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Resumen

Los kinetoplastidos son un grupo de protozoarios flagelados, caracterizados por la presencia
de una estructura compuesta por el ADN mitocondrial, llamado kinetoplasto. El grupo incluye
algunos parasitos que son agentes etioldgicos de enfermedades caracteristicas de regiones
tropicales y subtropicales, con mayor prevalencia en paises subdesarrollados. Existen tres
enfermedades de importancia causadas por tripanosomatidos (un subgrupo dentro de los
kinetoplastidos). La tripanosomiasis americana, causada por Trypanosoma cruzi, la
tripanosomiasis africana, causada por Trypanosoma brucei y la leishmaniasis, causada por
distintas especies del género Leishmania spp. Estas forman parte de las llamadas
enfermedades desatendidas, ya que histéricamente se les han dedicado escasos recursos
para combatirlas. Esto ultimo, ha llevado a que los tratamientos actuales tengan efectos
secundarios importantes y sean efectivos en etapas especificas de la enfermedad, haciendo
que la busqueda de nuevos blancos y farmacos sea un area de suma importancia.

En este sentido, existen diferentes alternativas para la busqueda de nuevas drogas y todas
requieren muchos recursos. Una aproximacion interesante, es buscar nuevas drogas
basandonos en el blanco objetivo (target based drug discovery), de forma de enfocar los
esfuerzos en buscar moléculas que puedan afectar la actividad de un blanco particular. Para
esto es necesario determinar blancos que cumplan ciertos requisitos que los hagan buenos
candidatos a ser posibles blancos de droga.

En este trabajo, utilizamos una aproximacién computacional para buscar candidatos a ser
posibles blancos drogables comunes a T. cruzi, T. brucei y L. major, a nivel proteico.
Realizamos agrupamientos de secuencias para determinar ortélogos entre los tres parasitos
y utilizamos la base de datos Target Pathogen, una herramienta que permite la integracion
de informacion proteica como funcién, rol en redes metabdlicas, esencialidad, similaridad
con proteinas humanas, asi como propiedades estructurales como drogabilidad, entre otras,
con el objetivo de obtener una seleccion de proteinas que cumplan ciertos requisitos.
Particularmente en este estudio, evaluamos todo el proteoma de los parasitos estudiando
drogabilidad, similaridad con proteinas humanas, importancia en redes metabdlicas, asi
como datos de expresion, encontrando 133 candidatos que tienen condiciones para ser
posibles blancos drogables en los tres parasitos. Estos resultados representan una primera
aproximacion a la busqueda de nuevos blancos drogables en tripanosomatidos, ofreciendo

una base sobre la cual seguir explorando.
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1. Introduccion

1.1. Los kinetoplastidos

Los kinetoplastidos (Kinetoplastea) son una clase de protistas flagelados, que pertenecen al
filo Euglenozoa y se caracterizan y categorizan por la presencia de una estructura
compuesta por el ADN mitocondrial llamada kinetoplasto. El grupo incluye organismos con
formas de vida muy diversas. Pueden ser parasiticos o de vida libre, monoxenos (un solo
hospedador), heteroxenos (dos o mas hospedadores), intracelulares o extracelulares. Es
uno de los grupos eucariotas que contiene mas cantidad y diversidad de parasitos y con un
rango de huésped muy amplio (Luke$ et al., 2014). Los kinetoplastidos tienen como grupos
hermanos a los Euglenida, Symbiontida y Diplonemea. Dado que estos grupos son
fototréficos y fagotréficos (aunque existen algunos parasitos facultativos en Diplonemea)
(Adl et al., 2012), se plantea que el parasitismo emergi6 en este linaje. Mediante un estudio
filogenético basado en el ARN ribosomal 18S se dividid a la clase en dos subclases,
Metakinetoplastina y los Prokinetoplastina (Moreira et al., 2004; Adl et al.,, 2012). Los
primeros contienen 4 érdenes siendo uno de ellos el orden Trypanosomatida. Algunos
parasitos de este orden son de importancia a nivel de salud humana y a nivel econémico
causando enfermedades de gran prevalencia en regiones tropicales y subtropicales. Las
principales enfermedades que afectan a mamiferos, causadas por los tripanosomatidos, son
la tripanosomiasis americana causada por Trypanosoma cruzi (T. cruzi), la tripanosomiasis
africana causada por Trypanosoma brucei (T. brucei) y la leishmaniasis causada por

distintas especies del género Leishmania.

Todas ellas forman parte de las neglected diseases, enfermedades desatendidas muy
prevalentes en humanos, que afectan principalmente a paises subdesarrollados, donde hay
altos indices de pobreza, y que a pesar de ello no se destinan importantes recursos para

combatirlas (Hotez et al., 2007).

1.2. Tripanosomiasis americana

La tripanosomiasis americana, mejor conocida como enfermedad de Chagas, es una
enfermedad causada por el parasito T. cruzi, transmitida al huésped por medio de insectos

hematofagos de la familia Reduvidae (Chagas, 1909), que afecta aproximadamente entre 6



y 7 millones de personas principalmente en paises latinoamericanos (“Chagas disease”
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/chagas-disease-(american-trypanosomiasi
s)). A pesar de que la gran mayoria de casos son diagnosticados en Latinoamérica, la
globalizacién ha llevado a que no se restrinja solo a esta region, sino a que se expanda a
distintas partes del mundo (“Chagas disease”

https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/chagas-disease-(american-trypanosomiasi

s) ). La enfermedad presenta una fase aguda y una crénica. La fase aguda se da
inmediatamente luego de la infeccién, y puede durar de semanas a meses. Puede ser una
fase asintomatica o con leves sintomas como fiebre e inflamacién en la zona por la cual el
parasito ingresa al organismo. En esta etapa se pueden encontrar parasitos en sangre y en
casos poco frecuentes la infeccién puede dar lugar a inflamacion del musculo cardiaco o
cerebro. Luego de esta etapa las personas pueden entrar en una fase larga y asintomatica
llamada “cronica indeterminada”, en la cual no se detectan parasitos en sangre o se
detectan muy pocos. Muchas personas quedan en esta etapa por el resto de su vida sin
presentar ningun tipo de sintoma, pensando que no tienen la infeccién, pero muchos de
ellos pueden presentar anomalias del ritmo cardiaco que puede determinar una muerte
repentina, dilatacion del corazén y un consecuente bombeo deficiente, o inflamacion de
otros tejidos como el es6fago o el colon. También se observa un agravamiento de la

enfermedad en personas con inmunodepresion (Pérez-Molina and Molina, 2018).

1.3. Tripanosomiasis africana

La tripanosomiasis africana o enfermedad del suefio, endémica del continente africano, es
una enfermedad causada por el parasito T. brucei, transmitida al huésped por moscas
tse-tse (familia Glossinidae). La enfermedad tiene principalmente dos formas que son la de
progresion lenta, causada por la subespecie Trypanosoma brucei gambiense, endémica de
del centro oeste africano, y la de progresion rapida, causada por la subespecie
Trypanosoma brucei rhodesiense, que se presenta en su mayoria en el sur y este africano.
Durante el siglo veinte afecté a millones de personas en distintas zonas del continente, con
diferente prevalencia en cada una de ellas (Blscher et al., 2017). En los ultimos afos, han
aumentado los planes de control de la enfermedad, logrando disminuir los casos
significativamente, y actualmente se la considera en control (Bottieau and Clerinx, 2019).
Para ser precisos, en el afio 2019 se reportaron menos de 1000 casos, el valor mas bajo
desde que se tiene un registro sistematico (“Trypanosomiasis, human African (sleeping

sickness)”
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https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/trypanosomiasis-human-african-(sleeping-s

ickness) ). En los ultimos 10 afios la gran mayoria de los casos se reportaron en la

Republica Democratica del Congo.

1.4. Leishmaniasis

El término leishmaniasis, hace referencia a un conjunto de zoonosis con sintomatologia
variable causadas por varias especies de parasitos del género Leishmania y transmitida al
huésped mediante insectos hembra de los géneros Lutzomyia y Phlebotomus (conocidos
como sandflies o moscas de arena). Estd ampliamente distribuida por el mundo,
focalizandose en zonas pobres de paises en desarrollo. Principalmente hay tres tipos de
leishmaniasis, la cutanea (la mas frecuente), la visceral (la mas grave) y la mucocutanea. En
el ultimo informe de la OMS, se muestra que el 94% de los 22.145 casos reportados se
dieron en siete paises, Brasil, Etiopia, India, Kenia, Somalia, Sudan del Sur y Sudan
(“Global leishmaniasis surveillance”

https://www.who.int/publications-detail-redirect/who-wer9635-401-419 ). Particularmente el

90% de los casos de la forma mucocutanea, se reportaron en el Estado Plurinacional de
Bolivia, Brasil y Peru, evidenciando que varios paises de nuestra region estan influenciados
por este tipo de enfermedades (“Global leishmaniasis surveillance”

https://www.who.int/publications-detail-redirect/who-wer9635-401-419 ).

El principal factor que asocia estas tres enfermedades, ademas de ser enfermedades
desatendidas, es que son causadas por parasitos kinetoplastidos unicelulares primitivos
muy relacionados filogenéticamente entre si (Yazaki et al., 2017) (Fig. 1A), que comparten
una gran parte de su genoma (El-Sayed et al., 2005) (Fig. 1B). Ademas su ciclo de vida, a
pesar de sus diferencias, mantiene patrones muy similares (Fig. 1C). El ciclo de vida de los
tres parasitos involucra dos hospederos, un artropodo y un mamifero y todos tienen estadios

infectivos, asi como replicativos, tanto en el vector como en el mamifero.

