. La unica diferencia estadisticamente
significativa encontrada (P = 0,001) al analizar las firmas de minicirculos entre las
cohortes de pacientes, ocurrié en la evaluacion de efectividad del tratamiento entre
2 a 6 meses posteriores a la administraciéon del BZN (Figura 20A). En este periodo
de tiempo (cercano a la culminacién del tratamiento con BZN por 60 dias), las
poblaciones parasitarias presentes en los brotes de EChO presentaron una mayor
diversidad genética (C] = 0,721 [IQR= 0,651 - 0,762]) respecto a las poblaciones de
T. cruzi presentes en los pacientes en fase crdnica reclutados en el ECA-TRAENA (C]
= 0,455 [IQR=0,423 - 0,577]). Dado que los pacientes reclutados en el ECA-TRAENA
presentaban dos condicionantes de tratamiento, en la Figura 20B se procedi6 a

desglosar las tendencias previamente descritas. Los resultados mostraron

91



diferencias significativas entre el grupo de pacientes con EChO y los grupos Tratados

y Placebo del ECA-TRAENA (P =0,021 y 0,012; respectivamente).
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Figura 20. Perfiles de variabilidad en los Coeficientes de Jaccard entre las firmas de minicirculos de
las muestras Pre-TTO y los respectivos puntos de seguimiento posteriores al tratamiento para cada
cohorte de pacientes evaluados. (A) Comparacion de los valores del Coeficiente de Jaccard entre las
dos micro-epidemias de EChO ocurridas en Venezuela y Pacientes seleccionados del ensayo clinico
TRAENA; (B) Detalle de los valores del Coeficiente de Jaccard obtenidos entre 2 a 6 meses Post-TTO;
(C) Detalle de los valores del Coeficiente de Jaccard obtenidos entre 8 a 10 afios Post-TTO
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En el punto final de seguimiento para este trabajo (8-10 afios Post-TTO), se puede
observar una ligera tendencia a la significancia estadistica (P = 0,058) en los perfiles
de CJ entre las cohortes de pacientes. Por lo tanto, igual que el caso anteriormente
descrito se procedi6 a desglosar el perfil de los valores del C] entre las cohortes de
pacientes (Figura 20C). Los resultados obtenidos al observar en detalle las firmas
de minicirculos, evidencian nuevamente una diferencia significativa a la baja de los
valores del C] entre los dos brotes de EChO y los pacientes cronicos enrolados en el
ECA-TRAENA (P = 0,057 y 0,029; respectivamente).

Por otra parte, el andlisis de diversidad de ambos grupos de pacientes (Tratados y
Placebo) de la cohorte del ECA-TRAENA, no mostr6 diferencias significativas al
comparar las distancias entre las muestras colectadas a lo largo del seguimiento

respecto al Pre-TTO (p>0,05).

Paciente 1 Paciente 2
(Linaje Tcl)  (Linaje Tcl)  Paciente 3
Brote EChO Brote EChO  (Linaje Tcl)
Chacao Chichiriviche ECA - TRAENA  Cepas de
referencia  Marker

Marker ' Tratamiento = Tratamiento  Tratamiento
(bP) "Pre  Post' "Pre  Post ' Pre ' (bp)

1200
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Figura 21. Ejemplificacion del analisis comparativo del perfil de bandas de minicirculos, obtenidos
mediante la metodologia de Polimorfismos de Fragmentos de Restriccién (RFLP) a partir de PCR-
ADNK, entre las poblaciones de parasitos de las diferentes cohortes de pacientes.
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En el caso de los grupos de pacientes con EChO, el hecho de contar con un mayor
niimero de muestras que van desde los 3 meses hasta 8-9 afios Post-TTO, permitié
hacer un andlisis mas exhaustivo de los cambios en los perfiles de PCR-RFLP ADNk
de las muestras de cada paciente (Figura 21). Se obtuvieron firmas de minicirculos
de 25 muestras, que mostraron una media de 14 bandas de digestién, con un tamafio
entre ~30y 330 pb (Figura 21).

El primer punto que quisimos validar con estos perfiles de CJ es el proceso de
seleccidn clonal que presenta T. cruzi. Para ello se evaluaron en paralelo las firmas
de minicirculos de cepas de T. cruzi Pre y Post-TTO mantenidas en cultivo axénico y
que fueron aisladas de pacientes con EChO versus las firmas de minicirculos
obtenidas de muestras clinicas de estos mismos pacientes antes y después del
tratamiento. Los resultados mostrados en la Figura 22, reflejan una diferencia
estadisticamente significativa entre los valores de CJ obtenidos entre los perfiles de
los aislados Pre-Tratamiento con las muestras clinicas (valor P de Mann-Whitney =
0,001), donde la mayor heterogeneidad y, por ende, mayor diversidad parasitaria es
posible encontrarla en éstas ultimas. Al analizar los perfiles entre aislados en cultivo
axénico y las muestras clinicas Post-TTO, se evidencian valores de mediana muy
similares entre ambas poblaciones de parasitos (0,673 [IQR= 0,631 - 0,756] y 0,700
[IQR= 0,529 - 0,877], respectivamente). Sin embargo, se puede evidenciar
claramente que las poblaciones parasitarias presentes en las muestras clinicas Post-
TTO presentan un mayor rango de heterogeneidad respecto a los aislados en
cultivos axénicos. Adicionalmente, se encontré diferencia estadistica cuando se
compararon las firmas de minicirculos de los aislados en cultivos axénicos Pre y

Post-TTO (valor P de Mann-Whitney = 0,002).
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Figura 22. Comparacién poblacional de las firmas de minicirculos entre cepas de Trypanosoma cruzi
mantenidas en cultivo axénico y las obtenidas de muestras clinicas, tanto antes como después del
tratamiento.

Una vez que confirmamos la presencia de una mayor heterogeneidad poblacional en
las muestras clinicas, procedimos a la evaluacion de 59 perfiles de firmas de
minicirculos (33 y 26 perfiles para los brotes de EChO de Chacao y Chichiriviche,
respectivamente). La primera evidencia obtenida de los andlisis de bandas fue que
ninguno de los perfiles analizados present6 un 100% de homologia con su
correspondiente firma de minicirculos Pre-TTO, revelando heterogeneidad entre las
poblaciones parasitarias detectables en sangre periférica en el momento del
diagndstico y las diferentes visitas de seguimiento. Las firmas de minicirculos
presentes en las muestras Post-TTO mostraron solamente un 40% de similitud con
las muestras Pre-TTO en términos poblacionales, lo que refleja una alta
heterogeneidad genética de las poblaciones de parasitos. Curiosamente, un
porcentaje similar de homologia (46%) se obtuvo al comparar las firmas de

minicirculos entre las muestras Post-TTO.
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Al analizar los perfiles de las firmas de minicirculos intra-Tcl en los dos brotes de
EChO (Figura 23), se puede observar que los valores del C] se mantienen estables a
lo largo del seguimiento parasitario, sin diferencias significativas entre las visitas
Post-Tratamiento de 1-3 afios (mediana del C] = 0,68), 4-6 afios (mediana del C] =
0,69) y 8-10 afios (mediana del C] = 0,68). La nica ocasion en la que se detecté una
diferencia estadistica préxima a la significancia fue entre los 8-10 afios Post-
Tratamiento, con una mediana del CJ de 0,66 [IQR= 0,63-0,69] y 0,81 [IQR= 0,70-
0,85] para los brotes de EChO de Chacao y Chichiriviche, respectivamente (prueba
U de Mann-Whitney p=0,057).
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Figura 23. Perfiles de variabilidad a lo largo del seguimiento Post-TTO de los Coeficientes de
Jaccard intra-UDT I obtenidos en pacientes con Enfermedad de Chagas Oral.
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CAPITULO 4

Caracterizacion molecular de las enzimas de Trypanosoma cruzi TcCNTR-1,
TcOYE, TcAKR y TcABCG-1 relacionadas con el procesamiento de

farmacos nitro-heterociclicos

Los principales procesos relacionados con la resistencia a medicamentos, ya sea de
forma natural o adquirida, abarcan la inactivacién del fairmaco, la alteracion del
objetivo del mismo, crear impedimentos para su correcta absorcion y la expulsion
activa del medicamento (Reygaert, 2018). Para obtener informaciéon sobre los
mecanismos que llevan a la resistencia contra los farmacos nitro-heterociclicos, se
investigaron clones resistentes de T. cruzi obtenidos mediante seleccion de
farmacos in-vitro (Wilkinson y col., 2008; Mejia-Jaramillo y col., 2012; Campos y col.,
2014; Campos y col,, 2017), identificando el gen que codifica la enzima TcNTR-1
como la responsable principal de activar los farmacos (Wilkinson y col., 2008) y, por
tanto, un jugador importante en la resistencia adquirida a BZN y NFX. Estudios
posteriores han revelado el papel de otras enzimas de la familia nitroreductasas
involucradas en el procesamiento farmacologico y de detoxificacion de BZN y NFX
(TcOYE y TcAKR, respectivamente) (Andrade y col., 2008; Diaz-Viraqué y col., 2018;
Diaz-Viraqué y col, 2023) Adicionalmente, se ha informado que el gen del
transportador TcABCG-1 (posiblemente involucrado en la translocacion de los
farmacos), se encuentra sobreexpresado en cepas de T. cruzi consideradas
naturalmente resistentes a BZN (Petravicius y col., 2019).

En todos estos estudios, se ha observado la acumulacién a nivel del genoma de
mutaciones en poblaciones parasitarias resistentes (Murta y col., 2006; Wilkinson y
col,, 2008; Franco y col., 2015). Sin embargo, hasta el momento no se ha encontrado
una correlacion directa entre los cambios de aminodcidos y el fenotipo de

resistencia a BZN (Franco y col., 2015).
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4.1. Andlisis sobre la secuencia nucleotidica de los genes Tcntr-1, Tcoye,
Tcakr y Tcabcg-1l, para establecer la existencia de Polimorfismos de
Nucleétido Unico (SNPs) diferenciales entre poblaciones de Trypanosoma
cruzi, en un contexto epidemioldgico y como posibles biomarcadores de

respuesta a farmacos nitro-heterociclicos

Luego de realizar el ensamblaje y alineamiento de las secuencias para cada uno de
los genes evaluados, se obtuvo una media de 1000pb para cada muestra,
exceptuando las secuencias para el gen Tcabcg-1 que promediaron 1998pb. Los
datos de secuenciacidon brutos para cada muestra se filtraron y alinearon con un
genoma de referencia de T. cruzi representativo de cepas susceptibles a BZN (Cepa
SylvioX10/1 /1 - TriTrypDB rel. 42, 2019-MAR-07), utilizando el algoritmo MAFFT.
La similitud de secuencia obtenida al comparar con el genoma de referencia fue de
alrededor del 96% (93% Tcntr-1, 98,5% Tc oye, 95,88% Tc akr'y 99% Tcabcg-1,
respectivamente).

A nivel de la secuencia genética, las sustituciones de nucleétidos se clasificaron
como transiciones (mutaciones entre el mismo tipo de bases - purina a purina o
pirimidina a pirimidina) o transversiones (mutaciones entre diferentes tipos de
bases - purina a pirimidina o pirimidina a purina). Las transversiones (Tv) tienen
una mayor probabilidad de alterar la secuencia de aminoacidos de las proteinas en
comparacioén con las transiciones (Ti), y las desviaciones locales en la relacion Ti/Tv
son indicativas de una seleccion evolutiva en los genes. Los resultados generales
mostraron un total de 1192 SNPs entre los 4 genes evaluados, con un niimero mayor
de transiciones (N= 729) respecto a las transversiones (N= 463) y una proporcion

de transicion a transversion (Ti/Tv) igual a 1,57 (Tabla 8).

Tabla 8. Nimero total de sustituciones de nucle6tidos halladas en el alineamiento
de los genes Tcntr-1, Tcoye, Tcakry Tcabcg-1

Tentr-1 Tcoye Tcakr Tcabcg-1 N Total
Transiciones 165 177 159 228 729
Transversiones 132 123 140 68 463
Ti/Tv 1,25 1,44 1,14 3,35 1,57
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Las mutaciones mas frecuentes fueron transversiones de T-G (65/1192), C—G
(65/1192), C—A (58/1192), y transiciones de G<A (396/1192) (Tabla 9). En
menos del 2% de las muestras secuenciadas y de los 4 genes evaluados, fue posible

observar evidencias de heterocigosidad.

Tabla 9. Mutaciones mas frecuentes encontradas para los genes de las enzimas
NAD(P)H dependientes y transportador ABCG bajo estudio.

Mutacién Tentr-1 Tcoye Tcakr Tcabcg-1 Total
c A-G 47 37 41 60 185
IS T-C 29 44 33 58 164
% C-T 28 55 39 47 169
= G-A 61 41 46 63 211
A-T 16 14 14 10 54
A-C 15 16 17 8 56
g T-A 15 13 19 8 55
12 T-G 20 17 20 8 65
qé C-A 15 16 19 8 58
E C-G 20 17 20 8 65
G-T 16 14 14 10 54
G-C 15 16 17 8 56

Los detalles de las sustituciones de nucle6tidos (mostrados como Ti/Tv) en las seis
variantes genéticas de T. cruzi se muestran en la Tabla 10. En general, los datos
muestran una proporciéon de alrededor de 1, por lo que al comparar las relaciones
Ti/Tv entre todos los UDTs, no se observaron diferencias significativas,
exceptuando a los resultados obtenidos en las secuencias del gen Tcabcg-1 para los
UDT Tcly el complejo TcllI-1V, que presento valores de transiciones mucho mayores
que el de transversiones (Ti/Tv=80/18y 83/16, respectivamente).

Por otra parte, se observo que la frecuencia de la mutacion GeA (transicion) era
mayor en las poblaciones Tcl y del complejo TcllI-IV, mientras que, en el caso de las
transversiones, las relaciones T=G y C—G resultaron ser las mas abundantes para

todos los UDTs evaluados.
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Tabla 10. Proporcidén de transicion a transversion (Ti/Tv) segun la unidad discreta

de tipificacion (UDT)

UDT Tentr-1 Tcoye Tcakr Tcabcg-1
Tcl 0,94 1,63 1,02 4,44
Tcll-V-VI 1,06 0,96 1,33 1,91
Tclll-IV 1,97 1,94 1,08 5,19

Finalmente, al evaluar la frecuencia de apariciéon de cada uno de estos SNPs sobre

las secuencias de los genes evaluados (Figura 24), no se pudo observar un patrén

especifico, por el contrario, los resultados demuestran que la aparicién de las

mutaciones puntuales parece tener un perfil aleatorio, ocurriendo en cualquier

posicién de la secuencia genética.
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Figura 24. Frecuencia de apariciéon de los Polimorfismos de Nucledtido Simple (SNPs) en las
secuencias de los genes de las enzimas NAD(P)H dependientes y transportador ABCG bajo estudio.
(A) Gen de Nitroreductasa 1 (Tcntr-1); (B) gen de la Prostaglandina F2a sintasa (Tcoye); (C) Gen de
la Aldoketoreductasa (Tcakr); (D) Gen para el transportador ABC (Tcabcg-1)
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4.2.- Polimorfismos de nucledtido unico (SNPs) como biomarcador de

resistencia farmacoldgica.

Teniendo en cuenta la diversidad mutacional encontrada en las secuencias
nucleotidicas de los 4 genes de T. cruzi evaluados, decidimos realizar analisis de
Tipificacion de Secuencias en Multiples Loci (del inglés MLST) con las secuencias de
los genes Tcntr-1, Tcoye, Tcakr y Tcabcg-1 de cepas/aislados de los cuales
contabamos con los valores de su respuesta farmacolégica frente al BZN (Tabla
suplementaria 1). La finalidad del analisis MLST fue evaluar si esta variabilidad
genética podria estar asociada a poblaciones parasitarias poco susceptibles al
tratamiento y, por ende, servir como biomarcadores de resistencia farmacolégica.
El andlisis MLST se aplic6 a 25 aislamientos de T. cruzi con diferentes UDTs y niveles
de susceptibilidad al firmaco BZN. La capacidad minima discriminatoria del analisis
fue de 2 genes, para lograr separar claramente poblaciones parasitarias segin su
UDT.

Adicionalmente, a partir de los datos obtenidos del analisis de MLST se
construyeron arboles de maxima verosimilitud (Figura 25). En general, el analisis
filogenético mostro6 la division de 4 clasters, tres de los cuales solamente agruparon
poblaciones parasitarias Tcl. El cuarto clister agrup6 poblaciones parasitarias Tcl],
V y VI, confirmando la presencia de mutaciones puntuales UDTs dependientes.
Adicionalmente, se pudo observar que el andlisis no fue capaz de asignar tres
cepas/aislados (PalV2, M5631 y CANIII) en ninguno de dichos cldsters.

En relaciéon con la aplicacion del analisis MLST como biomarcador de resistencia
farmacoloégica, se observd que este enfoque no ha logrado diferenciar de manera
significativa entre poblaciones susceptibles y resistentes a BZN. En consecuencia,
nos encontramos ante la restriccion de no poder asignar una clasificaciéon en
aquellas poblaciones parasitarias que presentan diversos SNPs en algunos de los
genes bajo estudio, sin contar previamente con informacidn acerca de su respuesta

farmacologica in-vitro.
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Figura 25. Relaciones filogenéticas de maxima verosimilitud de las cepas/aislados de Trypanosoma
cruzi a partir del analisis de datos de secuencias de multiples loci (MLSTest). Los valores en cada
nodo fueron calculados basados en bootstrap de 500 repeticiones. (S) Cepa/aislado caracterizado
como Susceptible al Benznidazol; (R) Cepa/aislado caracterizado como Resistente al Benznidazol;
(ND) Respuesta farmacoldgica No Determinada.

4.3.- Andlisis de la secuencia aminoacidica de las enzimas TcNTR-1,
TcOYE, TcAKR y el transportador TCABCG-1, para establecer la existencia
de polimorfismos diferenciales entre poblaciones de Trypanosoma cruzi y
su posible rol como biomarcadores de respuesta a farmacos nitro-

heterociclicos.

Las secuencias de aminodacidos de las enzimas TcNTR-1, TcOYE, TcAKR y del
transportador TcABCG-1, fueron obtenidas a partir de las secuencias de nucledtidos
(mostradas con anterioridad) mediante una traducciéon de aminoacidos in-silico,

utilizando el software UGENE V40.1.
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Un total de 240 secuencias aminoacidicas, distribuidas en 84 secuencias de la
enzima TcNTR-1, 79 secuencias de la enzima TcOYE, 47 secuencias de la enzima
TcAKR, y 30 secuencias del transportador TcABCG-1. Estas secuencias fueron
alineadas con un genoma de referencia de T. cruzi representativo de cepas
susceptibles a BZN (Cepa SylvioX10/1 /1 - TriTrypDB rel. 42, 2019-MAR-07),
utilizando el algoritmo MAFFT. y se procedié a calcular la frecuencia de ocurrencia

de mutaciones. (Figura 26).
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Figura 26. Grafico de densidad de polimorfismos para cada una de las proteinas de Trypanosoma
cruzi evaluadas, dentro de una ventana de 720 residuos aminoacidicos. El eje horizontal muestra la
longitud de la proteina (Residuos) y la ubicacién de los dominios cataliticos representativos de cada
familia de proteina; los diferentes colores representan la densidad de polimorfismos.

