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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es la manifestacién de la infeccion sistémica y créonica causada
por el parasito Trypanosoma cruzi, actualmente considerada endémica en América. El
tratamiento actual se basa en dos farmacos: Nifurtimox y Benznidazol. Ambos presentan
una elevada toxicidad produciendo efectos secundarios severos, siendo un tratamiento
complicado y poco accesible, ya que requiere de tiempos prolongados y altos costos. Por
otra parte, tampoco han demostrado buena eficacia en la fase crénicay se ha evidenciado la
aparicién de resistencia a ambos medicamentos. Por estos motivos es de gran importancia

contribuir al desarrollo de nuevos farmacos para controlar esta “enfermedad desatendida”.

En este trabajo se plantea como objetivo estudiar a la enzima glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH) como blanco molecular de T. cruzi, ya que ésta ha mostrado, en
diversos estudios, ser un factor de virulencia para las formas infectivas. Esta proteina es
responsable de catalizar la primera reaccidon de la via de las pentosas fosfato, generando
NADPH, ribosa-5-fosfato e intermediarios de la glicdlisis. Por tanto, las moléculas capaces
de inhibir esta enzima crucial para el metabolismo del parasito constituyen potenciales

fadrmacos a explorar para el tratamiento de la enfermedad de Chagas.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, enfermedad de

Chagas, via de las pentosas fosfato.



INTRODUCCION

Generalidades sobre la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas, al igual que otras parasitosis como la tripanosomiasis africana y
la leishmaniasis, pertenecen a un grupo de enfermedades causadas por microorganismos
del orden Kinetoplastea (Irigoin et al., 2008), que comparten caracteristicas bioldgicas y
estructurales como lo es la presencia del kinetoplasto, una Unica mitocondria que se
extiende a lo largo del cuerpo del parasito (Leong et al., 2023). A su vez coinciden en la
compartimentalizacion de la via glucolitica dentro de organelos similares a los peroxisomas
[lamados glicosomas (Gualdréon-Lopez et al., 2012). Constituyen algunas de las denominadas
“enfermedades desatendidas”, las cuales a pesar de afectar a mas de 100 millones de
personas en el mundo y generar grandes pérdidas econdmicas debido a la alta morbilidad y
discapacidad que generan, no reciben atencidn ni los medios econdmicos para lograr ser
erradicadas (Andrade et al., 2014). Por las caracteristicas mencionadas de la enfermedad los
tratamientos disponibles actualmente no son los ideales, ademas de que existe poco
interés de la industria farmacéutica en generar nuevos fdrmacos mas efectivos y de
menores efectos adversos, ya que no brinda beneficio econémico (Ortiz., 2017).

La enfermedad de Chagas es la manifestacién de la infeccidn sistémica y crdonica causada
por el pardsito Trypanosoma cruzi, actualmente considerada endémica en América. Existen
diversas formas de transmision (congénita, transfusional o por trasplante de 6rganos),
siendo la principal la vectorial, a través de insectos hematdfagos de la familia de los
triatomineos, conocidos como vinchucas. Los mismos se asientan en viviendas precarias de
barro o paja de tipo “rancho”. En nuestro pais se elimind la transmisidn vectorial desde el
afio 1997 (Barrios et al., 2015; Rosa et al., 2001), permaneciendo la transmision vertical o
congénita. La transmisidon congénita puede darse a través de una madre infectada de T.
cruzi, tanto en la etapa aguda como en la etapa crdnica de la infeccion. Al momento del
nacimiento, el nifio podra presentar un cuadro clinico que se caracteriza por prematurez,
hepatoesplenomegalia, ictericia, anemia y alteraciones del sistema nervioso central,
pudiendo existir también el compromiso de otros érganos (Mufoz et al., 1982; Salvatella et

al., 2016).

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad pueden ser muy heterogéneas y varian de

acuerdo a factores propios del huésped, del pardsito y de la interaccién huésped-parasito.



Se divide en dos fases: aguda y crénica. La fase aguda se caracteriza por presentar una
elevada parasitemia, puede durar de 4 a 8 semanas. Usualmente es asintomatica aunque se
puede manifestar por sintomas generales como fiebre, fatiga, erupcidn, taquicardia,
cefalea, pérdida de apetito, ndusea, vémitos o diarrea (Shigihara et al., 2008). También se
puede observar la aparicién de una lesién conocida como Chagoma, la cual es un edema
palpebral unilateral y se presenta cuando la conjuntiva es la puerta de entrada para el

vector (vinchuca).

Durante la fase crdnica, los sintomas son el resultado de la afeccién de nervios cranealesy
periféricos, con destruccion de las células nerviosas ganglionares y otras anomalias, lo que
determina alteraciones en diferentes dérganos, tales como ritmo cardiaco irregular, falla
cardiaca, dificultad en la deglucién, dolor abdominal, constipacién, entre otros (Kourbeli et
al., 2021). En cuanto a las manifestaciones neurolégicas puede haber cambios cognitivos,
convulsiones, hemiparesia y afasia (Murillo-Godinez, 2018). Se pueden desarrollar
visceromegalias, y disfuncion de los 6rganos afectados, que ademads de perjudicar la calidad

de vida puede llegar a ser mortal para el paciente (Ortiz, 2017).