1.5. Ciclo de vida Trypanosoma cruzi

T. cruzi ingresa al insecto triatomino en forma de tripomastigota sanguineo, donde se
transforma en epimastigota y comienza a replicar. Luego adquiere capacidad infectiva en

forma de tripomastigota metaciclico y puede ingresar al hospedero mamifero. Es captado


https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/trypanosomiasis-human-african-(sleeping-sickness)
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por macrofagos, donde se diferencia en amastigota, estadio replicativo intracelular, que es
seguido por una diferenciacidon a tripomastigotas sanguineos que son liberados al torrente
sanguineo, donde pueden pasar al vector mediante la ingesta de sangre por parte del

mismo o colonizar otros tejidos (Souza, 2002; Pérez-Molina and Molina, 2018).

1.6. Ciclo de vida Trypanosoma brucei

T. brucei, ingresa a la mosca tse-tse como tripomastigota sanguineo en la forma “stumpy” no
replicativa mediante la absorcion de sangre de un mamifero infectado. Rapidamente se
diferencia a su forma prociclica y posteriormente al estadio replicativo epimastigota. Luego
de proliferar y alcanzar las glandulas salivares, adquiere caracter infectivo y puede ingresar
al hospedero mamifero como tripomastigota metaciclico. Ya en el mamifero, se diferencia a
tripomastigota sanguineo en su forma “slender” y prolifera en el torrente sanguineo. Esta
proliferacion es seguida de una transformacién a la forma “stumpy” cerrando el ciclo
(Matthews, 2005). Vale destacar que T. brucei es el uUnico de los tres parasitos en estudio

gue no presenta un estadio intracelular en su ciclo de vida.

1.7. Ciclo de vida Leishmania spp.

Las distintas especies del género Leishmania, ingresan al sand-fly en la forma amastigota y
se diferencian en promastigotas prociclicos para luego adquirir caracter infectivo en la forma
de promastigotas metaciclicos. Ingresan al hospedero en este estadio e infectan
macrofagos, alli se diferencian nuevamente a amastigotas que pasan al torrente sanguineo

y al ser ingeridos por el vector se cierra el ciclo (Teixeira et al., 2013).
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Figura 1. (A) Relacion filogenética entre kinetoplastidos. Se observa como los tripanosomatidos
forman un grupo monofilético. Tomado de (Yazaki et al., 2017). (B) Diagrama de Venn mostrando
porcentajes del genoma compartidos por T. cruzi, T. bruceiy L. major. Tomado de (El-Sayed et al.,
2005). (C) Esquema representando el ciclo de vida de los tres parasitos, Trypanosoma cruzi
(Enfermedad de Chagas), Trypanosoma brucei (Enfermedad del suefio) y Leishmania spp.
(Leishmaniasis). Tomado de (Filardy et al., 2018).

1.8. Tratamientos

Los tratamientos actuales para estas enfermedades no son satisfactorios, en parte debido a
la falta de recursos brindados para estudiarlas. Los farmacos utilizados tienen grandes
efectos secundarios y son poco eficaces, ademas de que existen problemas generados por
parasitos resistentes. A su vez muchos de estos compuestos se utilizan hace mas de 50

afos lo que evidencia esta desatencion.
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1.8.1. Tripanosomiasis americana

La tripanosomiasis americana, actualmente se trata con quimioterapias basadas
principalmente en el uso de dos medicamentos, Nifurtimox y Benznidazol (“Chagas disease”
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/chagas-disease-(american-trypanosomiasi
s)). Ambos farmacos tienen efectos secundarios importantes (Rodriques Coura and de
Castro, 2002), y solamente son efectivos en etapas tempranas de la enfermedad debido,
principalmente, a resistencias generadas por el parasito (Nozaki et al., 1996; Wilkinson et
al., 2008).

1.8.2. Tripanosomiasis africana humana

Actualmente cuatro farmacos son utilizados para el tratamiento de la tripanosomiasis
africana humana, pentamidina, suramina, melarsoprol y eflornitina (“Trypanosomiasis,
human African (sleeping sickness)”
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/trypanosomiasis-human-african-(sleeping-s
ickness)). Muchos de ellos son efectivos en etapas especificas de la enfermedad, por lo cual
se utilizan combinaciones de los mismos. A su vez, el Nifurtimox, utilizado para el
tratamiento de la tripanosomiasis americana, es utilizado en situaciones especificas en
combinacién con algunos de los farmacos mencionados anteriormente. Todos ellos pueden
tener efectos secundarios, que varian en intensidad y muchas veces son dosis
dependientes (Babokhov et al., 2013). Recientemente el farmaco oral Fexinidazol se aprobé
para combatir ambas etapas de la enfermedad (Mesu et al., 2018). Su principal relevancia
es que al ser oral, es sencillo de llevar a zonas de dificil acceso, como muchas zonas del

continente africano donde se desarrolla esta enfermedad.

1.8.3. Leishmaniasis

Con respecto a la leishmaniasis, los tratamientos varian segun el tipo de enfermedad. Se
utiliza la anfotericina B, la miltefosina, pentamidina, entre otros y su forma mas grave, la
visceral, se trata mediante antimoniales pentavalentes (Aronson et al., 2017). Todos estos
medicamentos tienen efectos secundarios importantes (Oliveira et al.,, 2011).

Particularmente, los antimoniales pentavalentes se dan al paciente mediante inyecciones
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por el curso de 28 a 30 dias y pueden ser cardiotoxicos y causar arritmias (Sundar and
Chakravarty, 2010).

Todos estos problemas respecto a los tratamientos actuales, resaltan la importancia de

invertir tiempo y recursos, en investigaciéon y desarrollo de nuevos farmacos y tratamientos.

1.9. Implicancias del desarrollo de nuevas drogas

La busqueda y el desarrollo de nuevas drogas es un proceso largo y muy costoso (DiMasi et
al., 2016), lo que hace realmente importante enfocar los esfuerzos iniciales en un grupo
pequeno de blancos potenciales. Muchos de los proyectos de investigacion y desarrollo en
este area fallan, porque ya avanzada la investigacién encuentran que el blanco tiene
caracteristicas que dificultan su drogabilidad o el compuesto que utilizan no es adecuado

para el mismo, bajando su efectividad (Brown and Superti-Furga, 2003; Cook et al., 2014).

Existen diferentes aproximaciones para la bisqueda de nuevas drogas. Una aproximacion
clasica es el cribado fenotipico (screening fenotipico), donde se prueban muchos
compuestos y se evalua el efecto que tienen sobre células, modelos animales, etc. Esta
aproximacion tiene dos grandes desventajas. La primera es que se obtienen muy pocos
candidatos haciendo un gran esfuerzo, y la segunda es que una vez encontrado un
candidato hay que estudiar qué blanco esta siendo afectado, lo que requiere esfuerzos
importantes y muchos recursos. La principal ventaja de este enfoque es que no tiene ningun
sesgo sobre qué vias metabdlicas o qué procesos se busca atacar (Croston, 2017). También
existen aproximaciones computacionales para la busqueda de nuevas drogas (Pereira et al.,
2020). En este sentido, el objetivo es evaluar compuestos que cumplen ciertas
caracteristicas. Un enfoque muy utilizado en el screening computacional, es la busqueda de
nuevas drogas basandose en el blanco objetivo (farget-based drug discovery) y no en
caracteristicas generales (Croston, 2017). De esta forma, se buscan compuestos que
puedan unirse y modificar la actividad de un blanco especifico, ahorrando tiempo y recursos.
Esta aproximacién tiene algunas desventajas, como por ejemplo el posible sesgo hacia
ciertas vias metabdlicas (Croston, 2017). También puede suceder que lo estudiado de forma
computacional, finalmente no es funcional en el organismo, ya que la complejidad de la
biologia excede las representaciones computacionales que podamos realizar (Swinney,
2013). La busqueda de nuevas drogas basandonos en el blanco, igualmente es muy
interesante y tiene grandes ventajas a nivel de recursos y tiempo, pero requiere determinar

algunos blancos a estudiar.

12



Para esto, un enfoque O6mico, integrando informacion estructural, funcional, datos de
expresion, asi como datos de secuencia permitiria, a partir del proteoma del patégeno,
obtener un primer grupo de posibles blancos drogables con caracteristicas interesantes,
restringiendo la busqueda y el desarrollo de farmacos a un nimero mucho mas reducido y
manejable de proteinas. En este sentido Fernandez Do Porto y cols (Sosa et al., 2018),

desarrollaron una base de datos para obtener posibles blancos drogables.
1.10. Target-Pathogen Database

Target-Pathogen-Database es una base de datos online, especializada en patégenos
humanos, que permite la integracion de informacion proteica como, funcion, rol metabdlico,
off-targeting (conservacion a nivel de secuencia aminoacidica con su ortélogo en humanos),
informacion estructural como drogabilidad, etc (Sosa et al., 2018). Mediante el uso de filtros
y puntajes, se puede obtener una lista jerarquizada de proteinas del patégeno de interés
que cumplen con los requisitos buscados. Este tipo de herramientas, permite tener un
primer conjunto de proteinas que en principio tienen potencial para ser posibles blancos
drogables, de forma de enfocar los esfuerzos de investigacién y desarrollo de nuevas

drogas, en estos candidatos.

En una primera aproximaciéon y a modo general, un potencial blanco deberia cumplir tres
grandes requisitos. Deberia ser drogable, osea tener la capacidad de unir una molécula tipo
droga (ver seccion Drogabilidad), deberia estar ausente o ser muy diferente a su homdlogo
en humanos y deberia ser esencial o muy importante para la biologia del patdégeno (Hughes
etal., 2011; Wyatt et al., 2011).