En lineas generales, es posible evidenciar una alta frecuencia de polimorfismos a lo
largo de las secuencias aminoacidicas de las enzimas nitroreductasas TcNTR-1 y
TcOYE, abarcando los extremos amino y carboxilo-terminal, asi también como sus
dominios cataliticos. Respecto a la frecuencia de polimorfismos encontrada para la

enzima nitro-reductasa TcAKR, se evidencia una proporcién mucho menor que en
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el caso de las enzimas TcNTR-1y TcOYE. Sin embargo, estas mutaciones en la enzima
TcAKR se distribuyen en zonas criticas para el funcionamiento de la enzima (region
central del dominio activo de la enzima y del extremo carboxi-terminal). Finalmente,
los resultados obtenidos para el transportador TcABCG-1 demuestran una baja
frecuencia de polimorfismos, revelando que la mayoria de los SNPs observados en
la secuencia nucleotidica estaban referidos a sustituciones sindnimas (Ks) (Figura
27). Adicionalmente, se puedo observar que los cambios de aminoacidos
encontrados a lo largo de la secuencia, son producto de polimorfismos UDT

dependientes (datos no mostrados).
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Figura 27. Numero total y tipo de polimorfismo caracterizados en las secuencias aminoacidicas de
las proteinas de Trypanosoma cruzi evaluadas.

Con la finalidad de determinar si los cambios aminoacidicos en las secuencias de
estas enzimas han sido parte de un proceso adaptativo (producto de alguna presion
de seleccion) o de mutaciones neutras que se fijaron en estas poblaciones
parasitarias con el pasar del tiempo, decidimos realizar una prueba de ajuste a

modelos de evolucion neutra (analisis Ka/Ks) (Figura 28).
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Tal como era de esperarse, la mayoria de los polimorfismos encontrados a lo largo
de las secuencias aminoacidicas correspondieron a mutaciones sinénimas que
generan un balance mutacional negativo. No obstante, en el caso de las tres enzimas
NAD(P)H-dependientes analizadas, se identific6 en un reducido conjunto de
poblaciones parasitarias secuencias con polimorfismos caracterizados por un
equilibrio positivo. Esta tendencia fue especialmente notable en el caso de la enzima
TcOYE.
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Figura 28. Proporcion del equilibrio mutacional (Ka/Ks) obtenido en las secuencias aminoacidicas
de las proteinas de Trypanosoma cruzi evaluadas.

Los resultados obtenidos en la caracterizacion del transportador TcABCG-1
mostraron un equilibro de casi el 50% entre polimorfismos neutros y negativos, por
lo tanto, dada la alta conservacién de secuencia que presenta este transportador, no
ha sido considerado en los analisis subsiguientes.

Al descomponer los resultados obtenidos de este anadlisis en tres complejos
geneticos de T. cruzi medianamente relacionados entre si (Tcl, Tcll/V/VIy Tclll/IV),
fue posible observar que la mayor proporciéon de secuencias que presentaron
seleccidn positiva pertenecian al UDT I (85 secuencias), seguidas por secuencias de
poblaciones del complejo Tcll/V/VI (12 secuencias) y tan solo una sola secuencia
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perteneciente al complejo Tclll/IV (Figura 29). Adicionalmente a la proporcién en
el namero de secuencias, se observd que aquellas pertenecientes a UDT I
presentaron indices de Ka/Ks similares entre las secuencias aminoacidicas TcNTR-
1 y TcOYE con una mediana de 1,51 [IQR=1,29 - 1,63], respecto a los valores
obtenidos para el mismo UDT en la enzima TcAKR (1,13 [IQR=1,02 - 1,23]).
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Figura 29. Analisis comparativo de la distribucidn del equilibrio mutacional (Ka/Ks) obtenido en las
secuencias aminoacidicas de las proteinas de Trypanosoma cruzi, segin la UDT.

4.4.- Polimorfismos proteicos y su asociaciobn como biomarcadores de

resistencia farmacologica.

Tomando en cuenta que la aplicaciéon del analisis MLST como biomarcador de
resistencia farmacoldégica no logr6 diferenciar de manera significativa entre
poblaciones susceptibles y resistentes al BZN, decidimos enfocar el estudio a la
correlacién de los polimorfismos de aminoacidos encontrados en las secuencias de

las enzimas NAD(P)H-dependientes TcNTR-1, TcOYE y TcAKR, con la finalidad de
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poder establecer la existencia de un patrén de mutaciones que pudiesen estar
asociados a mecanismos de susceptibilidad al BZN.

Para este proposito, se eligieron 19 cepas de T. cruzi que abarcaran diversas UDTs,
de las cuales se disponia de la secuencia aminoacidica correspondiente a las enzimas
TcNTR-1, TcOYE y TcAKR y se les hubiese medido su respuesta farmacolégica al BZN
in-vitro (valor de ICso). Posteriormente, para cada enzima realizamos un analisis
multivariable de componentes principales (ACP), para evidenciar la posible
correlacion de los polimorfismos observables y la clasificacion de susceptibilidad

farmacologica (Figura 30).
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Figura 30. Grafico de Analisis de Componentes Principales (PCA). Cada una de las lineas azules se
corresponde con polimorfismos obtenidos para alguna de las tres enzimas NAD(P)H-dependientes.
Los globos de colores, representan los agrupamientos de muestras con un valor asignado de
susceptibilidad (puntos negros) o resistencia (puntos rojos), que presentan polimorfismos en comun.
Los ejes XY, representan el porcentaje de variabilidad explicada por las variables dentro del
componente principal.
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Los resultados derivados de este andlisis multivariado inicial no revelaron una
asociacién definida entre los polimorfismos de aminoacidos correspondiente a las
enzimas bajo estudio y la clasificacién de susceptibilidad al BZN. En términos
generales, mas del 50% de la varianza en los datos utilizados no pudo ser explicada
mediante correlaciones identificables. No obstante, en cada uno de los tres
escenarios, ciertos polimorfismos demostraron tendencia a formar patrones de
agrupacion con cepas de T. cruzi clasificadas como resistentes o susceptibles al BZN.
Por lo tanto, se decidié excluir del analisis aquellos polimorfismos que carecian de
asociaciones significativas, seleccionando unicamente aquellos que exhibian
agrupamientos con valores de susceptibilidad farmacolégica. Estos ultimos fueron

sometidos a un nuevo analisis multivariado (Figura 31).
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Figura 31. Grafico de Andlisis de Componentes Principales (PCA) depurado. Cada una de las lineas
azules se corresponde con polimorfismo obtenido para alguna de las tres enzimas NAD(P)H-
dependientes. Los globos de colores, representan los agrupamientos de muestras con un valor
asignado de susceptibilidad (puntos negros) o resistencia (puntos rojos), que presentan
polimorfismos en comun. Los ejes XY, representan el porcentaje de variabilidad explicada por las
variables dentro del componente principal.

Los resultados de este nuevo ACP, mostro asociacion entre poblaciones parasitarias
clasificadas como resistentes o susceptibles al BZN basado en sus valores de Clso in-
vitro y ciertos polimorfismos aminoacidicos. Se observa que la mayoria de los
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polimorfismos que muestran tendencia a asociarse con parasitos resistentes (con
valores de Clso > 30 uM) corresponden a codones de detencién de la traduccion
prematuros, independientemente de la secuencia proteica a la que pertenezca dicho
polimorfismo. Por otra parte, los polimorfismos que tienden a asociarse con
poblaciones de parasitos susceptibles a BZN consisten en mutaciones sinénimas o
deleciones, como se evidencia en el caso del aminoacido Serina en la secuencia de la
enzima TcNTR-1 (p.Ser75del). Los polimorfismos que se agruparon en la zona
violeta de la Figura 31, fueron considerados como atipicos y no se consideraron
para futuros analisis.

Finalmente, con los resultados de agrupamiento obtenidos se describié un perfil de
polimorfismos que pueden estar relacionados con mecanismos de susceptibilidad

farmacologica al BZN (Tabla 11).

Tabla 11. Perfil de polimorfismos de aminoacidos para explorar su potencial como biomarcador de
resistencia/susceptibilidad farmacolégica.

Proteina Mutaciones con mayor frecuencia
(cepas Susceptibles vs Resistentes)
p.Asp5*%, p.llel5Phefs*11, p.Trp18* p.Leu26Ser, p.Leu26%*
p.Ser24Asn, p.Leu72Pro, p.Leu72Ser, p.Leu72Tyr, p.Ser77del,
TcNTR-1
p.Ser77_Leu78insSer, p.Ser77_Leu78insSerSer, p.Ser76%,
p-Met85%, p.Pro232*, p.Trp239*, p.Met243*, p.Tyr284*
S— p.Leul3Try, p.Leul3*, p.Arg19Valfs*9, p.His106%,
C
p.Arg169Glyfs*85, p.Ala187Valfs*67, p.Cys238Alafs*16, p.Glu361*
p.Tyr51% p.Val75lle, p.Val75* p.Ser82* p.Thr121* p.lle137%
TcAKR p.Prol44* p.Vall60* p.Trp188* p.Asp195Tyr, p.Trp248*,
p.Arg268*
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4.5.- Evaluacion in-silico, caracterizacion estructural, estudios de Dinamica
Molecular y Docking de las variantes mutantes con mayor frecuencia de
cada una de las enzimas NAD(P)H-dependientes de Trypanosoma cruzi, a
fin de determinar posibles cambios en el sitio catalitico que expliquen
diferencias funcionales en la respuesta farmacoldgica frente al farmaco
Benznidazol.

Con el objetivo de determinar si los polimorfismos presentes en las secuencias
aminoacidicas, identificados en las poblaciones naturales de T. cruzi, inducen
cambios estructurales de relevancia en las enzimas de interés, se llevaron a cabo
predicciones estructurales a partir de sus conformaciones nativas, mediante el
algoritmo de Machine-Learnig AlphaFold.

Dado que solamente una de las tres enzimas NAD(P)H-dependientes ha sido
cristalizada, la estructura tridimensional de estas proteinas ain no se conoce en
profundidad. Por lo tanto, como primer paso, para las tres enzimas se realizaron
predicciones sobre la secuencia nativa del clon SylvioX10/1 (perteneciente al UDT I
y clasificado como susceptible a BZN). Esto se hizo con el propdsito de establecer un
patrén de comparacién para las predicciones de estructura de las poblaciones
naturales de T. cruzi obtenidas de muestras clinicas.

A fin de validar los resultados de la prediccion estructural, cada uno de los

resultados mostrados a continuacion consistira en:

i.  Unmodelo estructural de la enzima, acompanado por un grafico de cobertura
de secuencia, un grafico de IDDT (del inglés Local Distance Difference Test) y
un diagrama de Ramachandran.

ii. Un andlisis comparativo de estructuras entre el modelo de referencia
Susceptible a BZN, un modelo de referencia Resistente a BZN y 4 variantes
caracterizadas a partir de poblaciones naturales de T. cruzi presentes en
muestras clinicas.

iii.  Simulaciones de Dinamica Molecular (DM), con la finalidad de discernir el
comportamiento de los atomos presentes en las enzimas dentro de un
sistema biolégico simulado, siendo una forma eficaz de comprender la

relacion dinamica entre la estructura y la funcion.
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iv.  Finalmente, se mostraran comparaciones de la interaccién entre el cofactor
FMN y los modelos de referencia Susceptible y Resistente a BZN, y las 4
variantes caracterizadas a partir de poblaciones naturales de T. cruzi

presentes en muestras clinicas.

4.6.- Andlisis estructural in-silico y Dindmica Molecular de variantes de la
enzima Nitroreductasa de tipo 1 de Trypanosoma cruzi (TCNTR-1)

Los resultados comparativos para la prediccién de la estructura secundaria de
TcNTR-1 sugieren que es una proteina dividida en tres regiones distintas: los
residuos 1 a 14 se predicen que llevan un péptido sefial dirigido a la mitocondria,
los residuos 37 a 76 corresponden a una region intrinsecamente desordenada (RID),
y los residuos 78 en adelante se refieren al dominio catalitico (Figura 31).

En términos de estructura tridimensional, los modelos obtenidos muestran que
TcNTR-1 estd conformada por cinco laminas 3 paralelas y antiparalelas, y nueve a-
hélices. En los 5 modelos predichos, la regién a-hélice mas larga fue de 36 residuos
(Metl a Gly36). Por otra parte, la region catalitica de la enzima, se encuentra
ubicada entre las cinco laminas 8 y las cuatro a-hélices conformadas por los residuos
103-117, 133-144, 231-255 y 265-273 (Figura 31C).

En cuanto a la prediccién de su estructura 3D, el grado de similitud de la secuencia
de residuos de TcNTR-1 hacia el extremo N-terminal tanto en cobertura, como en
los graficos IDDT no son muy altos. Sin embargo, el sitio ortostérico correspondiente
a la familia Nitro-FMN-Reductasa esta muy bien conservado (Figura 31 Ay B). El
grafico resultante de IDDT muestra de forma mas exacta, la presencia de la region
desordenada entre los residuos 37 a 76 predicha en los analisis 2D. Esta region de
aminoacidos, se caracteriza por no tener homologia alguna con secuencias de
residuos caracterizados en las bases de datos de proteinas, por lo tanto, los
resultados de prediccidn son poco confiables (al menos en esa region). Por su parte,
la region C-terminal, obtuvo puntuaciones IDDT mas altas entre los 5 mejores
modelos predichos, lo que indica una homologia de secuencia considerable en el
modelado de la regidn.

Finalmente, las estructuras fueron validadas de forma global mediante graficos de

Ramachandran, el cual se utiliza como indicador de posibles errores en el modelo,
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revelando conformaciones estructurales estables basado en la busqueda de
contactos cercanos entre atomos.

Después de varios ciclos de minimizaciéon de energia, el 98.3% y el 98.6% de los
angulos diédricos ¢ y y del esqueleto de la proteina ocuparon las regiones
permitidas de los graficos de Ramachandran, mientras que aproximadamente el 1%
ocuparon las regiones no permitidas, es decir, aquellas regiones que implican
impedimento estérico entre el grupo metileno C-beta de la cadena lateral y los
atomos de la cadena principal. Sin embargo, este porcentaje de residuos no forman
parte de las regiones del sitio activo (Figura 31D). Estos porcentajes, junto con la
ausencia de choques y anomalias en las longitudes y dngulos de enlace, destacan la

precision de las proteinas modeladas.
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Figura31. Métricas de confianza para la prediccién de la estructura de TcNTR-1 en su conformacién
silvestre (Wild-Type). (A) Cobertura de secuencia de MSA, que representa el niimero de secuencias
alineadas en cada posicion. Las secuencias mas similares se presentan de color azul y estan mas cerca
de la parte superior. La linea negra representa el nimero de coincidencias con la consulta en un
residuo dado. (B) Puntuacién de la prueba de diferencia de distancia local (LDDT) predicha por
superposicion de los cinco modelos generados por AlphaFold2. La posicién de los aminoacidos se
representa en funcién del LDDT predicho. Los valores entre 70-90 indican una prediccién confiable
de la cadena principal de la proteina. Los valores de pLDDT superiores a 90 indican una precisién
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muy alta, equivalente a estructuras determinadas por experimentos. Los valores entre 50-70 indican
una precision mas baja, pero es probable que las predicciones de las estructuras secundarias
individuales sean correctas. (C) Modelado 3D de la estructura de TcNTR_1 (Wild-Type); (D) Grafico
de Ramachandran de la estructura predicha con mejor score.

La Figura 32 muestra el modelo de referencia susceptible y resistente a BZN de
TcNTR, alineado con las predicciones de 4 variantes enzimaticas caracterizadas en
poblaciones naturales de T. cruzi obtenidas de muestras clinicas. El alineamiento se
realizé con el programa UCSF Chimera utilizando la herramienta MatchMaker. Los
resultados obtenidos, muestran que el alineamiento de estructuras presenta un
98% de homologia en la region donde se encuentran ubicadas las cinco
conformaciones laminas  y las cuatro a-hélices que constituyen la zona catalitica
de la enzima, con un TM-score medio igual a 0,91 (rango: 0,90-0,95).

Desde el residuo Metl hasta la Ser76 fue posible observar que ninguna de las
estructuras modeladas presenta homologia con la predicciéon obtenida para la
conformacion susceptible a BZN, hecho causado muy probablemente por la
presencia de la region intrinsecamente desordenadas (RID) que se ubica desde el
residuo Arg37 hasta la Ser76, el cual le aporta a la estructura modelada plasticidad
conformacional en el extremo N-terminal. Sin embargo, en lineas generales, se
puede asumir que existe consenso estructural en gran parte de la estructura en la
estructura.

De manera notable, en la prediccién realizada sobre la secuencia TcNTR-1, derivada
de poblaciones naturales de T. cruzi presentes en la muestra de seguimiento del
paciente EChO_1601 transcurrido un afio del tratamiento etiolégico, se evidencia la
ausencia de modelado de las a-hélices caracteristicas en la regiéon que abarca desde
el residuo Met1 hasta el Arg8, pudiendo afectar el dominio estructural del péptido
sefial predicho en la region del N-terminal de la enzima. Al comparar la secuencia
aminoacidica de esta muestra de pacientes respecto a la secuencia de la cepa de

referencia susceptible, se puede observar el polimorfismo TcNTR-1_p.Lys2Arg.
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Figura 32. Superposicién de las predicciones de TcNTR-1 obtenidos a partir de poblaciones
parasitarias presentes en muestras clinicas. Las predicciones y modelados 3D se generaron mediante
el algoritmo AlphaFold2 y la estructura predicha de la conformacién Wild-Type del clon SylvioX10/1
(TcI) se utilizé6 como molde para la comparacion.

Para explorar el comportamiento estructural y funcional de las variables mutantes
encontradas en las poblaciones naturales de T. cruzi, se realizaron estudios de
simulaciones de dindmica molecular (DM). A partir de una simulacién de DM de
500ms, se analizaron los archivos de trayectoria para evaluar el impacto estructural
mediante la Fluctuacién Cuadratica Media por Residuo (del inglés RMSF), la
desviacién cuadratica media (del inglés RMSD), y movimiento general mediante
APC.

La Figura 33A presenta el grafico de RMSF de los atomos de Ca, que caracteriza el
comportamiento dinamico de los residuos y la flexibilidad de la enzima TcNTR-1. El
grafico muestra la estabilidad de los atomos de C-alfa y los residuos en la prediccion

de la estructura en la cepa susceptible a BZN (linea punteada negra), contrastando
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con la mayor flexibilidad observada en la estructura de la cepa resistente a BZN y las
variantes polimoérficas presentes en las poblaciones naturales de T. cruzi,
evidenciado por los picos elevados en miultiples posiciones alo largo de la secuencia.
Por su parte, el RMSD midi6 la convergencia de la proteina en el sistema dindmico
utilizando los 4&tomos del esqueleto de la estructura predicha. En la Figura 33B se
compard el grafico de RMSD de la estructura perteneciente a la cepa susceptible a
BZN, con las cinco variantes polimérficas descritas anteriormente. E1 RMSD de la
estructura “susceptible a BZN”, representada como una linea punteada negra,
muestra una trayectoria estable a lo largo del tiempo de medicién. Por el contrario,
las trayectorias de RMSD para las variantes polimoérficas de TcNTR-1, mostraron
una mayor desviacion respecto a la estructura parental (Cepa susceptible a BZN).
Las mayores desviaciones en la trayectoria de RMSD, se pudieron observar en las
muestras obtenidas de los pacientes EChO_2426_PostTTO y ECh0O_2429_PostTTO.