Ciclo de vidade T. cruzi

Trypanosoma cruzi es un parasito flagelado perteneciente a la familia de los
tripanosomatideos, incluida en el orden de los kinetoplastidos. Caracteristicamente se
destaca la presencia de una Unica mitocondria, ramificada, que se extiende por el cuerpo
del pardsito y presenta una estructura denominada kinetoplasto que corresponde a ADN
compactado (Chiribao, et al.,, 2016). El kinetoplasto se localiza cerca de la region
denominada cuerpo basal, del que emerge el flagelo y presenta dos tipos de ADN, los
maxicirculos y los minicirculos. También poseen un organelo tipo peroxisoma que contiene
la mayoria de las enzimas de la via glicolitica denominado glicosoma, el cual es

indispensable parala supervivencia del parasito (Jackson y Bartek, 2009).

Durante su ciclo de vida T. cruzi pasa por diferentes estadios: epimastigote, tripomastigote
metaciclico, amastigote y tripomastigote, presentando cada uno de ellos caracteristicas

morfoldgicas, estructurales y metabdlicas claramente definidas (Figura 1).



Figura 1: Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi en el hombre y en la vinchuca (triatomino). Se pueden verlos
diferentes estadios de T. cruzi y el proceso de infeccidon en el humano. Figura tomada de (Imazetal,

2015).

El epimastigote se ubica en el tubo digestivo del insecto vector, donde prolifera paraluego
diferenciarse a tripomastigote metaciclico a nivel de la regidn posterior del intestino. Esta
diferenciacion implica cambios estructurales y metabdlicos necesarios para permitir la
invasion del hospedero, siendo este un estadio altamente infectivo pero sin capacidad de
replicarse. Luego de que el vector realiza la picadura, defeca sobre la piel del hospedero, y
por accion del rascado el tripomastigote metaciclico entra a la circulacidon sanguinea y es
capaz de invadir una gran variedad de células nucleadas. Los macréfagos juegan un rol
fundamental en el transporte del pardsito a otros sitios del organismo. En su interior, se
diferencia al estadio amastigote, el cual es intracelular, carece de flagelo, es infectivo y
proliferativo, dividiéndose por fisidn binaria. Luego de 5 dias de replicacidn se diferencia al
estadio tripomastigote el cual es flagelado, replicativo, extracelular e infectivo (Zavala, 2014,

Murillo-Godinez, 2018). Los tripomastigotes circulantes en sangre pueden ser ingeridos



cuando lavinchuca se alimenta del hospedero mamifero, cerrando asi el ciclo replicativo del

pardsito.

Tratamiento actual y sus limitaciones

El tratamiento para la enfermedad de Chagas se basa en dos pilares: el control de la
transmision (vectorial, congénita y transfusional), y el uso de farmacos anti-tripanosomales

gue deriven en tratamientos costo-efectivos contra ella (Lannes-Vieira et al., 2010).

A pesar de varios intentos en el desarrollo de vacunas anti-tripanosomales, hoy en dia no
existe una vacuna efectiva ya que estos parasitos tienen la capacidad de evadir la respuesta
inmune del huésped. Por lo que el tratamiento quimioterapéutico es, actualmente, la
opcién disponible para enfrentar esta enfermedad (Ramponi et al, 2022). Desde hace mas
de 60 afos los farmacos que se utilizan como tratamiento son nitroheterociclicos:
Nifurtimox y Benznidazol. Estos farmacos disponibles para el manejo y control de la
enfermedad de Chagas y la leishmaniasis presentan baja efectividad, alta toxicidad,

resistencia y multiples efectos secundarios (Rivera et al., 2022).

El Nifurtimox tiene efecto tripanosomicida sobre las formas amastigote y tripomastigote de
T. cruzi. Su accién se relaciona con la generacién de productos de reduccién del oxigeno, ya
qgque el tripanosoma posee mecanismos deficientes de detoxificacién, siendo muy
susceptible al estrés oxidativo. Sus efectos secundarios tienen una prevalencia en el 30% de
los casos, entre ellos se encuentran: anorexia, pérdida de peso, manifestaciones
gastrointestinales como dolor abdominal, nauseas, vémitos, diarrea, ademas puede causar
dermatitis y compromiso del SNC dado por alucinaciones, parestesias, insomnio y psicosis

(Werner et al., 2008).

El Benzdinazol también es tripanosomicida. Como mecanismo de accidn, inhibe la sintesis
de ADN, ARN y proteinas del pardsito. Posee gran cantidad de efectos adversos. Dentro de
los dermatolégicos aparece erupcion cutdnea, edema generalizado, adenopatias, artralgia y
mialgia; dentro de los hematoldgicos puede haber trombocitopenia, purpura y hasta
agranulocitosis dado por depresion de la médula dsea. Puede haber ademas compromiso

neuroldgico con polineuropatia, parestesia y polineuritis periférica (Fuentes et al., 2011).