En este trabajo buscamos obtener una lista jerarquizada de posibles candidatos a ser
blancos drogables en kinetoplastidos, particularmente en T. cruzi, T. brucei y L. major. Para
eso evaluamos la relevancia de varios de los parametros disponibles en la base de datos
Target Pathogen Database, para finalmente trabajar con tres de ellas: drogabilidad, human
off-targeting (identidad de secuencia con proteinas humanas) y chokepoint (reacciones

“cuello de botella”).
1.10.1. Drogabilidad

Es un parametro que indica la probabilidad de una estructura tipo bolsillo (o sea una cavidad
en una proteina) de unir moléculas tipo droga (drug-like). Existen una serie de propiedades,
compartidas por la gran mayoria de las moléculas aprobadas como drogas, que se utilizan

para definir si una molécula es drug-like o no (por revisiones ver (Lipinski, 2004; Schneider,
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2013)). Vale destacar que, en general si una molécula no cumple con estos requisitos, es
probable que sea problematica en términos de absorcion y permeabilidad, pero si los
cumple no necesariamente significa que sea un gran candidato a droga. Volviendo a la
drogabilidad, una misma proteina puede tener mas de un bolsillo, y cada uno tiene un valor
de drogabilidad asignado. Los valores varian entre 0 y 1, siendo 0 un bolsillo “no drogable” y
1 un bolsillo con propiedades que en principio cumple los requisitos para la unién de una
molécula drug-like, de forma excelente. El procedimiento para calcular estos valores,
comienza con el estudio de estructuras proteicas basadas en modelos cristalograficos (si los
hay para esa proteina) o en su defecto un modelo estructural de la misma creado con el
software MODELLER (éali and Blundell, 1993; Fiser et al., 2000). Una vez obtenida la
estructura, se hace uso del software fpocket (Schmidtke et al., 2010) y se calcula el valor de
drogabilidad (Drug Score (DS)) (Schmidtke and Barril, 2010). fpocket se basa en el concepto
de esferas alfa, introducido por Woodward y cols (Liang et al., 1998) que son esferas que
contactan con cuatro atomos en su limite y no contienen ningun atomo en su interior. El
software, busca estas esferas en la estructura proteica y luego analiza las propiedades de
las mismas. Dada la densidad de atomos, en el interior de la proteina las esferas son mas
chicas que en el exterior. fpocket usa el radio de esfera para determinar cuales son aquellas
que tienen mayor probabilidad de ser cavidades. De forma general, las cavidades y
hendiduras suelen ser esferas de tamafio intermedio. Una vez identificados los distintos
bolsillos, se calcula el DS para cada bolsillo utiizando un modelo que evalua las
propiedades de los residuos aminoacidicos y las caracteristicas de la zona en general para
determinar que tan “drogable” es la cavidad (Schmidtke and Barril, 2010). A modo de
resumen, se Vvid que la drogabilidad correlaciona de buena forma con la densidad
hidrofdbica de la cavidad, es decir como estan distribuidos los grupos hidrofdbicos, la
polaridad de los residuos aminoacidicos (el promedio de los residuos involucrados), y la
hidrofobicidad de los residuos aminoacidicos (el promedio de los residuos involucrados). De
esta forma, se obtiene para cada bolsillo identificado, un valor entre 0 y 1 que indica su
drogabilidad. Target-Pathogen Database presenta el bolsillo con mayor DS para cada
proteina que esté ingresada a la base de datos, pero también se puede acceder a los
valores de las demas cavidades. En (Sosa et al., 2018), definen cuatro categorias en las
cuales colocar las proteinas, en base a este parametro. “Non druggable” (ND; DS < 0.2),
‘poor druggable” (PD; 0.2 < DS < 0.5), “druggable” (D; 0.5 < DS <0.7) y ‘highly
druggable” (HD; DS > 0.7).
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1.10.2. Human off-targeting (evaluacion de blancos inespecificos)

Otro de los parametros que utilizamos es el human off-targeting. Este parametro hace
referencia a la similaridad de secuencia entre proteinas del patdgeno y del hospedero (en
este caso humano). El objetivo de este parametro es ver que nivel de identidad a nivel de
secuencia primaria tienen las proteinas del patégeno con las proteinas humanas, de forma
de evitar blancos de alta similaridad. Esto es importante ya que son conocidos los efectos
fuera del blanco objetivo (off-target effects) por parte de distintos farmacos, es decir que la
droga afecta un blanco que no era el deseado. Proteinas con alto grado de identidad, tienen
mayor probabilidad de unir la misma molécula, por lo tanto, evaluando los niveles de
identidad se puede tener una aproximacion a qué proteinas blanco son mas adecuadas para
no generar este tipo de efectos. De esta forma, Target-Pathogen Database mediante una
busqueda utilizando NCBI-BLASTp (Altschul et al., 1990), que tiene como query a todas las
proteinas del patégeno y como subject a todas las proteinas humanas, obtiene valores de

identidad que son usados para calcular el human off-targeting. En (Sosa et al., 2018),

describen que el NCBI-BLASTp se filtré por evalue < 10~. Este parametro es calculado
como 1 — maxima identidad de alineamiento. Entonces los valores de human off-targeting
varian entre 0 y 1, siendo 1 una proteina que no tuvo reporte contra el proteoma humano, y
0 una proteina que tuvo un reporte perfecto. Finalmente si una proteina del patégeno tiene
multiples reportes en la base de datos humana, el que tenga la maxima identidad de

secuencia va a ser usado para el calculo.
1.10.3. Reacciones “cuello de botella”

Mientras que los dos parametros anteriores tienen su base en la secuencia y estructura de
las proteinas, este parametro busca darle una visiébn mas funcional a la seleccion de
posibles blancos drogables. Una reaccion “cuello de botella (de estrangulamiento)” o
chokepoint es aquella que consume de forma Unica un sustrato o genera de forma unica un
producto, por lo cual es de vital importancia para cierta via metabdlica. Cada una de las
proteinas del parasito tiene dos posibles valores para este parametro, Verdadero o Falso
(True o False), Verdadero si participa en una reaccion chokepoint o Falso si no es asi. De
esta manera, nos permite seleccionar aquellas proteinas que en principio son de gran

importancia para el metabolismo del parasito, dandole un aspecto funcional a la seleccién.

Trabajando con estas propiedades logramos obtener una lista de posibles blancos drogables
jerarquizados para cada uno de los parasitos de estudio, y dado que comparten un gran

porcentaje del genoma, buscamos cuales de estos blancos son comunes a T. cruzi, T. brucei
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y L. major. Este ultimo aspecto, creemos que es interesante dada la cantidad de recursos y
tiempo que requiere el desarrollo de una droga. Con una aproximaciéon como esta se podria
enfocar el trabajo en blancos potenciales que puedan tener efecto sobre los tres parasitos,
implicando un posible ahorro de recursos.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo general

1. Colaborar con la busqueda de nuevos blancos drogables, para tratar enfermedades
desatendidas causadas por kinetoplastidos, como son la tripanosomiasis americana,

la tripanosomiasis africana y los distintos tipos de leishmaniasis.

2.2. Objetivos especificos

1. Realizar una busqueda de posibles blancos drogables para T. cruzi, T. brucei y L.
major, utilizando la base de datos Target-Pathogen.

2. Obtener genes homoélogos entre los tres parasitos, mediante el uso de algoritmos de
agrupamiento.

3. Generar una lista jerarquizada de genes que puedan ser posibles blancos drogables
comunes a los tres parasitos.

4. Realizar un analisis de las funciones conocidas de la lista de genes obtenidos

explorando su relevancia como posibles blancos drogables.
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3. Materiales, métodos y estrategia de trabajo

3.1. Genomas con los que trabajamos

La base de datos Target-Pathogen, ofrece genomas de varios patdgenos humanos para
poder trabajar con ellos. Para T. cruzi se ofrece el genoma de la cepa CL Brener, para T.
brucei la cepa DAL972 y para L. major la cepa Friedlin. Por lo tanto, este estudio se llevé

adelante utilizando estos genomas.

3.2. Determinacién de valores de corte, para las propiedades

utilizadas

Una primera seleccion de proteinas para la determinacion de candidatos se obtuvo
mediante el filtrado por dos parametros que son la drogabilidad y human off-targeting. En
primera instancia para decidir qué valores usar como punto de corte, fuimos variando los
mismos y observando qué seleccion obteniamos. Esto permitid determinar valores que
capten una cantidad suficiente de posibles blancos para continuar el filirado con otros

parametros.

3.2.1. Drogabilidad

Como mencionan en el articulo (Sosa et al., 2018), los valores de drogabilidad varian en un
rango de 0 a 1 y representan la capacidad de una proteina para unir un compuesto tipo
droga. Recordamos que son calculados a partir de la busqueda estructural de bolsillos
proteicos, en los cuales se analizan las propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos que
lo componen, para determinar un valor de drogabilidad para ese bolsillo. Las propiedades
mas relevantes para la determinacion de la drogabilidad, fueron mencionadas anteriormente
(seccion Target-Pathogen Database). Segun Fernandez Do Porto y cols (Sosa et al., 2018),
proteinas con DS = 0.5, son consideradas drogables. Evaluando puntos de corte mas
exigentes, decidimos que DS = 0.5 era un buen punto de corte, donde obteniamos un
numero de proteinas drogables que nos permitia continuar trabajando y agregando filtros

para afinar la seleccion.
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3.2.2. Human off-targeting

El human off-targeting varia en un rango de 0 a 1 y es una representacion de posibles
efectos no deseados sobre proteinas del huésped humano. El parametro se determina de
acuerdo a la identidad a nivel de secuencia primaria de las proteinas humanas con las
proteinas del parasito. Es calculado a partir de alineamientos por NCBI-BLASTp del
proteoma del patdgeno contra el proteoma humano. Evaluando los resultados de distintos
puntos de corte, decidimos que HOT = 0.7, es un valor razonable con el cual somos
exigentes en que haya bajos niveles de similaridad de secuencia y obtenemos un niumero

de proteinas razonable que son buenos candidatos a ser blancos para drogas.