Por ultimo, se realizé un analisis de dinamica esencial o andlisis de componentes
principales (ACP), con la finalidad de obtener una vision mas amplia de las
propiedades dindmicas con respecto a los resultados de la simulaciéon de MD. El
analisis de comparacion se realizé mediante la proyeccion de los vectores para la
enzima de la cepa de referencia susceptible y resistente a BZN y las cuatro variantes
polimoérficas de las poblaciones naturales de T. cruzi (Figura 33 C, D y E). La
proyeccion de los vectores pertenecientes a la cepa susceptible y resistente a BZN,
asi como los obtenidos de las variantes polimérficas presentes en los pacientes
EChO_1601 y EChO_3469, mostraron perfiles similares, demostrando estabilidad
estructural sin importar la configuracién espacial en que se encuentre. Sin embargo,
se pudo observar un patrén diferente en las variantes polimorficas presentes en las
poblaciones de T. cruzi en los pacientes EChO_2426 y ECh0_2429 (Figura33 C,Dy
E, respectivamente). En el primero de los casos, la proyeccién de la variante
polimorfica presenté una mayor flexibilidad en los atomos de C-alfa en comparacion
con la prediccion estructural de la cepa de referencia susceptible hacia el extremo
C-terminal. Respecto a la variante polimérfica presente en el paciente EChO_2429,
la proyeccion demostré un perfil altamente expandido y también en la direccién
opuesta en comparacion con la estructura de referencia susceptible a BZN,
mostrando un cambio significativo en el movimiento general de la variante

TcNTR-1.
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Figura33. Simulaciones de dindmica molecular de las estructuras tridimensionales predichas de
TcNTR-1. (A) Gréfico de fluctuacion cuadratica media por residuo (RMSF) que representa la
simulaciéon durante 500 ms de las conformaciones aminoacidicas de la estructura Wild-Type y
mutantes. (B) Comparacién de los graficos de desviacion cuadratica media (RMSD) de la secuencia
aminoacidica de las variantes mutantes TcNTR-1 con respecto a la conformaciéon Wild-Type durante
el curso de la simulacién (500 ms). (C) Grafico de analisis de componentes principales en 4tomos de
Ca en el espacio conformacional a 300 K de temperatura. Los cambios estructurales de la
conformacion Wild-Type siempre se presenta como lineas punteadas o puntos de color gris oscuro.

Con el objeto de llevar a cabo un enfoque in-silico, para evaluar si las variantes
polimérficas caracterizadas en las poblaciones naturales de T. cruzi podrian afectar
la funcionalidad de la enzima TcNTR-1 y favorecer la resistencia del parasito a los

compuestos nitro-heterociclicos (afectando la activacion del farmaco), realizamos
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analisis de Docking molecular entre las estructuras predichas por el algoritmo de
machine-learning AlphaFold y el cofactor FMN (Figura 34). Para ello, el primer pase
fue detectar los posibles bolsillos de unién al cofactor mediante el algoritmo
DoGSite3.1. Este algoritmo, calcula las propiedades globales que describen tamafio,
forma y caracteristicas quimicas de todos los posibles bolsillos de unién dentro de
la estructura modelada. Una vez seleccionado el bolsillo de unién con el mejor
puntaje, se procedié a realizar el analisis de interaccién con el cofactor FMN
mediante el software CB-Dock2, seleccionando la prediccion que pudiese generar el
contacto con residuos mas estable y por ende con el menor puntaje Vina (kcal/mol).
Dado a que la enzima no se encuentra cristalizada y no existen estudios de
interaccion con el cofactor FMN, los residuos de interacciéon obtenidos en los anélisis
de Docking fueron comparados con lo predicho en la base de datos de Dominios
Conservados (CDD) del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure
/cdd/cdd.shtml). Esta base de datos, utiliza informaciéon de estructura 3D para
definir explicitamente los limites de los dominios y proporciona informacion sobre
las relaciones secuencia/estructura/funcién, asi como modelos de dominio
importados de varias bases de datos externas (Pfam, SMART, COG, PRK, TIGRFAMs).
Los resultados obtenidos para la cepa de referencia susceptible a BZN, mostré que
la interaccion de la FMN y la estructura de la enzima TcNTR-1 ocurre mediante
enlaces de hidrogeno con los residuos Gly263 y el GIn147 con los atomos 04 y N3
del anillo de isoaloxazina, respectivamente. Por otra parte, el atomo O12 de la region
central hidroxilada interacciona con el residuo Lys94, mientras que la cola del grupo
prostético es estabilizada mediante los atomos 016 y 017 con los residuos Arg91,
Ser92, a través de enlaces de hidrogeno (Figura 34C). Posteriormente, decidimos
comparar la interaccién del cofactor FMN con las predicciones de las 4 variantes
enzimdticas caracterizadas en poblaciones naturales de T. cruzi obtenidas de

muestras clinicas (Figura 34).
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Figura 34. Visualizacién del docking molecular entre la estructura Wild-Type de la enzima TcNTR-1
y el cofactor Flavin-Mononucleotido (FMN). (A) Representacién 3D de la estructura 3D de TcNTR-1
de la cepa SylvioX10/1 (TcI). (B) Representacion grafica del bolsillo de interaccidn predicho por el
software DoGSite3.1; (C) Diagrama de interaccién 2D entre la FMN y el bolsillo presente en TcNTR-1
generado por el software PoseEdit (Diedrich y col., 2023).

118



Los resultados obtenidos del andlisis de Docking en las variantes enzimaticas,
mostraron que tanto la cepa de referencia Resistente a BZN como las 4 predicciones
de estructura obtenidas de poblaciones naturales de T. cruzi presentan una
interaccién con la FMN totalmente diferente a la descrita con anterioridad. En
general, las variantes enzimdticas presentaron interaccién dentro del mismo
bolsillo de unién predicho por el software DoGSite3.1. Sin embargo, la posicién en
que la FMN se ubica dentro del bolsillo es totalmente diferente y los principales
residuos de interaccion (Arg93, Arg97, Lus96 y Ser299), pueden ofrecer diversos
tipos de interaccion quimica con la FMN. En especial, la variante enzimatica obtenida
de las poblaciones parasitarias Post-TTO del paciente 3469 presenté una
interaccion entre los residuos y la FMN totalmente diferente a las otras variantes
caracterizadas, donde el anillo de isoaloxazina parece apilarse generando enlaces

pi-pi con el residuo Arg93 (Figura 35).
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Figura 35. Diagramas de interaccidn 2D entre la FMN y el bolsillo presente en las diferentes variantes
mutantes de TcNTR-1. Los diagramas fueron generados mediante el software PoseEdit (Diedrich y
col,, 2023).
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4.7.-. Analisis estructural in-silico y Dindmica Molecular de variantes de la

enzima Prostaglandina F2a sintasa de Trypanosoma cruzi (TCOYE)

Los resultados obtenidos para la prediccion de la estructura de TcOYE, basados en
la estructura cristalografica realizada por Murakami y col. (2013) y las OYEs
caracterizadas estructuralmente en las especies Solanum lycopersicum (PDB: 1I1CP),
Shewanella oneidensis (PDB: 2GOU) y Burkholderia pseudomallei (PDB: 3GKA),
sugieren que es una proteina dividida en regiones claramente diferenciadas. TcOYE
muestra un plegamiento en forma de barril (a/f)s con un grupo prostético FMN
ubicado en la cavidad central del sitio activo (Figura 36C). Adicionalmente, se
pueden definir una horquilla-f N-terminal (residuos 10-19) que cierra la parte
inferior del barril, un subdominio “capping” (105-164), que participa en la
formacidn del bolsillo del sitio activo, un motivo a-helicoidal (196-222) relacionado
con el reconocimiento del sustrato, y finalmente, una hélice interna (336-341) que
contribuye a la unién de la FMN.

En cuanto al grado de similitud de la prediccién realizada por Alpha-Fold (Figura
36A), como el los graficos IDDT (Figura 36B), se evidencia una alta confianza en los
valores de prediccion estructural, tanto en los extremos N y C-terminal como en las
regiones cataliticas, revelando una arquitectura estructural muy conservada.
Finalmente, el modelo final de la predicciéon estructural de TcOYE mostré una
excelente estereoquimica general con la mayoria de los residuos (96.5%) situados

en regiones favorecidas del grafico de Ramachandran (Figura 36D).
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Figura 36. Métricas de confianza para la prediccién de la estructura de TcOYE en su conformacién
Wild-Type. (A) Cobertura de secuencia de MSA, que representa el nimero de secuencias alineadas
en cada posicién. Las secuencias méas similares se presentan de color azul y estdn mas cerca de la
parte superior. La linea negra representa el nimero de coincidencias con la consulta en un residuo
dado. (B) Puntuacién de la prueba de diferencia de distancia local (LDDT) predicha por
superposicion de los cinco modelos generados por AlphaFold2. La posicién de los aminoacidos se
representa en funcién del LDDT predicho. Los valores entre 70-90 indican una prediccién confiable
de la cadena principal de la proteina. Los valores de pLDDT superiores a 90 indican una precisién
muy alta, equivalente a estructuras determinadas por experimentos. Los valores entre 50-70 indican
una precisién mas baja, pero es probable que las predicciones de las estructuras secundarias
individuales sean correctas. (C) Modelado 3D de la estructura de TcOYE (Wild-Type); (D) Grafico de
Ramachandran de la estructura predicha con mejor score.

El analisis comparativo realizado con el software UCSF Chimera, entre las
predicciones de los modelos de referencia susceptible y resistente a BZN junto a las
4 variantes enzimaticas de TcOYE caracterizadas en poblaciones naturales de T.
cruzi obtenidas de muestras clinicas, es mostrado en la Figura 37. Los resultados
muestran una alta precision a nivel estructural, con un TM-score medio igual a 0,95

(rango: 0,94-0,95). Todos los residuos cataliticamente relevantes y el sitio de union
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del grupo prostético estdn completamente conservados, siendo las regiones mas
divergentes los extremos N (residuos 2-11) y C-terminal (residuos 363-372)

presentando variabilidad en la composicién de residuos.
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Figura 37. Superposiciéon de las predicciones de TcOYE obtenidas a partir de poblaciones
parasitarias presentes en muestras clinicas. Las predicciones y modelados 3D se generaron mediante
el algoritmo AlphaFold2, y la estructura predicha de la conformacién Wild-Type del clon Sylvio X10/1
(TcI) se utilizé6 como molde para la comparacién.

Explorando las simulaciones de Dinamica Molecular, el grafico de RMSF (Figura
38A), mostro estabilidad en los atomos de C-alfa y los residuos para la estructura
predicha en la cepa susceptible a BZN (linea punteada negra). Sin embargo, se puede
observar flexibilidad estructural en la variante 4 (muestra Post-TTO del paciente
1613), evidenciada por un pico elevado alrededor del residuo 150. Esta variabilidad
en la estructura puede verse favorecida por los polimorfismos Alal46Val, Ala149Gly

y Ser151Arg presentes en la secuencia aminoacidica.
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Por otra parte, el andlisis de RMSD que mide la convergencia de la proteina en el
sistema dinamico utilizando los atomos del esqueleto de la estructura predicha
(Figura 38B). El RMSD de la prediccion de la cepa susceptible a BZN (linea punteada
negra), muestra una trayectoria estable a lo largo del tiempo de medicién. Por el
contrario, las trayectorias de RMSD para las variantes polimérficas de TcOYE, en
especifico la cepa de referencia resistente a BZN y las variantes 1 (1613_Post-TTO)
y 4 (2333_Post-TTO), mostraron una mayor desviacién respecto a la estructura de
referencia susceptible, demostrando que, en situaciones de simulacion, las
estructuras predichas en estas poblaciones parasitarias tienen una vibracién y
movimiento diferente a la estructura de referencia susceptible.

Con el fin de obtener una vision mas amplia de las propiedades dindmicas de las
predicciones realizadas por el algoritmo Alpha-Fold, la proyeccion de los vectores
APC (Figura 38C, D y E) mostraron perfiles similares, demostrando estabilidad
estructural sin importar la configuracion espacial en que se encuentren las
predicciones estructurales Var2-3469_Post-TTO, Var3-1601_Post-TTO y Var4-
2333_Post-TTO. Sin embargo, se pudo corroborar que tanto la estructura
perteneciente a la cepa de referencia resistente como la Varl-1613_Post-TTO
presentan un patrén de proyeccion diferente a la estructura parental. En ambos
casos, las proyecciones muestran una mayor flexibilidad en los atomos de C-alfa en
los extremos N-terminal. Respecto ala proyeccidn de la cepa de referencia resistente
(Colombiana), la region mas divergente presenta una expansion en la direccidon
opuesta respecto a la estructura de referencia susceptible, lo cual podria afectar el
volumen de los bolsillos de interaccion y por ende la accesibilidad al sitio activo de

la enzima (Figura 38D).
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Figura 38. Simulaciones de dindmica molecular de las estructuras tridimensionales predichas de
TcOYE. (A) Grafico de fluctuacién cuadratica media por residuo (RMSF) que representa la simulacién
durante 500 ms de las conformaciones aminoacidicas de la estructura Wild-Type y mutantes. (B)
Comparacioén de los graficos de desviacion cuadratica media (RMSD) de la secuencia aminoacidica de
las variantes mutantes TcOYE con respecto a la conformacion Wild-Type durante el curso de la
simulacién (500 ms). (C) Grafico de andlisis de componentes principales en atomos de Ca en el
espacio conformacional a 300 K de temperatura. Los cambios estructurales de la conformacion Wild-
Type siempre se presenta como lineas punteadas o puntos de color gris oscuro.
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Finalmente, mediante los andlisis de Docking molecular en la prediccién estructural
de la enzima TcOYE de la referencia susceptible, fue posible describir el modo de
interaccién con el grupo prostético FMN (Figura 39). En general, el andlisis de
Docking mostré que el anillo de isoaloxazina se aloja en un bolsillo hidrofébico
adyacente al subdominio de “capping”, compuesta por los residuos Leu27, Thr28,
His195, Arg249, Gly363 y Tyr364. La estabilizacién del grupo prostético se logra con
la interaccién del atomo N5 del anillo de isoaloxazina mediante enlaces de
hidrégeno con el residuo Thr28, mientras que el atomo O2 del anillo establece con
la cadena laterales del residuo His195. Por su parte, la region medial hidroxilada
esta fuertemente unida al residuo Arg249. La region de la cola, que comprende el

grupo fosforilo, esta estabilizada por los residuos Gly336 y Ala337.

A) Modelado de la enzima B) Ubicacion del sitio de unién para
TcOYE la FMN

Arg249A

C) Diagrama 2D de interaccion R
TcOYE + Ligando FMN N R

P H
HNAD S
HNT2 N H Ala337A
R

L Gly336A
W

Puente de hidrégeno

Contacto hidrofébico

YN
His195A

Figura 39. Visualizacién del docking molecular entre la estructura Wild-Type de la enzima TcOYE y
el cofactor Flavin-Mononucleotido (FMN). (A) Representacién 3D de la estructura 3D de TcOYE de la
cepa Sylvio X10/1 (Tcl). (B) Representacién grafica del bolsillo de interacciéon predicho por el
software DoGSite3.1; (C) Diagrama de interaccién 2D entre la FMN y el bolsillo presente en TcOYE
generado por el software PoseEdit (Diedrich y col., 2023).
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Los resultados obtenidos del andlisis de docking en las variantes enzimaticas,
mostraron que tanto la cepa de referencia Resistente a BZN como las 4 predicciones
de estructura obtenidas de poblaciones naturales de T. cruzi, presentan similitudes
en ciertos residuos de interaccion con la FMN respecto a la descrita con la referencia
susceptible (Figura 40). En general, se pudo evidenciar que el bolsillo de interaccién
parece ser similar entre todas las variantes, estando presentes al menos uno de
residuos Leu27, Thr28, 11e340, Gly363 y Tyr364. Respecto a la estabilizacion del
grupo prostético dentro del bolsillo de interaccion, se puede apreciar que las Unicas
variantes que mantienen similitud en el residuo de interaccién con el &tomo de 02
del anillo de isoaloxazina son las Var1-1613_PostTTO y Var4-2333_PostTTO. Sin
embargo, en estas variantes la posicién e interaccion del grupo prostético con el
resto del bolsillo de interaccion es totalmente diferente respecto a la estructura de
referencia susceptible. Otro de los residuos de interaccion que no presenta
variabilidad entre las variantes obtenidas de las poblaciones naturales de T. cruzi 'y
la estructura de referencia es la Ala337. Este residuo, se encontro interaccionando
con el &tomo 018 presente en la cola de la FMN en las 4 variantes obtenidas de
muestras clinicas. Sin embargo, al igual que en la estabilizacion del anillo de
isoaloxazina en las variantes 1613_PostTTO y 2333_PostTTO, la interaccion del
atomo 018 con el residuo Ala337 no garantizé que la interaccion del grupo
prostético con el resto del bolsillo de interaccion fuese totalmente diferente a la
estructura de referencia susceptible. Caso extremo, se ha evidenciado en la Var4-
2333_PostTTO donde la interaccién con la FMN se ha establecido con 9 residuos
(Arg249, Thr28, Ala61, GIn103, Asn198, Gly36, Ala337, Arg315 y Leu314),
comparado con los 5 residuos con los que interacciona el mismo grupo prostético

con otra configuracién estructural de la misma enzima (referencia susceptible).
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Figura 40. Diagramas de interaccidn 2D entre la FMN y el bolsillo presente en las diferentes variantes
mutantes de TcOYE. Los diagramas fueron generados mediante el software PoseEdit (Diedrich y col.,

2023).
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4.8.- Andlisis estructural in-silico y Dindmica Molecular de variantes de la

enzima Aldo-keto reductasa de Trypanosoma cruzi (TCAKR)

La prediccion de estructura realizada por el algoritmo de Machine-Learning de
Alpha-Fold present6 un plegamiento que comprende un motivo de barril beta-
10/alfa-10 paralelo [(a/f)10], interrumpido por dos a-hélices en la cara C-terminal
del barril (entre 37 y a7 y después de a8, respectivamente), y un conjunto de ocho
laminas 3 que cubre la cara N-terminal del barril "en forma de embudo", en la cual
se ubica el sitio activo de la enzima (Figura 41C). Este sitio de unién a grupos
prostéticos presenta un bolsillo grande, profundo y eliptico, donde la naturaleza
hidrofébica del bolsillo podria favorecer a sustratos aromaticos y apolares sobre
aquellos altamente polares.