3.2.3. Reacciones “cuello de botella”

Este parametro da un aspecto biolégico y funcional a la seleccion de blancos,
complementando el enfoque estructural que le brindan los otros dos parametros utilizados.
No utilizamos esta propiedad de las proteinas para realizar un filtrado, sino que fue usada
para jerarquizar las listas obtenidas, de forma que los primeros lugares del ranking estén
ocupados por posibles blancos drogables que en principio son importantes para la biologia

del parasito.

Con estos parametros filtramos para obtener las listas de posibles blancos drogables para T.
cruzi, T. brucei y L. major. Estas listas las jerarquizamos y posteriormente buscamos cuales

de estos candidatos eran comunes a los tres parasitos de estudio.

3.3. Jerarquizacion de las listas de candidatos por parasito

A partir de estas listas generamos un ranking de proteinas, donde el Score (S) para ser
ubicadas en el mismo viene dado por la férmula S = 1 * DS + 1 * HOT + 5 * CP, donde
DS es DrugScore, HOT es Human Off-Targeting y CP es Chokepoint reaction (reaccién
“cuello de botella”). Para este ultimo parametro los valores True o False, se transforman
numéricamente en 1 y 0 respectivamente. Filtrando con los valores de corte mencionados
anteriormente y asignando estos pesos a cada uno de estos parametros, obtenemos un
ranking de candidatos a ser posibles blancos, con proteinas drogables, ausentes en
humanos o con baja similaridad respecto de su homodlogo, con las primeras posiciones
ocupadas por proteinas que en principio son de gran importancia para la biologia de los
parasitos. Las listas jerarquizadas para cada uno de los parasitos se encuentran detalladas

en la carpeta de Google Drive
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https://drive.gooagle.com/drive/folders/1VW _[JIMpvK8 O4EGsfw7QSaERFAGKIDG?usp=sh

aring (T. cruzi: ‘candidatos-cruzi-jerarquizados.csv’, T. brucei:

‘candidatos-brucei-jerarquizados.csv’, L. major: ‘candidatos-major-jerarquizados.csv’).

3.4. Agrupamiento de genes homologos entre los tres parasitos

Para poder evaluar posibles blancos comunes a los tres parasitos, probamos con diferentes
algoritmos de agrupamiento con el objetivo de obtener grupos de genes homodlogos y sus

respectivos paralogos y asi evaluarlos en conjunto.
3.4.1. CD-Hit

Primero utilizamos CD-Hit (Li and Godzik, 2006; Fu et al., 2012), un software qué permite
armar agrupamientos de proteinas basadas en su identidad de secuencia. Corrimos
cdhit-est para formar agrupamientos de proteinas a partir de un archivo .fasta que contiene
todas las proteinas con DS > 0.5 para los tres parasitos. Para evaluar el punto de corte de
identidad de secuencia a utilizar, realizamos varias corridas donde en cada una de ellas los
agrupamientos de proteinas se forman si su identidad de secuencia pasa cierto umbral.
Probamos con (0.5, 0.6, 0.7, 0.8 y 0.9) y evaluamos los resultados obtenidos. Los comandos
ejecutados con sus respectivos parametros y el script que escribimos para parsear la salida
se encuentra en la carpeta de Google Drive
https://drive.google.com/drive/folders/1VW_[JfMpvK8 O4EGsfw7QSaERFAGKIDG?usp=sh

aring (comandos: ‘comandos-cd-hit’, script. ‘parsear-cluster.py’).

3.4.2. MMseqs2

Por otro lado, probamos el software MMseqgs2 (Steinegger and Séding, 2017). Este software
tiene tres moédulos que actian de forma secuencial, un médulo de pre-filtrado, uno de
alineamiento y otro de agrupamiento. El primero evalua la similitud de secuencia de un
grupo de proteinas en una base de datos de consulta con una base de datos blanco y filtra
por un cierto cut-off. El segundo toma estos alineamientos que pasaron el primer filtro y los
somete a alineamientos tipo Smith-Waterman vectorizado (con gaps). Finalmente son
agrupados mediante el tercer modulo. Los métodos de agrupamiento forman grafos no
dirigidos a partir de los alineamientos. En estos grafos, cada vértice es una proteina y un
conector se agrega si esas dos proteinas cumplen los requisitos planteados. En este caso,

utilizamos un agrupamiento realizado junto con un integrante de nuestro departamento en el
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marco de su tesis de maestria. En este agrupamiento se usé una cobertura minima de 70%,
una identidad de secuencia mayor a 50% y un e-value menor a 0.001 para determinar un hit.
Se usd el método de alineamiento numero 3 que es el mas preciso y el modo de
agrupamiento 0, que usa el algoritmo Greedy Set Cover para agrupar. Este algoritmo toma
el nodo con mayor cantidad de conexiones y todos los nodos conectados a él, forma un
agrupamiento y se eliminan del grafo. Esto se repite hasta que todos los nodos queden
asignados a un agrupamiento. Si quedan nodos sin conexiones se le asigna su propio
agrupamiento. Finalmente, luego de Greedy Set cover hay un paso donde ciertos nodos se

reasignan a un centroide diferente si tiene un mejor valor de alineamiento.

Una vez obtenidos los agrupamientos, observamos que muchos contenian mas de un gen
por parasito. Decidimos que cada agrupamiento quedara compuesto por una unica proteina
de cada uno de los parasitos. Para decidir qué trio es el definitivo de ese agrupamiento,
calculamos la desviacion estandar de DS (stdDS) y HOT (stdHOT) para todas las
combinaciones que involucran una proteina de cada uno de los parasitos. Finalmente
eliminamos aquellas combinaciones con stdDS > 0.1y stdHOT > 0.1, quedandonos con
trios con DS y HOT similares en cada uno de los agrupamientos. De esta forma cada
agrupamiento queda compuesto por una proteina de cada uno de los parasitos con valores
de DS = 0.5, y HOT = 0.7, similares entre si. Finalmente si en un mismo agrupamiento
existen dos combinaciones que pasan estos filtros, nos quedamos con la que tenga un
mayor DS en promedio. Para este filtrado escribimos un script disponible en la carpeta de
Google Drive
https://drive.google.com/drive/folders/1VW_[JIMpvK8 O4EGsfw7QSaERFAGKIDG?usp=sh
aring (‘obtener-candidatos.py’).

Luego de obtener los agrupamientos filtrados, se realizan los pasos de jerarquizacion de
blancos. Asi obtendremos un grupo de proteinas comunes con potencial para ser posibles

blancos drogables (O3).

3.5. Jerarquizacion de listas con candidatos comunes a T.

cruzi, T. bruceiy L. major

Una vez obtenida la lista con los candidatos comunes a los tres parasitos, realizamos una
nueva jerarquizacion basada en el Score obtenido en cada uno de los parasitos. Para esto
evaluamos el Score de cada una de las tres proteinas que conforman un agrupamiento,

calculamos la media y la desviacion estandar, y creamos un nuevo ranking, ahora de
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agrupamientos, usando esos valores. El ranking fue determinado usando de forma
descendente la media y como segundo factor la desviacion estandar de forma ascendente.
La tabla con los candidatos comunes jerarquizados se encuentra en la carpeta de Google
Drive

https://drive.google.com/drive/folders/1VW_IJfMpvK8 O4EGsfw7QSaERFAGKIDG?usp=sh

aring (‘candidatos-comunes-jerarquizados.csv’).

3.6. Analisis de expresion de los candidatos

El uso de farmacos afecta a los parasitos en los estadios que se encuentran en el
hospedero mamifero, por lo tanto es importante analizar la expresién de los candidatos en
estas etapas del ciclo de vida. En el caso de T. cruzi, serian los estadios tripomastigota y
amastigota, en el caso de T. brucei los estadios tripomastigota metaciclico y tripomastigota
sanguineo, y en L. major amastigota. Para el analisis utilizamos los datos generados por
Burleigh y cols (Li et al.,, 2016), donde estudian el transcriptoma de los estadios
Epimastigota, Tripomastigota y Amastigota (en diferentes horas post-infeccion) para T. cruzi.
Trabajamos con estos datos ya que son de excelente calidad y describen varios estadios
pudiéndose comparar la expresion génica entre ellos sin los problemas que se generan al
intentar cruzar datos de transcriptémica provenientes de diferentes experimentos. Como los
candidatos que estamos estudiando son comunes a los tres parasitos, asumimos que los
ortélogos se van a comportar de forma similar en los estadios correspondientes.

Realizamos un mapa de calor con los valores de expresién normalizados de los candidatos
en los tres estadios evaluados (para amastigotas usamos datos de 48h post-infeccién), sin
agrupar y sin escalar por fila ya que lo que nos interesa evaluar es si su expresion es similar
en los diferentes estadios y no necesariamente formar grupos de proteinas. Los genes se
ordenaron por expresién en amastigotas de forma descendente.

Por otro lado, quisimos evaluar si los genes obtenidos son de baja, media o alta expresion.
Para eso comparamos los valores de expresion del total de los genes detectados en el
transcriptoma con los valores de expresién de los candidatos obtenidos. Realizamos un
violin plot solapado con un box plot y analizamos si las diferencias eran estadisticamente

significativas mediante un test de Student (t-test).
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3.7. Analisis funcional de los candidatos

3.7.1. Busqueda de términos de ontologia génica

Finalmente, una vez obtenidas las listas de candidatos, realizamos un analisis funcional de
los mismos, de manera de entender mejor los roles de esas proteinas en la biologia de los
parasitos. Para esto primero evaluamos los términos de ontologia génica (términos GO del
inglés Gene Ontology) asociados a esos genes candidatos y buscamos si existe
sobrerrepresentacion de alguno de ellos, usando una herramienta disponible en la base de
datos de tripanosomatidos TritrypDB (Aslett et al., 2010). Para este analisis utilizamos los
identificadores de L. major, que es el organismo mas estudiado de los tres y por lo tanto es
esperable que haya una mejor anotacion funcional de sus genes. Corrimos el analisis
buscando términos de funciéon molecular con los parametros por defecto, que busca tanto
términos curados como computados y usa un punto de corte de p-valor de 0.05 para
determinar un enriquecimiento. Ese resultado fue analizado en Revigo (Supek et al., 2011),
para sintetizar y visualizar los resultados de este tipo de analisis. Como parametros
marcamos que use una reduccion importante de los términos que se grafican, marcando la
opcion “Tiny (0.4)”, para ver los términos mas representados de forma de tener una vision
general de lo que contiene la lista. El resto de los parametros los dejamos por defecto, de
forma que descarta términos GO obsoletos y usa la medida SimRel para armar el espacio

semantico.

3.7.2. Analisis de redes de interaccion

Luego realizamos un analisis de redes de interaccién entre los genes candidatos de forma
de ver si se encuentra alguna via metabdlica bien representada, utilizando la herramienta
STRING (Szklarczyk et al., 2019). Para este analisis también utilizamos los identificadores
de L. major, por el motivo ya comentado. Para el analisis dejamos los parametros por

defecto.
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3.7.3. Mineria de datos usando IdMiner

Finalmente buscamos analizar la literatura, para explorar su potencial bioldgico como
posibles blancos drogables. Para esto utilizamos el software IdMiner (Radio, 2020),
desarrollado por nuestro laboratorio, que permite mediante mineria de texto, identificar
términos sobrerrepresentados en articulos que mencionan alguno de los genes en estudio.
Con esta aproximacion podemos encontrar articulos que mencionan los genes candidatos y
que tengan algun término de interés asociado. En este caso nos enfocamos en los articulos
que contienen el término “Drug”, para buscar posibles asociaciones de estos genes con la

busqueda de drogas.
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4. Resultados

4.1. Evaluacion de la distribucion de los valores para los

distintos parametros.

4.1.1. Drogabilidad

En primer lugar, para trabajar con la propiedad drogabilidad, buscamos tener una vision
global de la distribucion de estos valores en el proteoma de los parasitos. Encontramos que
para T. cruzi, de los aprox. 10.300 genes anotados, 4592 tienen asignado un valor de
drogabilidad. Para T. brucei de los aprox. 9900 genes anotados, 3399 tienen asignado un
valor de drogabilidad, mientras que para L. major, de los aprox. 8400 genes anotados 6656
tienen asignado un valor de drogabilidad (Fig. 2A). Es llamativa la gran diferencia que existe
en el numero de proteinas con drogabilidad asignada para L. major. Esto podria explicar
parcialmente las diferencias observadas en las distribuciones de los valores de drogabilidad
entre los tres parasitos (Fig 2B, C y D ). De todas formas para los 3 organismos se puede

detectar un gran numero de proteinas drogables que nos permite continuar con el trabajo.
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Figura 2. Distribuciéon de valores de drogabilidad en cada uno de los parasitos. (A) Se muestra la
fraccion de genes que tiene asignado al menos un valor de drogabilidad. T. cruzi tiene un 45% de
genes con drogabilidad asignada, T. brucei 35% y L. major 79%. (B), (C), (D) son graficos de
densidad superpuestos con un histograma, donde se muestra la distribuciéon de los valores de

drogabilidad para T. cruzi, T. brucei y L. major respectivamente.
4.1.2. Human Off-Targeting

Para esta propiedad también evaluamos la distribucién de valores en el proteoma de los
parasitos. Encontramos una distribucién de valores muy similar en los tres organismos,
enriquecida en valores altos (Fig. 3). Este enriquecimiento es esperable dado que los
tripanosomatidos son de los eucariotas mas primitivos lo cual hace que su similitud con

proteinas humanas sea en general baja (Burki et al., 2020).
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Figura 3. Distribucién de valores de Human Off-Targeting para cada uno de los parasitos. (A), (B) y
(C) son graficos de densidad superpuestos con un histograma, donde se muestra la distribucion de
los valores de human off-targeting para T. cruzi, T. brucei y L. major respectivamente. Se observa que
en los tres organismos la distribucidn sigue un patrén similar enriquecido en valores altos, cercanos a
1.
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4 .1.3. Reacciones “cuello de botella”

Evaluando la distribucion de valores en el proteoma de los parasitos vimos que T. cruzi,
tiene 575 proteinas anotadas, de las cuales 466 participan en reacciones chokepoint'y 109
no lo hacen. L. major tiene 348 proteinas con anotacién para esta propiedad, de las cuales
135 participan en reacciones chokepoint y 213 no. Finalmente para T. brucei hay 386
proteinas anotadas, de las cuales 156 participan en reacciones chokepointy 230 no.

La anotacién para esta propiedad es muy pobre en los tres parasitos dada la falta de

estudios funcionales en estos parasitos.

4.1.4. Otros parametros evaluados

Existe mucha mas informacién interesante y util a la hora de buscar posibles blancos
drogables. Target-Pathogen Database ofrece mas parametros para realizar un filtrado mas
especifico, pero trabajar con parasitos poco estudiados restringe las posibilidades y buscar
blancos comunes a los tres parasitos también. Evaluamos tener en cuenta proteinas que
tengan reportes en la base de datos de genes esenciales DEG (Database of Essential
Genes) (Zhang et al., 2004), pero como los reportes eran bajos no lo consideramos para
este trabajo. También evaluamos la centralidad de las proteinas, un parametro que tiene en
cuenta el rol de esa proteina en redes metabdlicas. Si una proteina tiene alta centralidad,
significa que gran parte de las vias metabdlicas pasan por ese punto y por lo tanto esa
proteina es importante en el metabolismo. En este caso, como las redes metabdlicas de
tripanosomatidos no estan bien comprendidas, la gran mayoria de las proteinas no tienen

anotacion y por esa razon descartamos su uso.

4.2. Posibles blancos drogables en cada uno de los

organismos

Usando los filtros mencionados anteriormente (DS > 0.5y HOT > 0. 7), obtuvimos una lista
de proteinas para cada uno de los parasitos, que tienen potencial para ser blancos
drogables.

Para T. cruzi, de las 4592 proteinas con anotacién de drogabilidad, 2753 tienen al menos un
bolsillo drogable (DS = 0.5). De estas 2753, 1555 ademas tienen un HOT = 0.7, y 88 de
estas estan anotadas como participantes de una reacciéon chokepoint (Fig. 4A). Para T.
brucei, de las 3399 proteinas con anotacion de drogabilidad, 1297 tienen al menos un
bolsillo drogable (DS = 0.5), de las cuales 725 tienen un HOT > 0.7. De estas 725 solo 16

tienen una anotacion que indique que participan en una reaccion chokepoint (Fig. 4B). Para
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L. major, de las 6656 proteinas con anotacion de drogabilidad, 6262 tienen al menos un
bolsillo drogable (DS > 0.5), de las cuales 4787 tienen un HOT > 0.7. De este grupo
solamente 35 estan anotadas como participantes de una reaccidon chokepoint (Fig. 4C). Una
apreciacion interesante, es notar la baja anotacién de proteinas involucradas en reacciones
chokepoint. Esto seguramente esté asociado a la falta de estudios detallados sobre las vias

metabdlicas en estos parasitos.

T. brucei

T. cruzi

4
1555

* I
A

Cs O
¥ N

Ls)
*®

L. major

Figura 4. Posibles blancos drogables para T. cruzi, T. brucei y L. major. La figura muestra tres
graficos de piramide invertida donde cada escalén marca la cantidad de genes que cumplieron con el
filtro detallado a la derecha (A) T. cruzi, (B) T. brucei, (C) L. major. DS refiere a DS = 0.5, HOT
refiere a HOT = 0.7 y CP refiere a que estan involucrados en una reaccion chokepoint (“cuello de
botella”).
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4.3. Agrupamientos de genes conservados entre los tres

parasitos

Con el objetivo de encontrar posibles blancos drogables comunes a los tres parasitos,
buscamos generar agrupamientos de genes ortdlogos, sobre los cuales seguir agregando
caracteristicas interesantes que nos den buenos candidatos. Esta estrategia, permite
finalmente obtener posibles blancos drogables que cumplan las caracteristicas buscadas
tanto en T. cruzi, T. brucei como L. major, como una primera aproximacion a candidatos

interesantes para combatir las tres enfermedades en simultaneo.