El grado de similitud en la prediccién de la estructura, tanto en términos de
cobertura (Figura 41A) como en los graficos IDDT (Figura 41B), de los cinco
mejores modelos predichos es alto. Esto se determiné utilizando como modelos de
referencia estructuras de AKR pertenecientes a Trypanosoma brucei, Leishmania
major, Bacillus subtilis, Rattus norvegicus y Homo sapiens, entre otras. Sin embargo,
se observa una disminucién significativa en las puntuaciones de IDDT en los
primeros residuos de la region N-terminal, la regién del C-terminal y
aproximadamente entre los residuos 180-200. Finalmente, la validacién global de la
prediccién estructural final mediante graficos de Ramachandran, revel6

conformaciones estables con una valoracion cercana al 94% (Figura 41D).
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Figura 41. Métricas de confianza para la prediccion de la estructura de TcAKR en su conformacién
Wild-Type. (A) Cobertura de secuencia de MSA, que representa el nimero de secuencias alineadas
en cada posicién. Las secuencias mas similares se presentan de color azul y estdn mas cerca de la
parte superior. La linea negra representa el numero de coincidencias con la consulta en un residuo
dado. (B) Puntuacién de la prueba de diferencia de distancia local (LDDT) predicha por
superposicion de los cinco modelos generados por AlphaFold2. La posicién de los aminoacidos se
representa en funcién del LDDT predicho. Los valores entre 70-90 indican una prediccién confiable
de la cadena principal de la proteina. Los valores de pLDDT superiores a 90 indican una precision
muy alta, equivalente a estructuras determinadas por experimentos. Los valores entre 50-70 indican
una precision mas baja, pero es probable que las predicciones de las estructuras secundarias
individuales sean correctas. (C) Modelado 3D de la estructura de TcAKR (Wild-Type); (D) Grafico de
Ramachandran de la estructura predicha con mejor score.

El andlisis comparativo realizado entre las predicciones del modelo de referencia
susceptible y resistente a BZN, junto a las 4 variantes enzimaticas de TcAKR
caracterizadas en poblaciones naturales de T. cruzi obtenidas de muestras clinicas,
es mostrado en la Figura 42. Los resultados muestran que todas las estructuras
presentan el plegamiento y la arquitectura del bolsillo de interaccion muy similar.

El TM-score medio igual a 0,97 (rango: 0,95-0,98), estando la mayoria de los
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residuos cataliticamente relevantes completamente conservados. En lineas
generales, el analisis comparativo parece indicar que al menos a nivel estructural no

parece haber diferencias entre las variantes resistentes o susceptibles de la TcAKR.

o Cepa Ref. Susceptible
@ Cepa Ref. Resistente
e Varl-1601_PostTTO
® Var2-2426_PostTTO
Var3 - Biopsia Cerebro
® Var4 - 2333 Pre_TTO

Figura 42. Superposicion de las predicciones de TcAKR obtenidos a partir de poblaciones
parasitarias presentes en muestras clinicas. Las predicciones y modelados 3D se generaron mediante
el algoritmo AlphaFold2, y la estructura predicha de la conformaciéon Wild-Type de la cepa Sylvio
X10/1 (Tcl) se utiliz6 como molde para la comparacion.

Los estudios de simulaciones de dinamica molecular (DM) muestran una fluctuaciéon
cuadratica media (RMSF) estable de los atomos de C-Alpha para la prediccién de la
estructura en la cepa susceptible a BZN (linea punteada negra) y las cuatro variantes
enzimaticas provenientes de las poblaciones naturales de T. cruzi, exceptuando los
ultimos residuos ubicados en el C-terminal y una regién cercana a los residuos 180-
200, donde se evidencian un par de picos elevados en la secuencia aminoacidica
(Figura 43A). Estas zonas se corresponden a los valores de escasa cobertura
obtenidos anteriormente y, por ende, mostrando errores en la estabilidad de la
estructura. Por su parte, el RMSD mostro resultados contrarios a los ya descritos. En
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la Figura 43B se pudo observar que, salvo la var3-Biopsia_Cerebro, todas las demas
presentaron valores de trayectorias con indices inferiores a la cepa de referencia
susceptible, lo que puede demostrar poca plasticidad estructural en estas variantes
polimorficas a lo largo del tiempo.

Como ultima validacion de las predicciones estructurales de TcAKR, en las figuras
Figura 43C, D y E se muestran las proyecciones de vectores pertenecientes al
analisis de APC. El analisis de comparacién mostré que las proyecciones en la
mayoria de variantes polimoérficas de TcAKR (4/5 variantes), presentaron
diferencias respecto a la estructura de referencia susceptible. Este hallazgo, podria
implicar cierto nivel de cambio en el espacio conformacional de las enzimas debido
a su flexibilidad. Sin embargo, la prediccién de la referencia resistente y la Var3-
Biopsia_Cerebro, fueron las que presentaron las proyecciones con mayor
divergencia respecto a la referencia susceptible, mostrando una mayor amplitud en
los dos componentes principales, indicando mas movimientos de flexion y torsiéon

de los residuos.
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Figura 43. Simulaciones de dindmica molecular de las estructuras tridimensionales predichas de
TcAKR. (A) Gréfico de fluctuacién cuadratica media por residuo (RMSF) que representa la simulacién
durante 500 ms de las conformaciones aminoacidicas de la estructura Wild-Type y mutantes. (B)
Comparacion de los graficos de desviacion cuadratica media (RMSD) de la secuencia aminoacidica de
las variantes mutantes TcAKR con respecto a la conformacion Wild-Type durante el curso de la
simulacién (500 ms). (C) Grafico de andlisis de componentes principales en atomos de Ca en el
espacio conformacional a 300 K de temperatura. Los cambios estructurales de la conformacién Wild-
Type siempre se presenta como lineas punteadas o puntos de color gris oscuro.

Finalmente, tomando como referencia la prediccion realizada sobre la secuencia
aminoacidica de la cepa Sylvio-X10 (referencia susceptible), se determiné el bolsillo
de interaccién con mejor relacién de volumen [A3] y superficie [A?] y el posterior

andlisis de docking molecular para el grupo prostético FMN (Figura 44B y C,
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respectivamente). Los resultados de docking indicaron que el anillo de isoaloxazina
se encuentra alojado en un bolsillo hidrofébico conformado por los residuos Trp24,
Trp188, Phe276 y Gly270. Adicionalmente, la estabilizacion de toda la molécula de
FMN ocurre mediante la interaccion de tres residuos. El anillo de isoaloxazina del
grupo prostético presenta apilamiento e interaccién con el residuo Try24,
generando un enlace de tipo pi-pi. Por su parte, la regién media hidroxilada se
encuentra interaccionando con el atomo de 014 y la cadena lateral del residuo
Tyr53 mediante un enlace de hidrégeno. En udltima instancia, la cola del grupo
protético se encuentra interaccionando a través del atomo de 016 con los residuos
Tyr53 y Lys78 mediante un enlace de hidrégeno y un enlace iénico, respectivamente

(Figura 44C).

A) Modelado de la enzima B) Ubicacién del sitio de unién para
TcAKR la FMN

Tp24A

C) Diagrama 2D de interaccion
TcAKR + Ligando FMN

Puente de hidrogeno 6 N
----- Interaccion ionica ]
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@ Interaccion pi-pi SNe

Contacto hidrofobico

Lys78A

Figura 44. Visualizacién del docking molecular entre la estructura Wild-Type de la enzima TcAKR y
el cofactor Flavin-Mononucledtido (FMN). (A) Representacion 3D de la estructura 3D de TcAKR de la
cepa Sylvio X10/1 (Tcl). (B) Representaciéon grafica del bolsillo de interacciéon predicho por el
software DoGSite3.1; (C) Diagrama de interaccién 2D entre la FMN y el bolsillo presente en TcAKR
generado por el software PoseEdit (Diedrich y col., 2023).
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Los andlisis de interaccién comparativos entre las estructuras de TcAKR predichas
a partir de secuencias obtenidas de pacientes y el cofactor FMN, demostraron que a
pesar que el bolsillo de interacciéon fue similar en cuanto a los parametros de
volumen y superficie, la forma en que el grupo prostético se acopla a la estructura
puede ser diferente (Figura 45), muy probablemente debido a pequefias
variaciones en la composicion de aminoacidos dentro del bolsillo, producto de los
polimorfismos presentes en cada variante estudiada.

En lineas generales, se pudo observar que las variantes obtenidas de las poblaciones
naturales de T. cruzi presente en los pacientes 1601_PostTTO, 2426_PostTTO y
Biopsia_Cerebro (Varl, Var2 y Var3, respectivamente), a pesar de ubicarse en un
bolsillo hidrofébico con composicion aminoacidica similar a la descrita
anteriormente y de generar interacciones de tipo pi-pi entre el anillo de isoaloxazina
y el residuo Trp24, tanto la regiéon media hidroxilada y la cola del cofactor FMN
presentan interacciones con residuos y tipos de enlaces no descritos en la referencia
susceptible. Por ejemplo, se puede apreciar que la variante de TcAKR presente en el
paciente 2426_PostTTO (Var2) se encuentra interaccionando con el anillo de
isoaloxazina de la FMN mediante tres residuos hidrofobicos (Trp188, Trp24 y
Phe269) y con dos Argininas (residuos 25 y 281) en la cola de la FMN mediante
enlaces idnicos.

En el caso de la estructura de referencia resistente a BZN y la variante de TcAKR
identificada en el paciente 2333_PostTTO (Var4), a pesar de estar localizadas
espacialmente dentro del bolsillo de interacciéon con la mejor valoracién, exhiben
interacciones con residuos especificos que difieren completamente de los descritos
en la estructura de referencia susceptible. La estabilizacién de la FMN dentro del
bolsillo ocurre casi exclusivamente a través de la regién media hidroxilada y la cola

del grupo prostético, mediante enlaces de hidrégeno.
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Figura 45. Diagramas de interaccién 2D entre la FMN y el bolsillo presente en las diferentes variantes
mutantes de TcAKR. Los diagramas fueron generados mediante el software PoseEdit (Diedrich y col,,

2023).
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CAPITULO 5

Validaciobn de enzimas NAD(P)H-dependientes como potenciales
biomarcadores de Resistencia Farmacoldgica

Una vez establecido un patrén de polimorfismos que pueden estar asociados a
poblaciones parasitarias farmacologicamente resistentes, decidimos realizar una
validacion empleando secuencias aminoacidicas de las enzimas TcNTR-1, TcOYE y
TcAKR, obtenidas de poblaciones naturales de T. cruzi presentes en muestras
clinicas de pacientes afectados por la ECh. El objetivo subyacente consistié en
investigar la idoneidad de estas enzimas como biomarcadores para evaluar la
resistencia o susceptibilidad farmacolégica en el contexto de la enfermedad.

Para ello, se seleccionaron 22 muestras clinicas (3 muestras Pre-TTO y 19 muestras
Post-TTO) pertenecientes a 18 pacientes con cargas parasitarias cuantificadas con
valores <10 Eq.Par./mL. El 90,1% de las muestras pertenecen a pacientes
venezolanos involucrados en brotes de ECh por transmisién oral ocurridos entre
2007 y 2010. El resto de las muestras pertenece a pacientes argentinos que
recibieron trasplantes de 6rganos de donantes con ECh confirmada y a los cuales se
les realizd el seguimiento parasitologico en el Laboratorio de Biologia Molecular de

la Enfermedad de Chagas (LabMECh) del INGEBI-CONICET.

5.1.- Validacién de la enzima TcNTR-1 como potencial biomarcador de
Resistencia Farmacoldgica.

Las secuencias aminoacidicas de las muestras clinicas pertenecientes a los 18
pacientes con ECh, fueron comparadas con secuencias homologas a la enzima
TcNTR-1 de las cepas de referencia internacional SylvioX10/1 (Tcl y susceptible a
BZN), Y (Tcll y resistente a BZN) y Colombiana (Tcl y resistente a BZN).

En la Figura 46 se muestra el alineamiento de los 313 residuos.

Luego del analisis bioinformatico, fue posible describir 30 secuencias consenso de
la enzima TcNTR-1 en la cohorte de pacientes bajo estudio. El elevado niimero de
secuencias obtenidas (tomando en cuenta que solo fueron seleccionadas 22
muestras clinicas), se debe a que en el 45,5% de las muestras evaluadas (10/22), fue

posible encontrar al menos 2 variantes diferentes de secuencias consenso.
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Los resultados mostraron un 85,6% de homologia de las secuencias de aminoacidos
presentes en las poblaciones naturales de T. cruzi respecto a la cepa de referencia
SylvioX10/1 (susceptible a BZN), encontrandose un total de 1138 polimorfismos a
lo largo de la secuencia. Del total de polimorfismos se encontraron que 46
polimorfismos correspondian a inserciones de aminoacidos Serina (todas ubicadas
entre el aminoacido Ser77 y Leu78), 2 deleciones de aminoacidos (Ser76 y Ser77) y
32 codones de parada prematuros.

Del total de polimorfismos encontrados, se pudo determinar que solamente 21 de
ellos presentaron alta frecuencia de aparicién en las poblaciones naturales de T.
cruzi presente en estos pacientes (Figura 46). Curiosamente, ninguno de los
polimorfismos encontrados en las muestras clinicas, coincidi6 con los
polimorfismos presentes en las secuencias aminoacidicas de las cepas de referencia

clasificadas como resistentes.
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Figura 46. Distribucién de los polimorfismos caracterizados para la enzima TcNTR-1 en todas las
secuencias obtenidas a partir de las poblaciones naturales de Trypanosoma cruzi presentes en
muestras clinicas.
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Al comparar los polimorfismos encontrados en las muestras clinicas con los hallados
en las variantes establecidas como posibles biomarcadores en los andlisis de ACP,
fue posible encontrar un 36% de aciertos (9/25 polimorfismos), siendo el
polimorfismo mas frecuente la insercion de dos residuos de Serina entre los
aminoacidos Ser77 y Leu78 (24/30 secuencias), seguido de los codones de
terminaciéon prematuros ubicados en los residuos Trip18 y Leu26 (4/30 y 2/30
secuencias, respectivamente) (Tabla 12).

El analisis de las muestras clinicas permitid establecer 12 nuevos polimorfismos no
descritos previamente en secuencias TcNTR-1 a partir de cepas de T. cruzi (Tabla
12), siendo los mas frecuentes p.Lys2Arg (15/30 secuencias), un sitio polimérfico
en el residuo p.Val39 (8/30 secuencias), p.Ile15Thr (7/30 secuencias) y p.Leul6Ser
(3/30 secuencias). Por otra parte, a partir del andlisis de secuencia se pudo
establecer que, en 7 muestras clinicas, alguna de las variantes alélicas encontradas
present6 un polimorfismo en los residuos N28 (g.Tcntr-1_42delA), D83 (g.Tcntr-
1_248G>C; 249C>A; 251G>A; 252C>G; 253C>T; 254A>G; 255T>G), E136 (g.Tcntr-
1_406delG), A191 (g.Tcntr-1_572delG), G224 (g.Tcntr-1_670delT) o Y237 (g.Tcntr-
1_711delA) que derivaron en cambios en el marco de lectura del gen, y como

consecuencia dieron lugar a codones de terminacion de la traduccion prematuros.

Tabla 12. Tabla 14. Nimero de muestras de pacientes con Enfermedad de Chagas
que presenta alguno de los polimorfismos de residuos caracterizados parala enzima
TcNTR-1.
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Polimorfismos

Frecuencia del polimorfismo

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

p.Asp5*

p.Trp18*

p.Leu26*

p.-Ser77del

p.Ser76*
p-Ser77_Leu80insSer
p-Ser77_Leu80insSerSer
p.Pro232*
p.Trp239*
p-Lys2Arg
p.lle15Thr

p.Leul6*
p-Leul6Ser
p.Val39Ala/Glu/Leu
p.Ser50*

p.Ser77del
p.Asp83Pro
p.Lys102*
p.Arg139*
p.Tyr184*
p.Glu264*

5.2.- Validacién de la enzima TcOYE como potencial biomarcador de

Resistencia Farmacoldgica.

A partir del proceso de amplificaciéon genética y clonado para esta enzima, se logré

caracterizar un conjunto de 17 secuencias consenso en la cohorte de muestras

clinicas bajo estudio. Los resultados revelaron un alto grado de homologia, del

94,6% entre las secuencias de aminoacidos presentes en las poblaciones naturales

de T. cruzi y la cepa de referencia SylvioX10/1 (susceptible a BZN). Se identificé un

total de 429 polimorfismos de aminoacidos a lo largo de la secuencia, dentro de los

cuales solamente tres correspondieron a codones de terminacion temprana (Figura

47).
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Figura 47. Distribucién de los polimorfismos caracterizados para la enzima TcOYE en todas las
secuencias obtenidas a partir de las poblaciones naturales de Trypanosoma cruzi presentes en
muestras clinicas.

De la totalidad de polimorfismos identificados, se pudo establecer que son
frecuentes solo 14 de ellos en las poblaciones naturales de T. cruzi presentes en esta
cohorte de pacientes.

Al igual que en el caso anteriormente descrito, ninguno de los polimorfismos
detectados en las muestras clinicas coincidi6 con aquellos presentes en las
secuencias aminoacidicas de las cepas de referencia clasificadas como resistentes.
En ambos casos (Colombiana y cepa Y), los mecanismos de resistencia parecen
derivarse de la produccion de enzimas no funcionales debido a cambios en el marco
de lectura hacia los extremos carboxilo terminal, que terminan con un codén de

terminacion prematuro (Figura 47).

Tabla 13. Nimero de muestras de pacientes con Enfermedad de Chagas que
presenta alguno de los polimorfismos de residuos caracterizados para la enzima
TcOYE.
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Frecuencia del polimorfismo
1 2 3 4 5 6 7

Polimorfismos

p.Leul3*
p.His106*
p.Leu7Pro
p.Arg19Cys
p.Ser79Tyrfs*28
p.Glu114Gly
p.Alal46Val
p-Met290Ala
p.Gly289Asp
p.GIn293Glu
p.-Asp335Asn

Al contrastar los polimorfismos identificados en las muestras clinicas con las
variantes previamente definidas como potenciales biomarcadores en los andlisis de
ACP, se logré obtener un indice de concordancia del 25% (2/8 polimorfismos). Los
unicos dos polimorfismos que coincidieron con el analisis previo, fueron dos
codones de terminacién prematuros encontrados en la poblacién parasitaria aislada
de un ejemplar de Rattus rattus inmerso dentro del ciclo de transmisién de uno de
los brotes de EChO ocurridos en Venezuela (p.TcOYE_Leu13*), y en la muestra de
seguimiento del paciente no respondedor 2400, obtenida una afio después de su
tratamiento con BZN (p.TcOYE_His106*) (Tabla 12).

Este analisis permitié identificar nueve polimorfismos no descritos en las
secuencias de la enzima TcOYE provenientes de cepas de T. cruzi (Tabla 12). Entre
los mas frecuentes se destacan los polimorfismos p.TcOYE_Argl9Cys y
p-TcOYE_Asp335Asn (7/14 secuencias), p.TcOYE_GIn293Glu (5/14 secuencias), y
los polimorfismos p.TcOYE_Glu114Gly, p.TcOYE_Alal146Val, p.TcOYE_Met290Ala y
p-TcOYE_Gly289Asp (observados en 4/14 secuencias, respectivamente).

5.3.- Validacién de la enzima TcAKR como potencial biomarcador de
Resistencia Farmacoldgica.

A través de los procesos de amplificacion génica por PCR o Nested-PCR, se logro6 la
caracterizacidon de un conjunto de 16 secuencias consenso en la cohorte de muestras

clinicas objeto de estudio. Los resultados obtenidos revelaron una homologia del
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78,2% entre las secuencias de aminoacidos presentes en las poblaciones naturales
de T. cruzi comparado con la cepa de referencia SylvioX10/1 (susceptible a BZN).
Fueron identificados un total de 1019 polimorfismos de aminoacidos a lo largo de la
secuencia, de los cuales 19 correspondieron a codones de terminacién temprana
(Figura 48).

De la totalidad de polimorfismos descritos, se logroé identificar 16 de ellos con una
alta prevalencia en las poblaciones naturales de T. cruzi pertenecientes a la cohorte
de pacientes bajo estudio. Para el caso de la enzima TcAKR, fue el tnico caso en el
que algunos de los polimorfismos identificados en las muestras clinicas mostraron
concordancia con aquellos presentes en las secuencias aminoacidicas de las cepas
de referencia catalogadas como resistentes. Para ambos casos (cepas Y y
Colombiana), los polimorfismos en los residuos Cys51, Phe52, Alal97 y Asp272
también fueron encontrados en el 56,3% de las secuencias obtenidas de poblaciones

naturales de T. cruzi (9/16 secuencias).
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Figura 48. Distribucién de los polimorfismos caracterizados para la enzima TcAKR en todas las
secuencias obtenidas a partir de las poblaciones naturales de Trypanosoma cruzi presentes en
muestras clinicas.

Al comparar los polimorfismos identificados en las muestras clinicas con las
variantes previamente definidas como posibles biomarcadores en los analisis de
ACP, se obtuvo un indice de concordancia del 41,7% (5/12 polimorfismos). Los
polimorfismos que coincidieron con el analisis previo, corresponden en su totalidad
a codones de terminacién prematuros. Dos de ellos, especificamente
TcAKR_p.Thr121* y TcAKR_p.Val160*, exhiben una prevalencia significativa en las
poblaciones naturales de T. cruzi, siendo detectados con frecuencias del 31% y 25%,
respectivamente (Tabla 14).

Adicionalmente, este analisis ha posibilitado la identificacion de nueve
polimorfismos hasta ahora no descritos en las secuencias de la enzima TcAKR
provenientes de cepas de T. cruzi. Estos nuevos polimorfismos presentaron una alta
predominancia en la cohorte de pacientes evaluados. Entre los mas frecuentes
destacan los  polimorfismos TcAKR_p.Tyr51Cys, TcAKR_p.lle52Phe y
TcAKR_p.Glu196Arg observados en 13 de las 16 secuencias evaluadas; los
polimorfismos TcAKR_ p.Asp272His y TcAKR_p.lle199Phe (presentes en 11/16 y
10/16 secuencias, respectivamente) y los polimorfismos TcAKR_p.Ala197Thr,
TcAKR_p.lle269Phe, TcAKR p.Ala271Gly y TcAKR_p.Ser278Pro, presentes en el

56% de las muestras (9/16 secuencias).

Tabla 14. Numero de muestras de pacientes con Enfermedad de Chagas que
presenta alguno de los polimorfismos de residuos caracterizados para la enzima
TcAKR.
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Frecuencia del polimorfismo
1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13

Polimorfismos

p.Val75*
p.Ser82*
p.Thr121*
p.Pro144*
p.Val160*
p.Tyr51Cys
p.lle52Phe
p.Glu196Arg
p.Ala197Thr
p.lle199Phe
p.lle269Phe
p.Ala271Gly
p.-Asp272His
p.Ser278Pro

5.4.- Correlacion del polimorfismo en las enzimas NADH-dependientes
TcNTR-1, TcOYE y TcAKR y la respuesta farmacoldgica in-vitro como
potencial biomarcador de resistencia farmacolégica.

Finalmente, con el propdsito de establecer la posible asociaciéon entre los
polimorfismos identificados en las secuencias de las enzimas TcNTR-1, TcOYE y
TcAKR y el fenotipo de resistencia al BZN (determinado mediante los valores de
IC50 in-vitro), y por ende, obtener un perfil de polimorfismos que puedan asociarse
clinicamente como biomarcadores de resistencia farmacolégica, se decidio realizar
dos analisis con enfoques estadisticos diferentes: un diagrama de red de coeficientes
de correlacion y un modelo de reduccidon de dimensionalidad (MDR).

Para ambos andlisis, se seleccionaron muestras clinicas de 10 pacientes con EChO,
de los cuales se obtuvieron cultivos axénicos de T. cruzi cuya respuesta
farmacoloégica in-vitro frente al BZN fue evaluada (Muiioz-Calderdn y col., 2012;
Munoz-Calderén y col, 2019) y adicionalmente, se pudieron determinar las
secuencias aminoacidicas de las tres enzimas en estudio.

La construccion del diagrama de red de coeficientes de correlacién revelé distintos
niveles de correlacion, destacandose especialmente aquellos que vincularon a los
aislados clasificados como resistentes (Clso = 30,70 uM) con los polimorfismos

TcNTR-1_p.Val39Glu, TcNTR-1_p.Val39Leu, TcNTR-1_p.Ser77del, TcNTR-
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1_p.Ser76* TcOYE_p.Ala137Val, TcOYE_p.Leu253* y TcAKR_p.Leu150Phe, como las

asociaciones mas robustas (Figura 49).

Correlacion de Pearson
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Figura 49. Red de correlacion basada en los coeficientes de correlaciéon de Pearson para las
relaciones entre las variables estudiadas. Los nodos simbolizan los polimorfismos caracterizados
para las tres enzimas NAD(P)H-dependientes y valores asignados para las cepas/aislados de Clso. El
ancho de las lineas y los colores asignados, indican la significancia estadistica de la correlacion.

Por su parte, el enfoque no paramétrico y libre de modelos genéticos utilizado en el
analisis MDR, nos permiti6 generar el mejor modelo de loci para las interacciones
gen-gen y gen-fenotipo, agrupando los polimorfismos multi-loci en grupos de alto y
bajo riesgo (Tabla 15).

El mejor modelo de interaccidn gen-gen de dos vias, generado mediante el algoritmo
MDR, implic6 los polimorfismos TcNTR-1_S77_L78InsSS y TcNTR-1_W18%*, con una
consistencia de validacién cruzada (CVC) de 9/10 y un valor de p = 0,0143.

El mejor modelo de interaccién gen-gen de cuatro vias asocio los polimorfismos en

la enzima TcNTR-1 (TcNTR-1_S77_L78InsSS y TcNTR-1_S76*) y los polimorfismos
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en las enzimas TcOYE (TcOYE_L13W) y TcAKR (AKR_T121%*), que exhibieron un

mayor valor de precision equilibrada de prueba (0,8687) pero presentaron una tasa

de riesgo CVC menor (7/10) al modelo de dos vias.

Tabla 15. Analisis de la interaccion gen-gen mediante el analisis de reduccion de la
dimensionalidad multifactorial (MDR)

AKR_T121*

Modelo BTA CVC Valor de P
NTR_S77_L78InsSS 0,773 10 0,033
NTR_S77_L78InsSS / NTR_W18* 0,823 9 0,014
NTR_S77_L78InsSS / NTR_S76* / OYE_L13W /
0,869 7 0,006

BTA: Balanced Testing accuracy = CVC: Consistencia de Validacion Cruzada

Todos estos modelos resultaron estadisticamente significativos con el test de 1000

permutaciones (p<0,05) y en base a los parametros BTA y CVC, decidimos

seleccionar el modelo de dos loci y cuatro polimorfismos como el modelo que podria

clasificar y predecir la resistencia farmacolégica con mayor precision, siguiendo las

siguientes reglas:

b I\II_T7§mssgs_ NTR_S76* OYE_L13W AKR_T121* SES‘S;’::&G
2) | NTRST- | 0| NTR_S76* | 0 | OYE_L13W AKR_T121* SE?(S«L?JTifle
3) '\II_EEE]SS;?S— NTR_S76* OYE_L13W AKR_T121*
4) '\II_EEE]SS;?S— NTR_S76* OYE_L13W AKR_T121*
5) ’\II_?EE]SSZS— NTR_S76* OYE_L13W AKR_T121*
6) ’\II_?EE]SSZS— NTR_S76* OYE_L13W AKR_T121*

Ausencia (0) Presencia
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El grafico de interaccién obtenido a partir del algoritmo MDR muestra los efectos de
interaccién entre genes polimdrficos (sinergia o redundancia) (Figura 50). Este
modelo de interaccién describe el porcentaje de entropia (GI) por cada vector de
interaccién. En este grafico de interacciéon, un nodo (punto) representa un
polimorfismo, y las lineas de color representan la interaccién entre los nodos. Los
valores de entropia se representan como un valor porcentual, indicando una
interaccién aditiva/sinérgica cuando el porcentaje es positivo, mientras que los

valores de entropia negativa indican redundancia entre genes polimorficos.

,(Sfl;

9. Ak
2y :;;f 4 “NTR_S77_L78InsSS - Sinergia
16.99%
//\ T
AKR nssr I Redundancia

Figura 50. Andlisis de redes basado en el algoritmo de red Fruchterman-Reingold comparando la
interaccion de los polimorfismos mas significativos de las tres enzimas NAD(P)H-dependientes en
relacion a la susceptibilidad farmacolégica frente a Benznidazol. Los valores numéricos dentro de los
nodos evaldan los efectos independientes, y los nlimeros en las lineas de conexi6n evaliian los efectos
de interaccion. El rojo indica un alto nivel de sinergia, el naranja representa un bajo nivel de sinergia
y el dorado significa el punto medio. El azul representa el nivel mas alto de redundancia y el verde
muestra el nivel secundario de redundancia.

El diagrama de interaccion Fruchterman-Reingold, reveld una fuerte sinergia en tres
de los cuatro polimorfismos previamente mencionados (TcNTR-1_S76%,
TcOYE_L13W y TcAKR_T121*). Los puntajes de interaccién de los polimorfismos se
muestran con lineas rojas, sugiriendo que estos en conjunto contribuyen de manera
mas significativa a un presunto fenotipo de resistencia farmacolégica en T. cruzi que
de forma individual, siendo el mas importante, la interaccidon de los polimorfismos
TcOYE_L13W y TcAKR_T121* (Porcentaje de interaccién = 15,82). Adicionalmente,
a partir del diagrama de interaccién se pudo evidenciar que el nodo del

polimorfismo TcNTR-1_S77_L78InsSS representa el mayor de los valores de
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entropia con un GI = 16,99%, definiéndolo como el polimorfismo con mayor
presencia en el conjunto de datos analizado. Los otros dos valores de entropia con
porcentajes de riesgo superiores al 7%, se corresponden con codones de detencién
de la traduccién prematuros en la secuencia de la enzima TcNTR-1 (TcNTR-1_D5* y

TcNTR-1_W20%*).
A partir de los andlisis ya mostrados, proponemos el siguiente perfil de

polimorfismos como posibles biomarcadores de respuesta farmacoldgica en

pacientes con ECh a ser validados clinicamente:

p-TcNTR-1_D5%; TcNTR-1_W20%; p.TcNTR-1_S77_L78InsSS;
p.TcNTR-1_S76*; p.TcOYE_L13Wy p.TcAKR_T121*
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DISCUSION
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Benznidazol y Nifurtimox son los tinicos farmacos disponibles actualmente para el
tratamiento de la Enfermedad de Chagas. Sin embargo, se ha evidenciado que su
eficacia varia segun la regiéon geografica donde se aplica, ademdas de presentar
preocupantes problemas de seguridad y tolerabilidad (Urbina, 2010). Entre estos
dos medicamentos, el BZN generalmente se considera la opcidn inicial debido a su
mejor tolerabilidad; sin embargo, ambos fAirmacos estdn asociados con efectos
secundarios significativos (Meymandi y col., 2018). En relacién con la eficacia del
tratamiento, su evaluacion se presenta como un desafio con las actuales
herramientas de diagndstico, basada principalmente en la deteccién de ADN
parasitario mediante PCR. No obstante, la PCR demuestra ser poco fiable para
verificar la erradicacién parasitaria, ya que, por motivos metodoldgicos y bioéticos,
la persistencia parasitaria solo puede determinarse a partir de muestras de sangre
periférica y no en los tejidos blanco, originando resultados variables durante la
evolucion de la infecciéon crénica debido a las fluctuaciones naturales de la
parasitemia. A pesar de ello, la identificacion del ADN del parasito en la circulacién
sanguinea después del tratamiento constituye una clara indicacién de insuficiencia
terapéutica (Britto, 2009; Pinazo y col., 2014; Alonso-Padilla y col., 2019; Schijman,
2023).

En este contexto, surgen al menos tres interrogantes de relevancia cientifica:

e ,Cudl es la causa de tanta variabilidad en la respuesta al tratamiento?
e ;Se observan diferencias de susceptibilidad farmacoldgica segin la region
geografica?

e ;Cuales son los motivos subyacentes a los fracasos terapéuticos?

Hasta la fecha, no se ha establecido ninguna respuesta concluyente. No obstante,
diversos factores han sido contemplados, entre ellos, el relacionado con la influencia
de la diversidad genética del parasito (Miles y col., 1981; Macedo y Pena, 1998;
Macedo y col., 2004; Urbina, 2010).

En afios recientes, se ha observado un aumento en la disponibilidad de datos

genomicos de diversas cepas de T. cruzi, y se ha desarrollado una amplia gama de
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herramientas moleculares para explorar su variabilidad genética (Ackermann y col.,
2012). Estos avances han impulsado significativamente nuestro entendimiento
sobre la estructura poblacional de T. cruzi, su evolucidn, eco-epidemiologia, y sus
interacciones hospedero-vector (Macedo y Pena, 1998; Campbell y col., 2004; Miles
y col., 2009; Sturm y Campbell, 2010; Zingales y col., 2012; Messenger y col., 2015).

Se ha sugerido que esta variabilidad genética podria influir en la respuesta
diferencial de T. cruzi a los tratamientos tripanocidas, aunque hasta el momento, tal
correlacion no se ha podido demostrar (Murta y Romanha, 1998; Villarreal y col.,
2004; Morenoy col.,, 2010). Investigaciones recientes han revelado una amplia gama
de respuestas a farmacos en cepas de T. cruzi de distintos linajes (Mufioz-Calderén
y col,, 2012; Moraes y col., 2014b; Mufioz-Calderdn y col., 2019). Sin embargo, la
mayoria de los estudios farmacoldgicos in-vitro fueron realizados sobre el estadio
epimastigote de T. cruzi, lo que ha llevado a proponer que la evaluacion de nuevos
compuestos tripanocidas se realice sobre los estadios parasitarios de importancia
clinica y utilizando un conjunto de cepas que representen la diversidad genética de

este parasito (Don y loset, 2014; Zingales y col., 2014; Velay col., 2021).

En este sentido, el meta-andlisis realizado en este trabajo sobre la revisiéon
bibliografica de 153 ensayos in-vitro individuales sobre estadios tripomastigote de
T. cruzi, revel6 diferencias significativas en los valores de Clso promedio entre cepas
de Tcl y las cepas/aislados pertenecientes del tipo Tcll y TcVI. Cabe destacar que
las cepas/aislados Tcl fueron significativamente menos susceptibles que las cepas
Tclly TcVI (Figuras 13, 14). Este hallazgo, al menos en primera instancia, corrobora
los primeros informes que sugirieron que las cepas Tcl podrian ser mas resistentes
al BZN que las cepas de otras UDTs (Toledo y col., 2003). Sin embargo, estudios
recientes utilizando paneles de cepas/aislados mas amplios (compuestos en su
mayoria por UDTs Tcl, Tcll y TcV), confirmaron la ausencia de correlacion entre la
susceptibilidad al BZN en pruebas de laboratorio y la diversidad genética de T. cruzi
(Villarreal y col., 2004; Moreno y col,, 2010; Moraes y col,, 2014a; Revollo y col,
2019). Adicionalmente, se pudo observar un amplio rango de susceptibilidad intra-
UDT al BZN (Moraes y col,, 2014b; Quebrada Palacio y col., 2018). Los resultados de

nuestro sub-estudio respaldan esta observacidn, ya que el analisis de los ensayos in-
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vitro en parasitos Tcll revel6 un amplio rango en los valores de ICso, oscilando entre
1,1uM y 282uM, aun teniendo en cuenta que mas del 80% de los ensayos utilizaron
la misma cepa (Cepa Y). Esta diversidad en la respuesta a los farmacos podria
vincularse con la variabilidad gendémica intra-UDT determinada mediante
aneuploidias, eventos de recombinacion, introgresiones mitocondriales y cambios
en el nimero copias del gen (Reis-Cunhay col., 2018; Reis-Cunha y col., 2022). Estos
fenémenos genéticos fueron observados durante la secuenciacién completa del
genoma de siete cepas Tcll provenientes de pacientes brasilefios, promoviendo que
estas diferencias genéticas subyacentes entre cepas estrechamente relacionadas

podrian estar relacionadas con la resistencia a farmacos (Reis-Cunha y col., 2018).

No obstante, basandonos solamente en la informacion disponible en la literatura,
resulta dificil establecer una correlacion directa entre la susceptibilidad al BZN y
una UDT especifica. A pesar de ello, seria imprudente pasar por alto la variabilidad
genética del pardsito y no considerar la necesidad de establecer condiciones
experimentales uniformes. Esto es especialmente relevante durante la fase de
diagndstico parasitoldgico, el seguimiento del tratamiento; asi como en la
investigacion y evaluacion de nuevos candidatos a farmacos destinados al

tratamiento de la ECh.

Variabilidad genética de poblaciones naturales de Trypanosoma cruzi

presentes en muestras clinicas de pacientes con Enfermedad de Chagas:

Dinamica de la circulacion parasitaria en pacientes con Enfermedad de

Chagas

Como se mencion6 con anterioridad, la variabilidad genética de T. cruzi afecta la
comprension de distintos aspectos de la biologia parasitaria. Uno de los aspectos
mas relevantes en el marco de la salud humana, es el relacionado con el diagndstico
y el seguimiento de la carga parasitaria en pacientes tratados, con la finalidad de

establecer falla terapéutica o cura parasitolégica.
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La cuantificacion de la carga parasitaria mediante qPCR ha abierto posibilidades
para monitorear el fracaso del tratamiento etiolégico en pacientes con ECh, asi como
lareactivacion de la infeccién en pacientes inmunodeprimidos, ya sea por trasplante
de o6rganos de un donante infectado con T. cruzi, coinfecciéon T. cruzi-VIH, o la
presencia de enfermedades autoinmunes o bajo quimioterapias oncoldgicas (Curay
col,, 2013; Molina y col., 2014; Torrico y col., 2018; Mufioz-Calderén y col., 2019;
Alvarez y col.,, 2020). Adicionalmente, en ensayos clinicos multi-céntricos, los
ensayos de qPCR se han utilizado durante mucho tiempo para comparar las cargas
parasitarias entre cohortes de pacientes de diferentes paises o regiones (Moreira y
col,, 2013). Para llevar a cabo estas comparaciones, desde la dltima década se han
reportado varios protocolos, utilizando curvas estandar de diferentes cepas/UDTs
de T. cruzi como referencias (Piron y col., 2007; Duffy y col., 2009; Qvarnstrom y col.,
2012; Duffy y col., 2013; Moreiray col,, 2013; Ramirezy col,, 2015). En general, estos
estudios utilizaron diferentes curvas estandar, empleando aislamientos parasitarios
con la mayor prevalencia en cada region, lo que permite una cuantificacién mas
precisa para la mayoria de las muestras de pacientes, asumiendo que estaban
infectados por poblaciones pertenecientes a una sola UDT. Sin embargo, este
enfoque podria estar generando un sesgo para la comparacion directa de las cargas
parasitarias entre muestras clinicas de diferentes pacientes, incluso dentro de la
misma region geografica, ya que pueden coexistir diferentes poblaciones de T. cruzi
superpuestas pertenecientes a UDTs distintas, con contenido gendmico variable y,
por lo tanto, presentar diferencias en el nimero de copias del gen blanco (Burgos y

col,, 2005; Burgos y col., 2008a; Burgos y col., 2010).