4.3.1. CD-Hit

La agrupacion de secuencias con CD-Hit di6 como resultado agrupamientos muy chicos
compartidos entre los tres parasitos, para cualquiera de los puntos de corte (Fig. 5). Cuando
usamos un porcentaje de identidad de 0.5 obtuvimos 176 agrupamientos comunes a los
tres parasitos (Fig. 5A), con 0.6 obtuvimos 102 (Fig. 5B), con 0.7 obtuvimos 45 (Fig. 5C),
con 0.8 obtuvimos 13 (Fig. 5D) y con 0.9 obtuvimos solamente 2 (Fig. 5E). Esperabamos
obtener mas agrupamientos compartidos por los tres organismos dado el porcentaje del
genoma que comparten mencionado anteriormente (El-Sayed et al., 2005) (Fig. 1B) y la
cantidad de proteinas con DS > 0.5 que observamos (T. cruzi (2753), T. brucei (1297) y L.
major (6262)). Observando estos resultados decidimos que la cantidad de agrupamientos
obtenidos, para cualquiera de los puntos de corte, era insuficiente para poder seguir con los
otros filtros. Para evaluar si con otras metodologias de agrupamiento obteniamos los

mismos resultados, probamos utilizando MMseqs2.
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A (0.5) B (0.6)

T. cruzi T. brucei T. cruzi T. brucei
L. major L. major
C (0.7) D (0.8) E (0.9)
T. cruzi T. brucei T. cruzi T. brucei T. cruzi T. brucei

L. major L. major L. major

Figura 5. Diagrama de Venn, mostrando el nimero de clusters compartidos entre los T. cruzi, T.
brucei y L. major, para proteinas con DS > 0.5. Cada uno de los gréficos corresponde a uno de los
distintos cut-off de identidad de secuencia evaluados. (A) Se muestra el diagrama de Venn resultante
de un cut-off de 0.5, (B) cut-off de 0.6, (C) cut-off de 0.7, (D) cut-off de 0.8 y (E) cut-off de 0.9.

4.3.2. MMseqs2

La clusterizacion con MMseqs2 dié como resultado 3333 agrupamientos que contienen
proteinas de T. cruzi, T. brucei y L. major (Fig. 6A). De estos, 224 tienen un DS > 0.5. Este
numero es un poco mas grande que el obtenido por CD-Hit (175, Fig. 5A) para el mismo
umbral por lo que decidimos quedarnos con este software que nos permitio trabajar con

otros filtros, con el objetivo de determinar blancos mas interesantes.
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4.4, Posibles  blancos  drogables comunes entre

tripanosomatidos

Mediante el uso de la base de datos Target-Pathogen y de algoritmos de agrupamiento de
secuencias, logramos obtener una lista de genes candidatos a ser posibles blancos
drogables comunes a T. cruzi, T. brucei y L. major. Filtrando por DS = 0.5y HOT = 0.7,
obtuvimos 133 proteinas que en principio tienen caracteristicas interesantes como bolsillos
drogables y poca similaridad de secuencia con proteinas humanas, lo que los hace buenos
candidatos (Fig. 6B). De los 133 grupos filtrados, 24 tienen anotacion de proteina hipotética
en los 3 organismos y 29 mas tienen al menos esta anotacion en alguno de los organismos.
El resto de agrupamientos tienen una anotacién descriptiva para los tres organismos. Para
entender mas profundamente la relevancia bioldgica de estos posibles blancos, fue que
realizamos los analisis de términos de ontologia génica, redes de interaccion y mineria de

texto.

L. major

T. cruzi T. brucei

Figura 6. (A) Agrupamientos obtenidos mediante el uso de MMseqgs2. Se muestra un diagrama de
Venn representando la cantidad de agrupamientos comunes a los tres parasitos, compartidos entre
dos de ellos y exclusivos de cada uno. (B) Posibles blancos drogables comunes a T. cruzi, T. brucei y
L. major. La figura muestra un grafico de piramide invertida donde cada escalén marca la cantidad de
proteinas que cumplieron con el filiro detallado a la derecha. Con la metodologia utilizada
encontramos 3333 agrupamientos que contienen proteinas de los tres parasitos, de los cuales 224

cumplen con que en los tres organismos las proteinas del agrupamiento tienen al menos un bolsillo
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drogable (DS = 0.5) y 133 cumplen con el requisito de que los tres representantes tengan poca

similaridad de secuencia con su homélogo en humanos (HOT = 0.7).

44.1. Analisis funcional de los candidatos comunes entre

tripanosomatidos

El anadlisis de términos de ontologia génica, mostré algunos términos interesantes
enriquecidos en las listas (Fig. Sup. 1). Cabe destacar que no necesariamente deberiamos
encontrar una sobrerrepresentacion en un estudio exploratorio como este, ya que los
parametros utilizados para el filtrado no estan asociados a alguna funcion particular, sino
que son meramente estructurales. Igualmente realizamos este analisis como una primera
aproximacioén para entender la composicion de las listas de genes obtenidas. Los términos
encontrados se muestran en la (Fig. Sup. 1). Se observa un enriquecimiento en serine
proteasas y términos relacionados a este, que son enzimas que estan relacionadas con
procesos infectivos en tripanosomatidos (Vermelho et al., 2010) (ver mas adelante). También
se ve la presencia de términos como actividad ascorbato-peroxidasa y actividad ribosa

5-fosfato isomerasa.

Respecto al analisis de redes de interaccion, no encontramos redes sobrerrepresentadas en
nuestra lista (Fig. Sup. 2). La gran mayoria de los candidatos quedan aislados y solamente
se ven algunas pocas interacciones. Este analisis también fue exploratorio, con el objetivo
de tener una visién general del contenido de las listas. Tampoco es esperable que en un

estudio de este tipo se vean vias bien representadas en las listas.

4.4.2. Los candidatos encontrados son expresados en estadios en el

hospedero mamifero

Analizando la expresion de los candidatos en datos para T. cruzi, observamos que son
genes expresados de forma similar tanto en epimastigotas, tripomastigotas como en
amastigotas (Fig Sup 3). Por otro lado, quisimos evaluar si son genes con baja, media o alta
expresion en el estadio intracelular amastigota (en el hospedero mamifero). Para eso
comparamos los valores de expresion de los candidatos con los valores de expresion del
total de los genes del parasito para el estadio amastigota, observando que nuestros
candidatos tienen una media de expresion levemente mayor, pero estadisticamente
significativa (Fig. 7). Esto nos muestra que los candidatos obtenidos son genes de

expresion media y media alta en el estadio amastigota, con alguna excepcion, por lo cual
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son interesantes como posibles blancos drogables. También ordenamos el total de los
genes del parasito segun su expresidon en amastigotas y obtuvimos el lugar que ocupan
nuestros candidatos en el ranking de expresibn. Como estamos trabajando con
agrupamientos formados por genes ortélogos, asumimos que la expresion de los mismos en
T. brucei y L. major va a ser similar en sus respectivos estadios en el hospedero. Los valores
de expresion de los candidatos en los tres estadios mencionados, asi como el lugar que
ocupan en el ranking de expresion del total de los genes en amastigotas, se encuentran en
la tabla en la carpeta de Google Drive
https://drive.google.com/drive/folders/1TVW_IJfMpvK8 O4EGsfw7QSaERFAGKIDG?usp=sh

aring (‘candidatos-comunes-jerarquizados.csv’).
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https://drive.google.com/drive/folders/1VW_IJfMpvK8_O4EGsfw7QSaERFAGK9DG?usp=sharing
https://drive.google.com/drive/folders/1VW_IJfMpvK8_O4EGsfw7QSaERFAGK9DG?usp=sharing

Figura 7. Los genes candidatos tienen una expresion media en el estadio intracelular amastigota en
T. cruzi. Se muestra violin plot solapado con box plot, comparando los valores de expresion del total
de genes del parasito (“Total”) con los candidatos a posibles blancos drogables (“Candidatos”). Se
realizé test de Student para comparar la media de expresion de ambos conjuntos de genes,
obteniendo una diferencia significativa (pvalor < 0.001 (***)), con medias de 5.41 para “Total” y

6.52 para “Candidatos”.
4.4.3. Relevancia biolégica de los candidatos

Finalmente la mineria de texto, nos permitié enfocar la busqueda bibliografica relacionada a
estos candidatos y su posible relevancia como blanco drogable. Utilizando el |dMiner
logramos encontrar varios articulos que nos permitieron entender de mejor forma el rol que
cumplen estos candidatos en los organismos y analizar las consecuencias de alterar su

normal funcionamiento.

El primer y el cuarto lugar de la lista estan ocupados por tRNA pseudouridina sintasas,
proteinas encargadas de realizar modificaciones en los ARN de transferencia. Las
pseudouridina sintasas no han sido muy estudiadas en tripanosomatidos, salvo por la CBF5
en T. brucei (Barth et al., 2005; Chikne et al., 2016; Rajan et al., 2019). Michaeli y cols (Barth
et al., 2005) demostraron que se inhibe el crecimiento del parasito al silenciar la expresién
de CBF5, evidenciando la esencialidad de esta proteina para el mismo. Los genes
candidatos no son los mismos que en este estudio, pero es una evidencia de la importancia
de este tipo de proteinas en los tripanosomatidos. Estos genes ocupan los lugares 4901 y
4985 de un total de 10.463 genes detectados por Burleigh y cols (Li et al., 2016),

ubicandose en el tercer quintil de expresion.