Para superar estas limitaciones, en la presente tesis se propuso el uso de una curva
estandar Unica de ADN sintético que permitiera la cuantificacién comparativa de las
cargas parasitarias (independientemente de la UDT de las poblaciones parasitarias
infectantes), al expresar la carga parasitaria como nimeros de copias de ADNsat/pL.
La curva estandar sintética de ADNsat de doble cadena present6 una linealidad y
eficiencia en concordancia con las curvas estandar reportadas previamente para
otros patogenos de ADN como los virus de la hepatitis Ay E (Tourinho y col., 2015)
el virus del herpes humano 1y 2 (Limay col,, 2017) y Plasmodium falciparum (Wang

y col.,, 2018). Al realizarse la cuantificacion del numero de copias de ADNsat en
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cepas/clones representativos de UDTs I-VI, fue posible observar diferencias
significativas entre Tcl y Tclll, y Tcl y TcVI. El clon Dm28c (Tcl) present6 el nimero
de copias de ADNsat mas bajo de todas las muestras de ADN parasitario evaluadas,
incluyendo cepas pertenecientes a Tcll y TcVI. Este resultado fue similar al
reportado previamente mediante la cuantificaciéon relativa de copias de ADNsat

contra un gen de mantenimiento (house keeping) de copia Unica (Duffy y col., 2009).

En estudios previos, cuando se estimaron la inclusividad y la sensibilidad analitica
de la qPCR basada en ADNsat utilizando ADNg de diferentes cepas de parasitos, se
detectaron diferentes valores de sensibilidad, los cuales correlacionaron con los
distintos dosajes génicos de ADNsat. Ademas, los limites de cuantificacidon de esta
qPCR variaron segun la cepa (Duffy y col., 2013; Ramirez y col., 2015). Esta situacion
llevd a recomendaciones de utilizar diferentes curvas estandar para la
cuantificacion de cargas parasitarias (Moreira y col,, 2013; Ramirez y col., 2015). Al
emplear el oligonucledtido sintético para ADNsat, los valores LOD9s arrojaron
resultados similares que al utilizar sangre contaminada con cepas de T. cruzi Dm28c
(Tcl) o CL-Brener (TcVI) (ambas con dosajes génicos de ADNsat diferentes). Esto
permitié proponer el ADN sintético como herramienta para facilitar la comparacion
directa de las cargas parasitarias determinadas por qPCR en muestras infectadas

con diferentes UDTs.

Una vez establecida la herramienta de cuantificacion para realizar comparaciones
entre cohortes de pacientes, se procedié a realizar el monitoreo de la carga
parasitaria sobre las muestras evaluadas en esta tesis (Tablas 1-3), permitiendo la
caracterizacion de la dindmica natural de la circulaciéon de T. cruzi en sangre
periférica en la fase aguda y crénica de la enfermedad durante un periodo cercano a

una década de seguimiento.

Para las tres series de conveniencia de pacientes evaluados, se pudo evidenciar
resultados intermitentes entre qPCRs positivas y no detectables a lo largo de todo el
seguimiento clinico-parasitoldgico. A pesar de esto, la positividad en la qPCR de
muestras entre los 9-10 afios posteriores al tratamiento, demuestra la sensibilidad

de esta herramienta diagndstica y aporta indicios sobre una posible falla terapéutica
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(Diaz-Bello y col.,, 2021; Mufioz-Calder6n y col, 2021a; Mufioz-Calderén y col.,,
2023). Adicionalmente, a lo largo del seguimiento Post-TTO de los pacientes con
EChO, la mediana de la carga parasitaria se ubic6 en un valor de -0,18 [IQR =-0,79 -
0,66] logio copias ADNsat/uL, lo que resulta en muestras positivas para el marcador
de ADNsat, pero que se encuentran por debajo del limite de cuantificacién de la

técnica.

Este caracter discontinuo de la parasitemia con una baja carga, podria estar
relacionado con la persistencia del parasito en algunos tejidos del paciente durante
la fase cronica de la enfermedad (Rassi y Marin-Neto, 2010; Nagajyothi y col.,, 2012;
Sanchez-Valdéz y col, 2018), asi como el comportamiento pan-infectivo que
presenta T. cruzi (Afez y Crisante, 2021; das Chagas Xavier y Maria Jansen, 2022;
Malheiros Araujo Silvestriniy col., 2023). Por otro lado, la accidn del sistema inmune
juega un papel fundamental en el control de los niveles de parasitos circulantes una
vez que las formas tripomastigote intracelulares son liberadas al torrente sanguineo
(Cerban y col., 2020; Macaluso y col., 2023). De hecho, se han reportado numerosos
casos de reactivacion de la infeccion con aumento de la parasitemia y las
manifestaciones clinicas de la enfermedad en pacientes inmunosuprimidos

(Schijman y col., 2000; Diez y col.,, 2007; Biro y col., 2023; Fernandez y col., 2023).

Andlisis del polimorfismo genético de poblaciones naturales de
Trypanosoma cruzi en muestras de sangre y aislamientos de pacientes

crénicos en ensayos clinicos con drogas tripanocidas.

Como se ha mencionado previamente, las poblaciones naturales de T. cruzi estan
formadas por multiples clones, lo que crea una estructura policlonal compleja. Este
panorama poblacional se ve muy influenciado por el cambio drastico de entorno
desde el vector invertebrado hasta el hospedero humano. Este proceso, junto con la
respuesta del sistema inmunitario, conduce a la eliminacion de algunos clones
durante la progresion de la infeccion (Macedo y col., 2002). Ademas, debido al
polimorfismo genético de T. cruzi, diferentes clones pueden alojarse en distintos
tejidos, lo que hace que la diversidad de clones infectantes sean factores

determinantes en la evolucion clinica de la enfermedad (Macedo y Segatto, 2010).
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Por ejemplo, en pacientes con la forma cardio-digestiva de la enfermedad se han
encontrado diferentes perfiles de PCR-RFLP de ADNK en las muestras de cada
organo, lo que indica una distribucién diferencial de poblaciones de T. cruzi
genéticamente distintas (Vago y col, 2000). Asimismo, se ha confirmado la
existencia de diversas poblaciones parasitarias en muestras de sangre periférica y
del sistema nervioso central en pacientes reactivados debido a la coinfeccién por
VIH (Burgos y col,, 2005; Burgos y col,, 2008b). Por otro lado, en un estudio que
analizé muestras de sangre colectadas en intervalos de 10 dias de pacientes con
infeccion cronica, se observé que aquellos que presentaban infecciones mixtas en la
muestra inicial, solo presentaron solamente una UDT en las muestras sucesivas
(Sanchez y col., 2013). Incluso se han detectado diferentes UDTs en muestras antes
y después del tratamiento en pacientes con falla terapéutica (Martinez-Perez y col.,,

2016).

Por tal motivo, se ha postulado que el polimorfismo genético de T. cruzi podria estar
implicado en su respuesta diferencial a drogas tripanocidas, sin embargo, la
existencia y naturaleza de esa relacion aun no han podido ser confirmadas (Murta y
col,, 1998; Villarreal y col, 2004; Zingales, 2018; Mufioz-Calderon y col., 2021a;
Munoz-Calderén y col., 2023). Por otro lado, aun no se ha dilucidado por completo
el papel que desempeiia la diversidad genética de este parasito en los contextos
clinicos y terapéuticos de diferentes regiones endémicas. Hasta la fecha, no existen
estudios genéticos de poblaciones naturales de T. cruzi que infecten a hospedadores
humanos y que hayan permitido asociar genotipos especificos del parasito con
eventos de falla terapéutica, ni esclarecer si este fendmeno se debe a resistencia

natural o inducida.

En este sentido, tanto en décadas anteriores como en la actualidad, la mayoria de los
estudios de diversidad genética y respuesta farmacologica realizados con muestras
de pacientes, son llevados a cabo con poblaciones parasitarias obtenidas de estos
parasitos y mantenidas en cultivos in-vitro (Filardi y Brener, 1987; Moreno y col.,
2010; Vela y col,, 2021; Jayawardhana y col.,, 2023; Rusman y col,, 2023). Sin
embargo, un detalle importante a considerar en estos estudios de caracterizacion

molecular es que, durante el proceso de aislamiento y cultivo parasitario pueden
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ocurrir eventos de seleccion clonal, por lo que las poblaciones de T. cruzi resultantes
dependeran del método utilizado para su aislamiento a partir de la muestra de
sangre del paciente y de las condiciones de cultivo en medio axénico (Macedo y col.,
2002). En consecuencia, el perfil genético de las cepas aisladas en cultivo podria no
coincidir con el de las poblaciones detectadas tanto en muestras directas de sangre
periférica como de tejidos infectados. Estas observaciones fueron reafirmadas
mediante los valores de C] obtenidos al comparar poblaciones parasitarias
mantenidas en cultivo axénico y poblaciones naturales de T. cruzi de los mismos
pacientes (antes como después del tratamiento). En lineas generales, los valores de
C] fueron menores en las poblaciones de parasitos enriquecidos en cultivos,

reflejando una menor diversidad genética.

Por lo tanto, con la finalidad de minimizar posibles efectos de seleccion clonal la
caracterizacidon genética mediante PCR-RFLP de estas poblaciones parasitarias, se
realiz6 directamente sobre muestras de sangre periférica, sin procesos de
enriquecimiento previo. Los resultados mostraron una variabilidad en los patrones
electroforéticos entre las muestras de sangre antes y después del tratamiento. Esta
variabilidad en las firmas de minicirculos se evidenci6 claramente en las muestras
de las dos cohortes de pacientes con EChO (todas ellas identificadas como Tcl). Sin
embargo, este perfil de variabilidad no fue apreciado en los pacientes enrolados en
el ensayo clinico de TRAENA, donde el 83% de las muestras tipificadas

correspondieron a TcVI.

Segun Lages-Silva y col. (2006), esta variabilidad intra-especifica puede atribuirse,
en términos generales, a la interaccion entre el hospedero y el parasito, la cual esta
influenciada fuertemente por la respuesta inmune del primero. Asimismo, debido al
elevado numero de copias y las altas tasas de mutacién en las regiones
hipervariables del ADNk (Tarleton, 2001), la presion selectiva del huésped puede
provocar la pérdida de copias de ADNK, lo que lleva al establecimiento de nuevos
clones en las poblaciones parasitarias (Shapiro y Englund, 1995). Esto podria ser
evidenciado en aquellos pacientes con C] diferentes entre muestras recolectadas en

diferentes momentos.
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Por otra parte, la variabilidad genética del analisis de PCR-RFLP permiti6 observar
menos del 40% de homologia en las firmas de minicirculos entre las muestras Pre-
TTO de diferentes pacientes pertenecientes a la misma micro-epidemia de
transmision oral de T. cruzi. Es decir, cada paciente presento practicamente un perfil
Unico y exclusivo en su firma genética. Resultados similares han sido reportados
mediante el analisis del ADNK utilizando la técnica de LSSP-PCR (Pena y col., 1994;
Salazar y col., 2006).

Este resultado fue contradictorio a lo esperado, ya que los eventos de EChO
ocurridos en Venezuela en 2007 y 2009 sugirieron eco-epidemioldgicamente a
poblaciones de T. cruzi UDT I haplotipo d, como una fuente inica y homogénea de
infeccion (Mufoz-Calderdén y col, 2013; Diaz-Bello y col, 2014). En efecto, se
esperaba encontrar perfiles muy similares en las firmas de minicirculos en las
poblaciones naturales de T. cruzi, sugiriendo que poblaciones de T. cruzi dentro de
una misma region geografica y relacionadas genéticamente, puedan estar
cumpliendo una funcién importante en la forma de transmisién de la enfermedad.
Sin embargo, las caracterizaciones genéticas realizadas por Munoz-Calderén y col.
(2013) y Diaz-Bello y col. (2014) se llevaron a cabo utilizando cepas de T. cruzi
aisladas de vectores, reservorios y pacientes, mantenidas en hemocultivos,
sugiriendo que durante el proceso de cultivo in-vitro ocurri6 una seleccion de
subpoblaciones. Por lo tanto, los hallazgos de este estudio indican que la variabilidad
genética observada directamente en las poblaciones naturales presentes en las

muestras clinicas, respaldan la hipétesis de una fuente de infeccién policlonal.

Trypanosoma cruzi resistente a farmacos: Desde su caracterizaciéon
molecular a la descripcién de potenciales biomarcadores de respuesta

farmacologica

A pesar que en la literatura se han reportado multiples casos de falla en el
tratamiento con NFX y/o BZN, estos siguen siendo los farmacos de primera linea
para tratar las infecciones por T. cruzi (Molina y col., 2014; Morillo y col., 2015;
Morillo y col,, 2017). Las razones subyacentes de estos resultados negativos en la

respuesta farmacoldgica atin no se han resuelto. Se ha implicado a varios factores,
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incluyendo los efectos de la toxicidad del farmaco (Caldas y col., 2019), el largo
periodo de administracion (60-90 dias) (Olivera y col., 2017), la adherencia del
paciente (Oliveray col.,, 2017), y la diversidad genética de T. cruzi (Mejia-Jaramillo y
col., 2012; Francisco y col., 2017). Adicionalmente, se han propuesto mecanismos
potenciales para la evasidn farmacolégica de T. cruzi, como la latencia parasitaria
espontanea (Sanchez-Valdéz y col., 2018), la detencidn del ciclo celular inducida por
el estrés (Dumoulin y Burleigh, 2018) y una disminucidn en la tasa de proliferacién
durante la etapa crénica (Ward y col.,, 2020). No obstante, hasta la fecha, ninguno de
estos fendmenos ha podido relacionarse directamente con la marcada variabilidad
en los niveles de susceptibilidad al BZN dentro de las poblaciones naturales de T.

cruzi (Magalhdes y col., 2022).

Aunque el modo preciso de accién de estos farmacos aun no se encuentra definido
por completo, las pruebas actuales respaldan un mecanismo en el que los
metabolitos altamente mutagénicos del NFX y BZN (incluyendo el glicoxal), causan
dafios generalizados al ADN gendémico (Hall y Wilkinson, 2012; Rajao y col.,, 2014;
Camposy col, 2017). Sin embargo, para que estos metabolitos sean liberados, tanto
NFX como BZN deben ser activados dentro del parasito por alguna enzima, dado su
caracter de prodroga (Kubata y col., 2002; Wilkinson y col., 2008; Mejia-Jaramillo y
col., 2012).

Hasta la fecha, alrededor de 93 genes han sido vinculados con la respuesta al BZN,
con diversas funciones biolégicas como: activacién de farmacos, transporte, defensa
contra ROS y metabolismo, entre otros (Villarreal y col., 2005; Murta y col., 2006;
Nogueiray col,, 2006; Andrade y col., 2008; Campos y col., 2009). Se asume que estos
genes participan en rutas de resistencia molecular en parasitos inducidos in-vitro,
posiblemente actuando como mecanismos temporales y/o permanentes para
contrarrestar y sobrevivir a la acciéon del BZN. Sin embargo, menos del 5% de estos
genes han sido validados en su papel como precursores de los mecanismos de
resistencia, y solamente uno, el gen TcNTR-1, ha sido directamente asociado con la

resistencia inducida por NFX en T. cruzi (Wilkinson y col.,, 2008; Hall y col., 2011).
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Por otra parte, de igual forma que en el caso de los estudios de diversidad genética
de las firmas de minicirculos, la totalidad de los trabajos relacionados con el estudio
de los mecanismos moleculares inherentes a la resistencia farmacolégica de T. cruzi
se han realizado utilizando como modelo, poblaciones parasitarias mantenidas en
hemocultivos. Por lo tanto, como ya lo hemos discutido anteriormente, son
poblaciones de parasitos que han podido sufrir seleccién de clones y disminucién en
la variabilidad natural de la poblacion infectante original. Por esta razén, en esta
tesis decidimos elegir 4 genes propuestos como involucrados en la evasion de los
efectos citotdxicos del BZN, con la finalidad de realizar una caracterizacién genética
de las poblaciones naturales de T. cruzi presentes en muestras clinicas de pacientes

con ECh.

En lineas generales, hemos podido evidenciar la presencia de mutaciones puntuales
en la caracterizacion genética de las 4 enzimas estudiadas. Dentro de estos SNPs
caracterizados, cerca del 20% corresponden a mutaciones del tipo transicién
dependiente del UDT de la cepa/aislado. Este hallazgo pudo corroborarse al realizar
el analisis de MLSTest sobre 25 cepas/aislados de T. cruzi con diferentes UDTs y
niveles de susceptibilidad al farmaco BZN, donde la capacidad minima
discriminatoria del analisis solamente logré separar poblaciones parasitarias segun
su UDT en 4 clusters bien diferenciados, pero sin relacionarse directamente con su
nivel de susceptibilidad farmacoldgica (Figura 25). Resulta intrigante, que el
analisis de MLSTest no haya logrado asignar a tres cepas/aislados a ninguno de
dichos clusters (PalV2, M5631 y CANIII). Esto puede deberse al origen biolégico y a
los UDTs correspondientes a cada una de ellas. El aislado PalV2, corresponde a una
poblacién Tcl obtenida en la regién norte de la Argentina a partir de un insecto
vector (T. infestans) (Cura y col.,, 2010), por lo tanto, puede estar presentando
mutaciones puntuales que la relacionan pobremente con las secuencias
representantes del cluster Tcl, conformado en su mayoria por cepas/aislados Tcl
provenientes del norte del continente (Venezuela, Colombia y Brasil). Respecto a las
cepas M5631 y CANIII, aisladas de reservorio y humano respectivamente,
pertenecen a las UDTs Tclll y TclV, respectivamente (Stevens y col., 1998; Zingales
y col,, 2009), lo que sugiere que la presencia de SNPs diferentes entre si pueden ser

producto de su divergencia evolutiva (Sturm y Campbell, 2010; Reis-Cunha y col,,
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2022). Sera necesario caracterizar otras cepas pertenecientes a estos UDTs para
constatar si los SNPs diferenciales hallados son caracteristicas conservadas dentro

de estos UDTs, o son caracteristicas particulares de las cepas analizadas.

Ya se ha mencionado sobre la gran variabilidad genética que presenta T. cruzi
independientemente del UDT al que pertenezca la cepa/aislado, sin embargo,
también esta claramente identificado que las mutaciones que dan origen a fenotipos

resistentes a farmacos pueden aparecer en un sinfin de combinaciones complejas.