En el segundo lugar del ranking esta la dihidroorotato deshidrogenasa, una enzima
encargada de catalizar la conversién de L-dihidroorotato a orotato, la unica reaccion de
reduccién-oxidacion en la via de sintesis de novo de nucleétidos de pirimidina. Esta enzima
esta cristalizada en tripanosomatidos (Pinheiro et al., 2008; Arakaki et al., 2008; Cordeiro et
al., 2012), y se viene estudiando como posible blanco drogable. Algunos estudios
demostraron la esencialidad de esta via metabdlica para el crecimiento de los parasitos
(Arakaki et al., 2008; Hashimoto et al., 2012; Wilson et al., 2012; Tiwari and Dubey, 2018), y
particularmente se vié que en T. cruzi es aun mas importante en el estadio amastigota, al
cual apuntan generalmente los diferentes tratamientos. Estos estudios también resaltan la
importancia de atacar tanto la via de sintesis de novo, como la via de reciclaje de
nucleotidos, al disefiar un nuevo tratamiento, ya que si bien no es la principal via, también

colabora. Se han utilizado las estructuras cristalograficas para buscar regiones de la
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proteina con potencial para unir una droga (Pinheiro et al., 2008), y se han realizado
estudios para encontrar inhibidores de esta enzima (Yoshino et al., 2015; Inaoka et al., 2017;
Chibli et al., 2018). Este gen ocupa el lugar 2870 en el ranking de expresidon mencionado,

perteneciendo al segundo quintil de expresion en amastigotas.

El tercer puesto, lo ocupa un blanco interesante que es la ribosa 5-fosfato isomerasa (Rpi) B
(RpiB), una enzima que participa en la rama no oxidativa de la via de las pentosas fosfato.
Particularmente esta involucrada en la interconversion de ribosa 5-fosfato y ribulosa
5-fosfato. Existen dos grandes grupos de Rpi, las RpiA presentes en la gran mayoria de los
organismos y las RpiB que se encuentran reducidas a bacterias y protozoarios
principalmente. Los tripanosomatidos tienen RpiB y carecen de RpiA, inversamente de lo
que sucede en humanos (Stern et al., 2007, 2011; Loureiro et al., 2015; Faria et al., 2016a).
Por otro lado, se ha observado que una disminucién de la expresién de RpiB, afecta
negativamente el crecimiento de tripanosomatidos in vitro y su infectividad in vivo (Loureiro
et al., 2015; Faria et al., 2016a). Afectar esta via metabdlica podria tener consecuencias a
nivel de sintesis de acidos nucleicos, asi como desde el punto de vista energético en
amastigotas (Burchmore and Barrett, 2001). Se han realizado analisis para la busqueda de
inhibidores de esta enzima en T. cruzi (de V. C. Sinatti et al., 2017) y en Leishmania
infantum (Dickie et al., 2021), encontrando compuestos interesantes. Todos estos puntos
ubican a RpiB en una posicion interesante como posible blanco drogable en
tripanosomatidos. Ademas esta proteina se encuentra en el segundo quintil de expresion en

amastigotas ocupando el lugar 2690 en el ranking.

El siguiente lugar del ranking, esta ocupado por un agrupamiento anotado como Enoil-CoA
isomerasa/hidratasa en T. brucei y L. major, pero como proteina ribosomal mitocondrial S47
en T. cruzi. Esta discordancia hace que sea dificil evaluarla como un posible blanco comun a
los tres organismos. Igualmente analizamos Ila relevancia de Ila Enoil-CoA
isomerasa/hidratasa como posible blanco drogable. Esta enzima participa en B-Oxidacion
de acidos grasos, una via muy importante para el normal crecimiento intracelular en
Leishmania spp (Semini et al., 2020). Por otro lado, también en Leishmania se han
encontrado inhibidores de esta via (Herman et al., 1987; Parreira de Aquino et al., 2021), por
lo que quiza la inhibicidn de esta enzima pueda tener resultados similares. Particularmente
este gen es de los mas expresados en amastigotas de T. cruzi ocupando el lugar 599 del

ranking, ubicandose en el primer quintil de expresion.

El puesto numero 6 del ranking esta ocupado por la fosfono-piruvato descarboxilasa, una
enzima que forma parte de la via de biosintesis del amino-etil-fosfonato (AEP). AEP es un

componente importante de varias macromoléculas, muy presente en fosfono-lipidos de
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invertebrados marinos, bacterias y algunos protozoarios (Mukhamedova and Glushenkova,
2000). AEP forma parte de una gran proporcion de las moléculas de membrana de T. cruzi
(Carreira et al., 1996; Almeida and Gazzinelli, 2001; Acosta-Serrano, 2001), pero no esta
presente en L. major ni T. brucei (Ferguson et al., 1982; Turco et al., 2001; Guan and Maser,
2017), es mas estos Ultimos carecen de algunas enzimas de la via de sintesis del AEP. Es
probable que los ortélogos en T. brucei y L. major, estén cumpliendo otra funcién, que seria
interesante determinar. Respecto a la importancia de este fosfonato para T. cruzi, Smith y
Booth (Booth and Smith, 2020), comentan que en resultados no mostrados ven una
disminucion del crecimiento de los parasitos al realizar un knockout simple de la
fosfoenolpiruvato mutasa, una enzima clave en esta via de sintesis del AEP. Ya se ha
propuesto esta via de sintesis para buscar posibles blancos drogables (Lopes, 2015; Guan
and Maser, 2017), pero en principio no afectaria de igual forma a los tres parasitos, ya que
es funcional solamente en T. cruzi. De todas formas atacar este grupo de ortélogos
encontrado como candidato, podria ser interesante en los tres parasitos, ya que quizaen T.
brucei y L. major también cumplen funciones importantes. Este gen se encuentra en el

segundo quintil de expresién, ocupando el lugar 3089.

La siguiente es una diadenosina tetra-fosfatasa, esta enzima en especifico no ha sido muy
estudiada, pero en la base de datos TritrypDB, se encuentra que su ortélogo en otras
subespecies de T. brucei es la ApaH-like fosfatasa, enzima responsable de la degradacion
de ARN mensajeros (ARNm) mediante el mecanismo de decapping (Kramer, 2017). Kramer
(Kramer, 2017), demostro su esencialidad, mediante el uso de ARN interferente, mostrando
que puede ser un blanco drogable interesante. Se encuentra en el tercer quintil de

expresion, ocupando el lugar 5872.

El siguiente lugar del ranking esta integrado por fosfatasas acidas, enzimas que tiene su
optimo a pH bajo. Se ha visto que las distintas fosfatasas acidas estan relacionadas a
variaciones en los niveles de virulencia en L. major (Baghaei and Mesripour, 2015), dandole
una importancia bioldgica interesante a estos posibles blancos. Por otro lado, se reportd que
en T. brucei, la fosfatasa acida de membrana MBAP-1 (del inglés), es esencial para la
sobrevida de los parasitos (Engstler et al., 2005), pero no asi en Leishmania mexicana,
donde se observo que esta enzima no es necesaria para ningun proceso esencial en el
hospedero (Benzel et al., 2000). Estos datos no dejan tan claro si este podria ser un blanco
drogable interesante que sea esencial para los organismos en cuestion. Es interesante
destacar su expresion en amastigotas, donde se ubican en la posicidon 1356, entrando en el

primer quintil de expresion.

38



La ascorbato peroxidasa (APX), ocupa el lugar 9 en la lista. Es un blanco sumamente
interesante, es una de las enzimas encargadas de contrarrestar el estrés oxidativo generado
por el hospedero en tripanosomatidos (Krauth-Siegel et al., 2007; Castro and Tomas, 2008),
y esta ausente en humanos. El acido ascérbico es un gran antioxidante, actuando mediante
la reduccion de radicales libres, secuestrando especies reactivas no radicales o funcionando
como dador de electrones para las distintas APXs (Halliwell, 2001). La funcién de esta
enzima ha sido descrita en T. cruzi asi como en L. major, pero no asi en T. brucei, por lo
cual es probable que este ortdlogo esté cumpliendo otra funcion que en principio
desconocemos. Algo muy interesante de esta enzima, es que se ha visto que cepas de
Leishmania spp. resistentes a Anfotericina B, asi como cepas de T. cruzi resistentes al
Benznidazol tienen niveles elevados de APX (Nogueira et al., 2012; Kumar et al., 2014),
llevando a una mejor resolucion del estrés oxidativo (Dolai et al., 2009; Taylor et al., 2015).
En L. major la ausencia de APX lleva a un aumento de la apoptosis (Pal et al., 2010),
demostrando que tiene una gran importancia en la biologia del parasito, pero en T. cruzi hay
posturas encontradas respecto a la relevancia como posible blanco drogable. Por un lado,
se plantea que no es esencial para la sobrevida ni la virulencia de los parasitos, aunque
afecta un poco su infectividad (Taylor et al., 2015), y por otro lado, se plantea que al ser tan
importante para combatir el estrés oxidativo y estar sobreexpresada en cepas resistentes es
un gran blanco terapéutico (Nogueira et al., 2012). APX, ya ha estado en el foco de la
busqueda de nuevos blancos drogables y se han buscado y encontrado posibles inhibidores
de la misma en Leishmania (Mansuri et al., 2017; Moreira et al., 2018; Kashif et al., 2020).
Ademas de estas interesantes propiedades, APX ocupa el lugar 2441 del ranking de

expresion, estando en el segundo quintil, pero cerca del primero.

Otra proteina involucrada en la resistencia a medicamentos que aparece como candidato
(lugar 110) es el transportador de membrana ABCG1 que pertenece a la familia de
transportadores ABC. En T cruzi se demostré su participacion en la resistencia a
Benznidazol (Zingales et al., 2015). Por otro lado, en L. major, se vié que parasitos con
doble knock-out para este gen son menos infectivos y virulentos (Manzano et al., 2017).

Este gen ocupa el lugar 4747 en expresion, perteneciendo al tercer quintil.