La resistencia de un organismo a un farmaco determinado puede ser el resultado de
ciertos polimorfismos presentes en un solo gen, mientras que para otros farmacos,
puede originarse por la aparicién de mutaciones primarias que, combinadas con
polimorfismos en otros genes, generan los fenotipos resistentes (Teppay col., 2020).
En este trabajo de Tesis observamos que conjuntos de secuencias de los genes Tcntr-
1, Tcoyey Tcakr obtenidas a partir de poblaciones naturales de T. cruzi presentes en
muestras clinicas, pueden ser utilizadas para extraer informaciéon sobre la respuesta
de T. cruzi en pacientes tratados con NFX/BZN. En este sentido, consideramos que
esta caracterizacion aporta nuevos conocimientos potencialmente utiles para
avanzar en el abordaje integral de pacientes con ECh con diagndstico de falla
terapéutica, ya que por primera vez se ha logrado integrar la caracterizacidon
molecular de poblaciones de T. cruzi presentes en muestras de sangre (antes y/o
después del tratamiento), al analisis in-silico de docking y dindmica molecular. Todo
ello, basado en predicciones y modelados 3D a partir de las secuencias
aminoacidicas de las enzimas TcNTR-1, TcOYE y TcAKR presentes en estas

poblaciones naturalmente infectantes.

El presente analisis mostré patrones que contienen mutaciones sinénimas o no
sindnimas presentes en residuos ubicados dentro o fuera de los dominios cataliticos
de las tres enzimas estudiadas, pudiéndose correlacionar (al menos a nivel
estadistico) alguna de estas mutaciones con valores de ICso que definen a esas

poblaciones de T. cruzi como resistentes a BZN.
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El analisis de las mutaciones en la enzima TcNTR-1 revel6 que las poblaciones
naturales de T. cruzi (inclusive a nivel intra-UDT) pueden presentar mas de un tipo
de mutaciones en su secuencia aminoacidica. Por ejemplo, se pudieron caracterizar
18 polimorfismos asociados a muestras tanto Pre-TTO como Post-TTO, siendo el
50% de ellos codones de terminacién temprana (p.TcNTR-1_Asp5* p. TcNTR-
1_Trp18*, p. TcNTR-1_Leu26*, p. TcNTR-1_Ser76*, p. TcNTR-1_Met85*, p. TcNTR-
1_Pro232* p. TcNTR-1_Trp239*, p. TcNTR-1_Met243* y p. TcNTR-1_Tyr284%*).
Resultados similares fueron encontrados por Campos y col. (2014), quienes después
del aislamiento in-vitro de tres clones resistentes a BZN (partiendo de una misma
poblacién parental de T. cruzi expuesta a presidon selectiva con BZN), logré
identificar una mutacién generadora de un cod6n de terminacion en el gen Tcntr-1.
Sin embargo, a pesar de que esta mutacion por si sola fue insuficiente para explicar
la diversidad inter-clonal de la resistencia al BZN observada (Camposy col., 2014),
debemos tener en cuenta que la resistencia en estas poblaciones parasitarias fue
alcanzada mediante presion farmacologica, lo que pudo haber alterado algin otro

mecanismo molecular/celular de dichos parasitos.

Result6 intrigante que ninguno de los polimorfismos descritos en este estudio,
fueron descritos previamente en secuencias del gen Tcntr-1 caracterizadas a partir
de 28 cepas colombianas, a pesar de presentar divergencias en la susceptibilidad in-
vitro al BZN (CIso 1,5-35 pM) (Mejia-Jaramillo y col., 2012). Todos estos hallazgos
podrian estar sugiriendo, que la resistencia a BZN originada por polimorfismos en
la secuencia de TcNTR-1, es un rasgo adquirido que requiere de presion

farmacolégica (Petravicius y col., 2019).

Sin embargo, los polimorfismos que resultan en la formaciéon de codones de
terminacién temprana o cambios en el marco de lectura, identificados en esta tesis
a partir de poblaciones de parasitos aisladas por hemocultivo (antes del
tratamiento) o de poblaciones naturales de T. cruzi presentes en muestras clinicas
Pre-TTO, respaldan la hipdtesis de la existencia de poblaciones naturalmente

resistentes a NFX/BZN propuesta por Filardi & Brener (1987).
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Al momento de caracterizar molecularmente la enzima TcNTR-1, pudimos observar
que la zona que presenté mayor variabilidad de secuencia fue la regién N-terminal
(residuos 1 al 60). Resultados similares fueron hallados por Mejia-Jaramillo y col.
(2012). En esta region, se ha reconocido filogenéticamente la presencia de una
secuencia de direccionamiento mitocondrial (Wilkinson y col., 2008; Montenegro y
col,, 2017), inferida tanto en tripanosomatidos sensibles como resistentes al BZN.
Sin embargo, solamente en poblaciones parasitarias de Trypanosoma brucei se ha
podido demostrar experimentalmente que la secuencia ubicada en el extremo 5'

dirige proteinas hacia la mitocondria (Wilkinson y col., 2008).

Analisis realizados sobre las secuencias de TcNTR-1 obtenidas en este trabajo
mediante la herramienta MitProt-Pred (Mirza y col, 2013), identificaron la
secuencia peptidica N-terminal de 18 residuos MKRNDIKRGLWDSLILYW, como un
péptido de direccionamiento a mitocondria presente en todas las muestras clinicas
evaluadas. Esta secuencia peptidica, fue previamente descrita para T. cruzi por
Wilkinson y col. (2008), muestra un grado de conservaciéon de aproximadamente
98% en las especies del género Trypanosoma, siendo una excepcion Trypanosoma
rangeli. Esta especie carece por completo del péptido de direccionamiento a
mitocondria, por lo cual se ha hipotetizado que la sefial mitocondrial se perdi6 en
algiin punto, probablemente durante la division de los subgéneros Schizotrypanum

(T. cruzi) y Herpetosoma (T. rangeli) (Montenegro y col., 2017).

Los andlisis realizados en este trabajo demostraron un alto grado de polimorfismo
intra-T. cruzi, pudiéndose describir siete mutaciones a nivel de residuos, siendo
identificadas tres de ellas como UDT dependientes (p.TcNTR-1_Gly9Arg, p.TcNTR-
1_TrpllLeu 'y p.TcNTR-1_Leulé6Ser), apareciendo exclusivamente en
cepas/aislados del tipo Tcll/V/VI. (Figura 51).

Como se ha sefialado previamente, en el andlisis de secuencias de TcNTR-1 realizado
en este estudio, se han identificado diez codones de terminaciéon temprana que hasta
el momento no han sido descritos en la literatura cientifica. Resulta intrigante, que
dos de dichos codones de terminacion temprana se localicen dentro de este tracto

de 18 residuos (p.TcNTR-1_Asp5* y p.TcNTR-1_Trp18*). Considerando que esta
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region podria estar relacionada con funciones de direccionamiento a la mitocondria,
este hallazgo podria estar sugiriendo una posible implicacién funcional y reguladora

especifica de esta regién en la biologia subcelular de la enzima TcNTR-1.

RO
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Figura 51. Representacion grafica de la secuencia consenso de los primeros 18 residuos, a partir del
alineamiento multiple de 50 secuencias de la enzima TcNTR-1 obtenidas de poblaciones naturales de
Trypanosoma cruzi.
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17

Hasta el momento, no existe informaciéon que indique si este péptido sefial es
importante para la bioactivacion del BZN. De hecho, la actividad de TcNTR-1 solo ha
sido medida a partir de enzimas recombinantes que contienen solamente el dominio
catalitico (Wilkinson y col., 2008; Voak y col, 2013). No obstante, estos datos
sugieren la necesidad de verificar experimentalmente si estas secuencias peptidicas
realmente direccionan hacia la mitocondria, si intervienen en los procesos de
procesamiento del farmaco y si alguna modificacion en su estructura puede incidir

en fenotipos parasitarios resistentes a farmacos.

A diferencia de la region N-terminal, el alineamiento de las proteinas TcNTR-1
obtenidas en este trabajo, logr6 demostrar un porcentaje del 87,43% en la
conservacion de los residuos criticos involucrados en la interaccion de su cofactor,
la FMN. Al no contar con un modelo cristalizado de la enzima, la totalidad de los
estudios de interaccién entre la enzima TcNTR-1 y su cofactor presentados en la
bibliografia, se han realizado basados en predicciones in-silico. Motivado a esto, no
existe a la actualidad una definicién exacta sobre cudles son los residuos de contacto
especificos entre la FMN y la enzima TcNTR-1. Sin embargo, Wilkinson y col. (2008)
mediante comparacion con la estructura cristalizada de la enzima NTR-1 de
Escherichia coli B, logro definir a los residuos Arg92, Gln151, Gly265 y Arg304 como

los de mayor importancia en la interaccion Enzima-FMN, mediante la utilizacion del
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programa TURBO y refinamiento con PROCHECK version 2.0. Por su parte, tanto
Araque Marin & Soto-Ospina (2018) como Cirqueira y col. (2022), realizando
predicciones de estructura mediante [-TASSER y Swiss-Model, respectivamente,
ubican el presunto sitio de interacciéon con la FMN entre los residuos Arg88, Ser90 y
Arg300 (estabilizando el grupo fosfato de la cola de la FMN), y los residuos Lys92,

GIn149 y Glu264 (estabilizando la region central del anillo de isoaloxazina).

Este estudio no fue una excepcion en el uso de herramientas de simulaciéon para
definir la interaccién enzima-cofactor. Se decidié realizar las predicciones de
modelado utilizando el algoritmo mas actual de prediccién de estructuras proteicas
basado en Machine Learning, AlphaFold. Los resultados obtenidos fueron similares
a los descritos anteriormente, por lo que podria concluirse que la interaccién de la
FMN con la enzima TcNTR-1 se encuentra ubicada alrededor de los residuos Arg92,
Ser92, Lys96, GIn147 y Gly263. Este hallazgo se respalda mediante cuatro analisis

in-silico diferentes e independientes.

Respecto a las tasas de mutacion de estos residuos de interaccion, poco se conoce
hasta el momento. No obstante, se ha reportado que la mutacion en el residuo Arg88
provoca la pérdida completa de interaccion con la FMN y, consecuentemente, de la
actividad enzimatica (Cirqueira y col.,, 2022). Por otro lado, las mutaciones en los
residuos Ser92 y Arg300 resultan en una pérdida parcial de la actividad nitro-
reductasa sin que ocurra una diferencia significativa en la unién de la FMN, lo que
sugiere la poca relevancia de estos residuos en la interaccién con los sustratos (Hall
y Wilkinson, 2012). En nuestros datos, estos residuos muestran una identidad de
secuencia cercana al 95% entre todas las muestras evaluadas. Encontramos
polimorfismos exclusivamente en aquellas secuencias que presentaron cambios en
el marco de lectura, los cuales fueron causados por mutaciones no sinénimas o

codones de parada prematuros.

Uno de las evidencias mas intrigantes obtenidas del analisis de secuencias para la
enzima TcNTR-1 fue la caracterizacién de un polipéptido de Serina entre los
residuos 72 y 78 (Figura 52). Este polipéptido es producto de una secuencia de

microsatélite TCA ubicada entre los nucledtidos 211-237 y hasta el momento no
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habia sido descrito en las caracterizaciones moleculares de TcNTR-1 realizadas por
Wilkinson y col. (2008), Mejia-Jaramillo y col. (2012), Campos y col. (2014, 2017),
Araque Marin & Soto-Ospina (2018) y Cirqueira y y col. (2022). Esta regién con

repeticiones de Serina presenta dos caracteristicas especificas:

e Laprimera de ellas es su ubicacion, la cual ocurre entre la regién N-terminal
que contiene al péptido sefial de direccionamiento a mitocondria y el
dominio catalitico de la enzima.

e La segunda caracteristica corresponde a su longitud. A partir del

alineamiento multiple de secuencia se pudo corroborar que este polipéptido

de Serina presentaba una longitud variable entre 5y 7 residuos.
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Figura 52. Representacion grafica de la secuencia consenso del bloque de residuos 69 al 95, a partir
del alineamiento multiple de 50 secuencias de la enzima TcNTR-1 obtenidas de poblaciones naturales
de Trypanosoma cruzi.

Inicialmente, pensamos que esta variacion podria corresponderse a un
polimorfismo UDT-dependiente, debido a que el polipéptido mas largo (7 residuos)
siempre fue caracterizado en poblaciones parasitarias Tcl. Sin embargo, al ir
sumando al estudio un mayor nimero de secuencias de la enzima obtenidas de
poblaciones pertenecientes a diversos UDTs, se determiné que esta caracteristica
también podia ser encontrada en cepas/aislados Tclll o TcVI, aunque en mucha
menor proporciéon (aproximadamente el 5% de las secuencias con esta
caracteristica). Posteriormente, hipotetizamos que la longitud del polipéptido
podria estar asociada a susceptibilidad o resistencia farmacoldgica, pero los analisis
de correlacion entre la longitud del repetido de Serina y los valores de ICso de
cepas/aislados caracterizados como susceptibles o resistentes a BZN, no resultaron

estadisticamente significativos.
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El andlisis de bases de datos de secuencias ha demostrado que las repeticiones de
un solo aminoacido no son raras en las proteinas (Katti y col., 2000). Sin embargo,
se pueden encontrar registros que indican que la repeticidn de ciertos aminoacidos,
como la Glutamina, Alanina, Glicina, Acido Glutdmico, puede influir en la estructura
tridimensional y estabilidad de las proteinas y, por lo tanto, en su funcién (Green y
Wang, 1994). Se ha demostrado que péptidos sintéticos de poli-Glutamina forman
laminas B y podrian funcionar como cierres polares en interacciones proteina-
proteina (Perutz y col., 1994). Por su parte, la Serina es un aminoacido que puede
ser fosforilado, lo que sugiere que la presencia de repeticiones de Serina en ciertas
regiones de una proteina podria influir en su capacidad para ser fosforilada. Esto sin
duda afectard mecanismos importantes para la regulacion en muchas vias
metabdlicas y de sefializacién celular (Sellis y col, 2012). Finalmente, analisis
realizados en la base de datos SWISS-PROT sobre proteinas que contienen
repeticiones de aminoacidos en tandem (aproximadamente 10 repeticiones),
indican que las repeticiones de un solo aminodacido no han sido asignadas a ningin
dominio funcional. De hecho, en muchos casos las repeticiones de un solo
aminoacido muestran variaciones en longitud en la misma proteina entre especies,
por lo que probablemente no cumplan ninguna funciéon y sean solo un mecanismo
para aumentar el tamafio de la proteina (Green y Wang, 1994), o simplemente estén
actuando como separadores entre dominios (Golding, 1999). Por lo tanto, se puede
especular que las expansiones de repeticiones de aminoacidos, especialmente de
aminodcidos hidrofilicos (como la Serina), podrian ser toleradas hasta cierto punto
si ocurren en las regiones de enlace y si pueden ser facilmente solvatadas en la
superficie de la proteina (Katti y col., 2000). Sin embargo, este es un campo todavia

por explorar en poblaciones parasitarias con la plasticidad genémica de T. cruzi.

Ya se ha mencionado con anterioridad que en el caso de los farmacos NFX y BZN, los
fenotipos de resistencia pueden surgir mediante un mecanismo de "pérdida de
funcion". Un ejemplo claro de esto, son los aislados obtenidos por Wilkinson y col.
(2008) que carecen de una copia completa del cromosoma que contiene el gen Tcntr-
1. Sin embargo, estudios recientes han mostrado casos contrarios, es decir,
poblaciones parasitarias que presentan resistencia farmacologica asociada con

aumentos en el nimero de copias en los cromosomas 11 y 13, partiendo de
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poblaciones parentales que presentan genes de copia simple (Campos y col.,, 2017).
La explicacion mas simple para este hallazgo, es que el aumento en la expresion de
uno o mas de los genes relacionados contribuye al establecimiento del fenotipo
resistente (Campos y col.,, 2017). Sin embargo, dada la plasticidad genética de T.
cruzi ya ampliamente mencionada, no podemos excluir la posibilidad que estos
aumentos en el nimero de copias hayan sido adquiridos independientemente por
ciertos clones de la poblacién parasitaria, y estos se hayan fijado en la poblacién

mediante procesos de seleccién clonal.

Ahora bien, en el genoma de T. cruzi podemos encontrar genes relacionados con el
metabolismo de farmacos tripanocidas que presentan multiples copias y/o su
actividad esta directamente relacionada, con los niveles de expresion en los estadios
parasitarios. Este es el caso de las enzimas con actividad oxidorreductasa

dependiente de NAD(P)H TcOYE y TcAKR.

Queda claro en la bibliografia que las enzimas TcOYE y TcAKR pueden reducir
compuestos nitro-heterociclicos, pero se conoce muy poco acerca de cual es el rol
biolégico de estas enzimas, qué funcion cumplen en beneficio del parasito y
finalmente, cudl es su implicancia en la interaccion hospedero-patdgeno y en la

generacion de resistencia parasitaria.

A partir de la caracterizacién molecular y posterior modelado in-silico de las
estructuras terciarias de las enzimas TcOYE y TcAKR realizada con mas de 30
secuencias de cepas/aislados de referencia, y de 17 secuencias obtenidas de
poblaciones naturales de T. cruzi, pudimos determinar que ambas enzimas poseen
estructuras terciarias muy similares con plegamiento del tipo (a/ )s-10 barril que

corresponde a ocho o diez laminas 3 rodeadas de ocho a diez hélices a.

También se observo que, a pesar del gran nimero de polimorfismos presentes en
las secuencias de la enzima TcAKR en comparacion con TcOYE, tanto el andlisis de
evolucion neutra (analisis Ka/Ks) como las predicciones in-silico de las estructuras
terciarias, revelaron una alta conservacion en ciertas regiones de la proteina,

especialmente en los residuos cataliticos y el sitio de union al cofactor. Estos
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hallazgos respaldan investigaciones previas que sugieren una conservacién
significativa en ambas enzimas (Jez y col., 1997; Toogood y col., 2010; Diaz-Viraqué
y col, 2018; Diaz-Viraqué y col.,, 2023). Gracias a su similitud estructural, y
conservacién de secuencias entre diversas especies de Kinetoplastideos (Diaz-
Viraqué y col., 2018; Diaz-Viraqué y col., 2023), OYE y AKR han sido propuestas
como potenciales dianas para el disefio de farmacos para terapias conjuntas
dirigidas a especies del género Leishmania, T. cruzi y T. brucei. Sin embargo, la
similitud estructural de la enzima TcAKR y la PGFza sintasa de Leishmania major con
su homologo en humanos (PDB: 1ry8) constituye un obstaculo para estos disefios

farmacoléogicos (Moeny col., 2015).

Varias caracteristicas revelan la importancia de la actividad de las enzimas con
capacidad PGF:a sintasa para los tripanosomatidos. Reportes previos han
demostrado que parasitos con sobreexpresion de TcOYE, produjeron un pico de
parasitemia mdas temprano y una carga parasitaria cardiaca aumentada en modelos
de ratones (Benziger y col, 2017). Adicionalmente, estos parasitos con
sobreexpresion de TcOYE presentaron una capacidad reducida para completar el
ciclo de vida, lo que podria explicar la presencia de una mayor carga parasitaria en
el tejido cardiaco en ratones infectados (Benziger y col, 2017). Ademas, la
sobreexpresion de TcOYE también otorga a T. cruzi una mayor susceptibilidad
frente al NFX (Diaz-Viraqué y col,, 2018). Sin embargo, se ha observado que bajo
exposicién continua al farmaco NFX, el gen TcOYE se inactiva, lo que sugiere su
participaciéon en mecanismos de resistencia farmacolégica (Murakami y col., 2013;

Garcia-Huertas y col., 2017).

Con respecto a TcAKR, estudios funcionales recientes determinaron que la enzima
esta implicada en el metabolismo reductor de BZN (Garavaglia y col.,, 2016), pero no
hay ningtn reporte in-vivo que corrobore su actividad reductora frente a NFX. En
cuanto a los niveles de proteina, se ha descrito que su sobreexpresion en T. brucei
no afecta la susceptibilidad frente a NFX (Hall y col., 2011). Sin embargo, tanto Diaz-
Viraque y col. (2023), Garavaglia y col,, (2016) y Gonzalez y col. (2017), han
demostrado que la sobreexpresion de AKR origin6 un aumento de la resistencia de

T. cruzi frente a BZN.
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Los resultados provistos por esta tesis, no se basaron en el estudio de los valores de
expresion del gen TcOYE o TcAKR, pero a través del estudio de caracterizacién
genética fue posible asociar cambios en los marcos de lectura y/o codones de
terminacion temprana con muestras de pacientes con un diagnéstico establecido de
falla terapéutica (p.TcOYE_Leul3* p.TcOYE_Argl9Valfs*9, p.TcOYE_His106%,
p.TcOYE_Arg169Glyfs*85, p.TcOYE_Alal87Valfs*67, p.TcOYE_Cys238Alafs*16,
p.TcOYE_Glu361%, p.-TcAKR_Tyr51%, p.TcAKR_Val75% p.TcAKR_Ser82%,
p.TcAKR_Thr121*,  p.TcAKR_lle137*,  p.TcAKR_Prol44*  p.TcAKR_Val160*,
p.TcAKR _Trp188*, p.TcAKR_Trp248* y p.TcAKR_Arg268*). Estos codones de
terminacion temprana en ciertas copias de TcOYE y TcAKR, dardn como resultado
una sintesis de proteina incompleta, disminuyendo la cantidad de enzima total
disponible en las poblaciones parasitarias en estos pacientes y, por lo tanto,

disminucion en la susceptibilidad frente a los farmacos NFX/BZN.

A pesar de estas limitaciones derivadas del tratamiento de la ECh con los farmacos
disponibles, su actividad anti-T. cruzi es particularmente interesante, dado que una
sola dosis administrada puede disminuir rapidamente la carga parasitaria en un
90% o mas, y los protocolos de tratamiento abreviados pueden lograr la cura
parasitoldgica en ratones y humanos (Sanchez-Valdéz y col., 2018). Sin embargo, los
regimenes de tratamiento convencionales de 30 dias e incluso de 60 dias tienen
tasas de fracaso que superan el 50% (Afiez y col.,, 2015). Las diferencias en los
resultados del tratamiento son multifactoriales, donde podemos mencionar el
indculo inicial de infeccién, la genética parasitaria, el tiempo de infeccion, la

respuesta inmunitaria del huésped, entre otros.

Si a esto le sumamos que, existe evidencia experimental que tanto TcOYE como
TcAKR se encuentran reguladas de manera diferencial a lo largo del ciclo de vida de
T. cruzi (Diaz-Viraqué y col.,, 2018; Diaz-Viraqué y col, 2023), el panorama se
complica mucho mas. Se ha podido demostrar, que ambas enzimas son expresadas
solamente en las formas replicativas del parasito (epimastigote y amastigote) a nivel
de proteina y ARNm, pero no son detectables en las formas tripomastigote. En
particular, para el caso de TcOYE no es posible su deteccion en las formas

tripomastigote antes que ocurra la infeccion de células mamiferas y tampoco cuando
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los parasitos comienzan a diferenciarse en formas tripomastigote intracelulares
(antes de liberarse del citoplasma de la célula infectada), lo que sugiere que esta
proteina no es relevante al principio y al final del ciclo de infeccién intracelular

(Diaz-Viraqué y col., 2018).

Por lo tanto, teniendo en cuenta que NFX y BZN son prodrogas que necesitan ser
metabolizadas por los parasitos para liberar sus compuestos activos, que han
demostrado un efecto tripanocida confirmado contra las formas tripomastigote y
amastigote de T. cruzi, que las enzimas TcOYE y TcAKR estan expresadas en las
formas replicativas del parasito pero no en los estadios tripomastigote, y que
investigaciones recientes han sugerido que algunas formas amastigotes podrian
entrar en un estado de latencia (Sanchez-Valdéz y col., 2018; Barrett y col., 2019;
Bustamante y col., 2020), podriamos inferir que una de las principales causas de
evasion de farmacos por parte del parasito, y que eventualmente podria llevar al
fracaso terapéutico, radica en las limitadas vias de metabolizacién de NFX y/o BZN
por parte de T. cruzi durante la infeccién. Esto indica que la busqueda de
tratamientos farmacolégicos con mecanismos de accion diferentes a los disponibles

actualmente se vuelve una prioridad.

Uno de los principales obstaculos para el desarrollo clinico de nuevos medicamentos
para la ECh sin duda alguna, es la falta de una prueba adecuada que pueda evaluar
el éxito del tratamiento de manera oportuna. La definicién de criterios de cura para
la ECh ha sido motivo de debate desde hace afios, motivado al desarrollo y la
patologia complicadas de la enfermedad, complejidades del ciclo de vida del parasito
y sus interacciones con el huésped. Otro problema es la falta de consenso sobre la
evaluacion de la eficacia del tratamiento y las herramientas inadecuadas para

abordarlo (Ruiz-Lancheros y col., 2019).

Todos los esfuerzos actuales de desarrollo de nuevos medicamentos para la ECh
estdn centrados en estrategias para eliminar al parasito por completo del
organismo. Sin embargo, no existe una prueba absoluta que demuestre que la cura
parasitoldgica es sinonimo de cura clinica. Hasta el momento, la inica herramienta

para evaluar eficacia del tratamiento son las pruebas serolégicas (seroconversion)
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(Falk y col., 2022). Sin embargo, para que pueda observarse seroconversion en un
paciente adulto tratado, pueden transcurrir décadas, haciéndola poco util para

concluir la eficacia de tratamiento en ensayos clinicos (Alonso-Padilla y col., 2020).

Los ensayos clinicos son y seguirdn siendo el estdndar de oro para medir la eficacia
de los medicamentos, pero cuando es posible contar con marcadores de resistencia
molecular bien caracterizados en el modelo de estudio, su simplicidad de uso,
robustez y escalabilidad los convierten en un complemento potencialmente

poderoso para los ensayos clinicos (Plowe y col., 2007).

Por ejemplo, en el contexto de la malaria, el valor potencial para la salud publica que
ha significado caracterizar marcadores de resistencia molecular radica en su
utilidad como herramientas para la vigilancia de los valores de sensibilidad de las
diversas especies de Plasmodium frente a los medicamentos (Denis y col., 2006;
Plowe y col., 2007). Un ejemplo claro de la utilidad de los marcadores moleculares
de resistencia en salud publica, ocurrié cuando Tanzania necesit6 urgentemente un
reemplazo del tratamiento antimalarico. La prevalencia de los marcadores de
resistencia a Sulfadoxina-Pirimetamina (SP) predijo que inicialmente seria mas
efectiva que la Cloroquina, pero su eficacia pronto se veria comprometida.
Basandose en esta informacién, el Ministerio de Salud de dicho pais adopt6 a la SP
como farmaco de primera linea disponible, mientras buscaba activamente un

tratamiento mas efectivo (Djimdé y col., 2004).

En el panorama de la ECh, esta tesis aporta la primera caracterizaciéon molecular de
polimorfismos en genes posiblemente involucrados en mecanismos de activacién de
los dos medicamentos disponibles para el tratamiento, presentes directamente en
una muestra representativa de la variabilidad genética de T. cruzi, asi como en
muestras clinicas de pacientes. Para evaluar su importancia clinica, los marcadores
moleculares obtenidos mediante analisis de correlacion y MDR fueron evaluados en
un reducido nadmero de muestras de pacientes que fueron caracterizados con falla
terapéutica, encontrandose un 34,2% de concordancia. Sin embargo, lograr

establecer el valor predictivo de estos marcadores moleculares todavia implica un
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gran desafio por delante, principalmente porque distintos factores de la resistencia

intrinseca del parasito afectan estos resultados.

A pesar de que los marcadores seleccionados en este trabajo (TcNTR-1_D5* TcNTR-
1_W20*, TcNTR_S77_L78InsSS, TcNTR_S76* TcOYE_L13W y TcAKR T121%)
correlacionan casi perfectamente con valores de resistencia in-vitro, otros factores
como la inmunidad adquirida, la carga parasitaria, el cumplimiento de los regimenes
de tratamiento, la dosificacion y la farmacocinética inciden en los procesos de

seleccidn clonal y seleccidn de poblaciones parasitarias resistentes.

Por lo tanto, la utilizacién de modelos multivariables que tengan en cuenta la
farmacocinética y otros factores que contribuyan a explicar la eficacia del
tratamiento mejorarian la capacidad predictiva de los marcadores moleculares para

la resistencia (Plowe y col., 2007).

Consideraciones finales y perspectivas a futuro

Diversos estudios han mostrado que los efectos mutagénicos inducidos por el
tratamiento con BZN pueden ser extensos y afectar a todo el genoma de T. cruzi, con
una variedad de consecuencias fenotipicas, incluida una capacidad reducida de
reparacion del ADN y resistencia a maultiples farmacos. Estos resultados tienen
muchos paralelismos con la situacion de resistencia farmacoldgica evidenciada en
diversos tipos de cancer, donde la presién selectiva, junto con la adquisicién
temprana de defectos en la maquinaria de activacién de fArmacos o reparacion del

ADN, pueden impulsar al desarrollo de resistencia.

Independientemente del mecanismo exacto responsable de la resistencia
farmacologica en T. cruzi o del desarrollo de nuevos farmacos con mecanismos de
accion diferentes al NFX o BZN, con el fin de poder realizar terapias combinadas, es
crucial llevar a cabo un monitoreo cuidadoso de los pacientes. Esto es indispensable,
incluso cuando se emplea una segunda linea de tratamiento, debido a la plasticidad
genética que presenta T. cruzi. En este sentido, los resultados obtenidos a partir del

meta-andlisis realizado en esta tesis pretenden reforzar la importancia del
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seguimiento farmacolégico de T. cruzi sobre estadios relevantes para la infeccién
humana (formas tripomastigote o amastigote). Esto puede derivar en una
perspectiva experimental mas real de la susceptibilidad de T. cruzi frente a
NFX/BZN, con la finalidad de obtener un mapa epidemiolégico de resistencia mas
completo que, sin duda alguna, favorecera al desarrollo de nuevas formulaciones

para el tratamiento de la ECh.

Por otro lado, aunque debemos ser cuidadosos al extrapolar los resultados
obtenidos in-vitro a la clinica, los resultados obtenidos en esta tesis subrayan la
necesidad de continuar realizando estudios de caracterizacion genética en
poblaciones naturalmente infectantes de T. cruzi, utilizando muestras de sangre de
pacientes con ECh. La heterogeneidad poblacional identificada en este tipo de
muestras (tanto Pre-TTO como Post-TTO), en comparacién con las poblaciones
parasitarias del mismo paciente establecidas en cultivos in-vitro, ha demostrado la
importancia de considerar la subestimacion de la variabilidad genética al clasificar
un aislado de T. cruzi como susceptible o resistente al tratamiento etiologico. El
conocimiento de la heterogeneidad en las poblaciones de T. cruzi, es crucial para
determinar si la apariciéon de polimorfismos en genes asociados a resistencia
farmacoloégica, es resultado de la presion selectiva del farmaco (analisis Post-TTO)

o proviene de mutaciones naturales que han contribuido al fracaso terapéutico.

Consideramos importante destacar que, la vigilancia epidemiolégica de los cambios
genéticos en agentes causales de enfermedades desatendidas ha logrado ser util
para predecir la resistencia farmacolégica, mejorar los tratamientos y prevenir la
propagacion de enfermedades como la Malaria. Para realizar lo mismo en la ECh, es
crucial realizar un estudio mas detallado de los polimorfismos presentes en genes
como Tcntr-1, Tcoye y Tcakr en diversas poblaciones de pacientes infectados con T.
cruzi. Ademas, es imprescindible identificar nuevos genes que puedan servir como
marcadores de resistencia. No obstante, para avanzar en esta linea de investigacion,
resulta fundamental disponer de una amplia base de datos que contenga estructuras

proteicas cristalizadas mediante difraccion de rayos X.

175



Finalmente, dado que la regulaciéon de la expresion génica en T. cruzi ocurre
principalmente a nivel post-transcripcional, es crucial verificar si los niveles de
expresion de aquellos transcritos que presenten los polimorfismos caracterizados
mas frecuentes, se traducen en una cierta abundancia de estas enzimas en cuestidn.
También serd interesante verificar si, los parasitos transfectados con genes que
contienen estas variantes polimérficas muestran un incremento en la resistencia a
BZ y a otros farmacos. Experimentos en esta direcciéon estdn en marcha en el

laboratorio, utilizando para ello herramientas de CRISPR-Cas9.
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Abreviaturas

°C

ADN
ADNk
ADNsat
ARN
ARNr
ACP
BENEFIT
BZN

BTA

Ct

CvC

CJ

dNTPs
ECh
EChO
EDTA
Eq.Par/mL
FMN
GEB

GSH

IAC

IG

pL

uM
MLEE
mM Milimolar
NADH
NADPH

Grados centigrados

Acido desoxirribonucleico

Acido desoxirribonucleico del kinetoplasto
Acido desoxirribonucleico satélite
Acido ribonucleico

Acido ribonucleico ribosomal
Analisis de Componentes Principales
Benznidazole Evaluation for Interrupting Trypanosomiasis
Benznidazol

Balanced testing accuracy

Ciclo umbral

Cross-validation consistency
Coeficiente de Jaccard
Dideoxinucleotidos trifosfato
Enfermedad de Chagas

Enfermedad de Chagas Oral

Acido tetra-acético de etilendiamina
Equivalente parasitario por miliLitro
Flavin Mononucleétido

Buffer Guanidina EDTA

Glutation

Control interno de amplificacién
Information gain

microLitro

microMolar

Multi-Locus Enzyme Electrophoresis
Milimolar

Nicotinamida Adenina Dinucleotida

Nicotiamida-Adenina Dinucleotido Fosfato
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NFX
OMS

pb

PCR
qPCR
Pre-TTO
Post-TTO
RFLP
RMSD
RMSF
Rpm

seg

SNP
TRAENA
Tentr-1
TcNTR-1
Tcoye
TcOYE
Tcakr
TcAKR
UDT

Nifurtimox

Organizaciéon Mundial de la Salud

Pares de bases

Reaccién en cadena de la polimerasa

PCR en tiempo real cuantitativa

Antes del Tratamiento

Despues del Tratamiento

Restriction fragment length polymorphism

la desviacidn cuadratica media

Fluctuacion Cuadratica Media por Residuo

Revoluciones por minuto

Segundos

Polimorfismo de nucledtido unico

TRAtamiento EN pacientes Adultos

Gen de Nitroreductasa de tipo 1 de Trypanosoma cruzi
Enzima Nitroreductasa de tipo 1 de Trypanosoma cruzi
Gen de la Prostaglandina F2a sintasa de Trypanosoma cruzi
Enzima Prostaglandina F2a sintasa de Trypanosoma cruzi
Gen de la Aldo-Keto reductasa de Trypanosoma cruzi
Enzima Aldo-Keto reductasa de Trypanosoma cruzi

Unidad Discreta de Tipificacién
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Tabla Suplementaria 1. Caracteristicas epidemioldgicas de las cepas de referencia
de Trypanosoma cruzi presentes en el biobanco del laboratorio de Biologia
Molecular de la Enfermedad de Chagas (INGEBI) - CONICET.

Codigo . Origen Origen Condicion
Cepa/Aislado UDT | Tipo de muestra geografico | bioldgico frente al
NFX/BZN
SylvioX10/1 | Cultivo in-vitro Brasil Humano Susceptible
Dm28c | Cultivo in-vitro | Venezuela | Reservorio | Resistente
Colombiana | Cultivo in-vitro | Colombia Humano Resistente
BrazilA4 [ ADNg Brasil |Desconocido| Resistente
DA [ ADNg Colombia Humano Resistente
Yuyu | ADNg Brasil Vector Resistente
MG10 I ADNg Colombia Vector Susceptible
B51 | ADNg Colombia Vector Resistente
LB53 | ADNg Colombia Vector Susceptible
ov1 I ADNg Colombia Vector Susceptible
ov17 | ADNg Colombia Vector Resistente
SN3 I ADNg Colombia Vector Resistente
SN5 I ADNg Colombia Vector Resistente
SN6 | ADNg Colombia Vector Susceptible
STP33 I ADNg Colombia Vector Susceptible
GAL61 | ADNg Colombia | Reservorio | Susceptible
Gal4 | Cultivo in-vitro | Colombia | Reservorio | Resistente
K98 [ ADNg Argentina Humano Susceptible
DM | ADNg Brasil Humano Susceptible
QUE [ ADNg México Vector Susceptible
HA I ADNg Colombia Humano | Susceptible
Col1.7G2 | ADNg Colombia Humano ND
PALV2_cl1 [ ADNg Argentina Vector ND
PAN4 | ADNg Panama Humano ND
TCC90 | ADNg Chile Humano ND
PAV00c17 [ ADNg Argentina Vector ND
Tehuantepec | ADNg México Vector Susceptible
Barra_Seca | ADNg Brasil Vector Susceptible
Y II Cultivo in-vitro Brasil Humano Resistente
CBB 11 ADNg Chile Humano Susceptible
VL-10 11 ADNg Brasil Humano Resistente
Esmeraldo 11 ADNg Brasil Humano Resistente
Br I1 ADNg Argentina Humano ND
]G 11 ADNg Brasil Humano ND
Berenice62 11 ADNg Brasil Humano Susceptible
893 [11 ADNg Brasil Reservorio | Resistente
INPA_3663 [11 ADNg Brasil Vector ND
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M5631 I11 ADNg Brasil Reservorio ND
CANIII IV ADNg Brasil Humano ND
3.1 I\Y ADNg Peru Vector ND
INPA-4167 IV ADNg Brasil Vector ND
STC10r IV ADNg USA Reservorio ND
92122102R IV ADNg USA Reservorio ND
HT \Y Cultivo in-vitro | Argentina Humano ND
HE \Y Cultivo in-vitro | Argentina Humano ND
VD \Y% Cultivo in-vitro | Argentina | Humano | Susceptible
PAH179 \Y ADNg Argentina Humano Susceptible
Sc43 \Y ADNg Bolivia Vector Resistente
S03 \Y ADNg Bolivia Vector Susceptible
LL014 \Y ADNg Argentina Vector ND
Arguilea \Y ADNg Argentina Humano ND
ChVal \Y ADNg Argentina Humano ND
TCC VI ADNg Chile Humano ND
CA15 VI ADNg Bolivia Vector ND
Tulahuen VI Cultivo in-vitro Chile Humano Susceptible
RA VI ADNg Argentina | Humano | Susceptible
CL-Brener VI Cultivo in-vitro Brasil Vector Susceptible

ADNg: ADN gendmico

NFX: Nifurtimox

UDT: Unidad Discreta de Tipificacion

BD: Base de Datos

BZN: Benznidazol

ND: No determinado
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