Las metacaspasas, otras de las candidatas (lugar 15), son un grupo de proteasas, presentes
en hongos, plantas y protozoarios, vinculadas a procesos de muerte celular programada y
regulacion del estrés, entre otros (Vandana et al., 2019). En nuestra lista encontramos una
metacaspasa como posible blanco drogable y es interesante ya que no existe en humanos.
Se han encontrado diferentes vias por las cuales se llega a la apoptosis mediante

metacaspasas en L. major (Basmaciyan et al., 2018), algunas de las cuales involucran la
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activacion de una metacaspasa, y otras la inactivacion. Esto abre el debate acerca de la
busqueda de inhibidores o de potenciadores de la actividad de esta enzima, como posibles
drogas, algo muy interesante ya que es una forma diferente de pensar el accionar de las
drogas. Con respecto a su nivel de expresion, se encuentra en el tercer quintil, en la

posicion 4683.

Las asparagina sintetasas (AS) son enzimas encargadas de la sintesis del aminoacido
Asparagina (Asn) a partir del aspartato. Existen dos grandes tipos de AS, las de tipo B
presentes en procariotas y eucariotas , y las de tipo A que estan presentes en procariotas y
llamativamente también en kinetoplastidos y otros protozoarios (Faria et al., 2016b). Nuestra
proteina candidata (lugar 46), es de tipo A por lo cual en principio es muy interesante dada
su ausencia en humanos (Manhas et al., 2014). Respecto a su esencialidad en la biologia
de los parasitos, en T. brucei se encontré que en presencia de Asn es totalmente funcional y
ni su sobrevida, ni la infectividad, ni la virulencia se vieron afectados (Loureiro et al., 2013).
Por otro lado, en Leishmania donovani, se observdé mediante estudios de reemplazo de
genes que este gen es esencial para la viabilidad de los parasitos (Manhas et al., 2014),
mientras que en Leishmania infantum se demostré lo mismo que en T. brucei, que
solamente es esencial en ausencia de Asn en el medio (Faria et al., 2016b). Estos estudios
demuestran que no es clara la esencialidad de este posible blanco en tripanosomatidos.
Cordeiro da Sllva y cols (Loureiro et al., 2013) plantean que la unica combinacion posible
seria una terapia que deberia involucrar un inhibidor de esta enzima asi como una deplecion
de Asn extracelular (ej. L- asparaginasa) o un bloqueo de los transportadores de Asn. Segun
estas investigadoras, esta combinacion es muy dificultosa, dado que demanda muchos
recursos de desarrollo y logistica, y el uso de dos drogas diferentes puede dar lugar al
desarrollo de resistencias. Ademas agregan que se ha visto que en cancer, el tratamiento
con L-asparaginasa genera efectos adversos importantes (Appel et al., 2008; Cohen et al.,
2010). Este gen es altamente expresado a nivel transcriptomico en el hospedero, ocupando

el lugar 716, entrando en el primer quintil de expresion.

Otro de los candidatos interesantes es la oligopeptidasa B (OpB) (lugar 99). Esta enzima es
una serina proteasa, presente en procariotas (Polgar, 1997; Fenno et al., 2001; Morty et al.,
2002; Yan et al., 2006), tripanosomatidos (Morty et al., 2001, 2005; de Matos Guedes et al.,
2007; Swenerton et al., 2011), algunas plantas (Matheson et al., 1995; Guo et al., 1998;
Bagarozzi et al., 1998) y esta predicha en genomas del reino Fungi. Una caracteristica que
hace a las OpB un blanco interesante es que hasta el momento no estan descritas en
mamiferos. A su vez, en T. cruzi se vid que esta involucrada en la invasion a células no

fagociticas por parte del parasito (Burleigh et al., 1997). T. cruzi, ingresa a las células no
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fagociticas a través de lisosomas. Genera una liberacion de Ca?* intracelular en las células
del hospedero, lo que determina un aumento de la presencia de lisosomas en la membrana,
a través de los cudles ingresa para posteriormente diferenciarse al estadio amastigota. OpB
genera un agonista que se une a un receptor de membrana que determina la sefalizacion
por Ca?" y su posterior invasion. En este estudio se vié que un tratamiento con anticuerpos
anti-OpB disminuye de forma importante la capacidad invasiva de T. cruzi, algo que luego
fue confirmado en experimentos in vivo en ratones. Ademas de tener todas estas cualidades
OpB es muy expresada en el hospedero, ocupando el lugar 1137 en el ranking de expresion,

perteneciendo al primer quintil.

Estos son los posibles blancos drogables con mejor puntaje utilizando nuestra metodologia
y algunos otros interesantes que cumplen los requisitos basicos y que mediante mineria de
texto usando IdMiner los asociamos a la busqueda de drogas. Es interesante destacar que
estos candidatos son expresados en los estadios en el hospedero, caracteristica
imprescindible para ser un posible blanco drogable. Esta lista incluye muchos otros
candidatos que pueden tener una gran importancia para la biologia de estos parasitos y que

debemos seguir estudiando.
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5. Discusion

Las enfermedades desatendidas (“neglected diseases”) tienen una gran incidencia en
paises de bajos recursos econdmicos y en vias de desarrollo. Dentro de este grupo se
encuentran aquellas causadas por tripanosomatidos, como la tripanosomiasis americana,
tripanosomiasis africana humana y los distintos tipos de leishmaniasis. Estas enfermedades
han sido poco estudiadas por muchos afios, teniendo como principal consecuencia,
tratamientos poco efectivos, con efectos secundarios serios. Con el objetivo de comenzar a
revertir esta situacion, recientemente comenzd una busqueda exhaustiva de posibles
candidatos a drogas para enfermedades desatendidas, enmarcada en la organizacion sin

fines de lucro DNDi (Drugs for Neglected Diseases, https://dndi.org), donde estan incluidas

las enfermedades causadas por tripanosomatidos.

La busqueda de nuevos farmacos puede ser abordada desde distintas aproximaciones
mencionadas anteriormente (ver seccidon “Implicancias del desarrollo de nuevas drogas”),
que tienen sus ventajas y desventajas. En este trabajo buscamos tener una primera
visualizacién de proteinas comunes a T. cruzi, T. brucei y L. major, que tienen propiedades
interesantes para ser posibles blancos drogables, de forma de definir ciertos candidatos
sobre los cuales enfocar estudios posteriores. Para esto, buscamos ortélogos compartidos
entre los tres parasitos, utilizando metodologias de agrupamiento de secuencias y
evaluamos su drogabilidad, human off-targeting, asi como su importancia para la biologia de
los parasitos, usando la base de datos Target-Pathogen, y busquedas bibliograficas. De esta
forma logramos obtener una lista jerarquizada de 133 candidatos comunes a los
tripanosomatidos, que en principio tienen cualidades para ser estudiados como posibles
blancos drogables. Es importante aclarar que esta aproximacion es un primer estudio
general sobre todo el proteoma de estos parasitos, que permite reducir el espectro de
busqueda, pero las proteinas candidatas no necesariamente cumplen con todos los

requisitos para ser blancos drogables.

El analisis bibliografico de los candidatos, nos permiti6 comprobar que algunos de los
candidatos obtenidos ya habian sido evaluados como posibles blancos de droga, validando

esta metodologia como una primera aproximacién. También logramos obtener otros
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candidatos que no han sido evaluados como posibles blancos de droga que podrian ser

interesantes de investigar.

Por otro lado, es interesante destacar que la busqueda de candidatos a partir de
agrupamientos de proteinas, permite reducir el espectro a blancos interesantes comunes a
los organismos de interés, lo que aumenta las posibilidades de encontrar tratamientos que
puedan combatir distintas enfermedades en simultaneo. Trabajar a partir de agrupamientos
reduce la posibilidad de encontrar blancos individuales para cada uno de los parasitos, por
lo cual entendemos que es una aproximacién complementaria a la busqueda individual, que
no requiere grandes esfuerzos y aporta informacion que puede ser de importancia a la hora

de decidir donde enfocar estudios posteriores.

Finalmente, comentar que la base de datos utilizada permite la integracion de todo tipo de
informacion, por lo tanto, a medida que exista mas investigacion en estos parasitos, en
cualquier aspecto, va servir para obtener candidatos mucho mas interesantes y poder

enfocar de forma mas precisa los esfuerzos y recursos.
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6. Anexo

log_size

ubiquitin binding

aspanate-aase activity

phosphatidyljnositol phosphate binding

L-ascorbate peroxidase activity

semantic space x

ribose-5-phosphate isomerase activity

‘ 5

RNA binding

semantic space y

Figura Suplementaria 1. Términos de ontologia génica enriquecidos en la lista obtenida de L. major.
Se observa un scatter-plot donde cada circulo representa un término de ontologia génica, su color
representa el p-valor asociado a ese enriquecimiento y el tamafo a la frecuencia en la que esta ese
término en las listas. Los ejes x e y representan un espacio semantico dénde términos mas

relacionados se encuentran mas cercanos entre si.
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Figura Suplementaria 2. Redes de interaccion entre candidatos a posibles blancos drogables. Se
muestran como circulos (nodos) tanto los candidatos de la lista como una primera capa de
interacciones. Las lineas que unen representan una interaccion entre dos nodos. Los colores de las
lineas son celeste para interacciones conocidas extraidas de bases de datos curadas, fucsia para
aquellas conocidas determinadas experimentalmente y el resto para distintos tipos de interacciones

predichas.

47



o

A O N @ 0 B

ara
s

[B'508439:30

S5

s}

!
(B :
LB.503611.50
LB.510/47.10
[B509
LB.511867.160
[B.508

Il

1d3

odAiL I

By

Figura Suplementaria 3. Mapa de calor con valores de expresion (transcriptoma) de los genes
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post-infeccion)(Ama) de T. cruzi. La escala representa los valores de expresion normalizados (cpm).
Los genes fueron ordenados segun su expresion en amastigotas de forma descendente. Se observa

que no hay grandes diferencias de expresion entre estadios.
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