Ambos medicamentos estan contraindicados en el embarazo y en pacientes con
insuficiencia hepatica y renal. En pacientes inmunocompetentes estan indicados en Chagas
agudo, donde han demostrado su mayor eficacia en Chagas congénito, pedidtrico y
accidental. En inmunocomprometidos se debe iniciar el tratamiento de forma inmediata,
sin importar en qué fase se encuentre, para detener la multiplicacién parasitaria y su
diseminacién hacia los tejidos. Otro gran problema en el tratamiento actual de esta
enfermedad es su larga duracién, debiendo mantenerse por al menos 60 dias, lo que influye
negativamente en la adherencia al tratamiento y acarrea mayores efectos adversos (Werner

et al., 2008).

La via glucolitica: G6PDH como blanco molecular

Diversos estudios indican el rol fundamental del metabolismo basado en la glucosaen T.
cruzi, el cual constituye un blanco molecular interesante que puede ser manipulado de
forma selectiva para inhibir el crecimiento del parasito. El metabolismo de la glucosa esta
basado en la via glucolitica y la via de las pentosas fosfato (Figura 2), siendo el primer paso
de esta ultima la conversion de glucosa-6-fosfato (G6P) en 6-fosfogluconato, con la
reduccion de NADP+ a NADPH a cargo de la enzima glucosa 6 fosfato deshidrogenasa

(G6PDH) (Nunez-Mujica, 2009).



Figura 2: Via de las pentosas fosfato. En rojo se resalta la G6PDH, enzima objeto de estudio

de este trabajo. Figura modificada de (Saul, 2014).

La G6PDH esta altamente regulada tanto a nivel transcripcional, traduccional como post
traduccional. Comprende el nexo de muchas vias metabdlicas y vias de sefializacidn
esenciales, lo cual tiene implicancias en procesos celulares tanto en condiciones de salud

como de enfermedad (Stanton, 2012), (Igoillo-Esteve M, 2009).

En cuanto a su estructura (Figura 3), se trata de una proteina homodimérica que se
encuentra en un equilibrio monémero-dimero-tetrdmero, altamente dindmico que
depende de las condiciones de pH, fuerza idnica del medio, sustratos y productos. A pH
basico y fuerza idnica elevada se encuentra en forma de dimero mientras que a pH mas
acido y fuerza idnica baja el equilibrio se desplaza hacia el tetrdmero. El mondmero es

inactivo y presenta un peso molecular de 59 kDa (Au et al., 2000).



Figura 3: Enzima G6PDH de Trypanosoma cruzi (TcG6PDH). Imagen extraida de Mercaldi et al., 2016. En Ase
muestra la estructura del mondémero ylos sitios de unién a G6P y NADPH. En B se muestra la estructura

del tetramero.

La primera estructura cristalina de la G6PDH se obtuvo a partir del microorganismo L.
mesenteroides, la cual inicialmente sirvié de base para el modelado de la estructura
tridimensional de las enzimas de otros organismos, contribuyendo a su mejor estudio
(Naylor et al., 2001). Se halla descrita y cristalizada la GBPDH humana, tanto en complejo con
la G6P como con el NADP+ (Au et al. 2000) . En cuanto a la G6PDH de T. cruzi, se ha
encontrado que existen diferencias estructurales entre la enzima humanay la del parasito,
sugiriendo que seria posible disefiar inhibidores especificos que interfieran con la actividad
de la enzima de T. cruzi pero no la humana. Una diferencia crucial se encuentra en el sitio
catalitico, donde el NADP+ se une al dominio de tipo Rossmann formando enlaces de
hidrégeno que modifican la estructura cuaternaria de la enzima. La G6PDH de T. cruzi
presenta una modificacion estructural en el dominio F191 que lleva a la formacion de una
cavidad conteniendo principalmente atomos apolares. Esta cavidad no esta presente en
ninguna proteina humana que posea interaccion del NADP+ con el sitio de tipo Rossmann,
por lo que esta variacidon estructural en la enzima de T cruzi puede facilitar el

descubrimiento de inhibidores especificos para TcG6PDH (Mercaldi et al., 2016).



Se ha utilizado a la G6PDH como blanco molecular para la busqueda de inhibidores que
constituyen potenciales farmacos para el tratamiento de la enfermedad de Chagas (Ortiz et
al., 2021). En estudios previos se ha reportado afinidad alostérica de la G6PDH por moléculas
esteroideas (Gupta et al., 2010). Entre ellas, la epiandrosterona (EA), una molécula conocida
anteriormente por su afinidad a la GEGPDH humana, demostré tener afinidad también porla
enzima de T. cruzi (Cordeiro et al., 2009). Tanto la EA como la dihidroepiandrosterona
(DHEA) se unen a un bolsillo molecular préximo al sitio activo de la enzima, interfiriendo
con la unién de NADP+ y G6P a dicho sitio, impidiendo asi la formacion de NADPH y
6-fosfogluconato. Se comprobd que haciendo modificaciones en algunas posiciones
moleculares en EA y DHEA se afecta la selectividad y la afinidad de las moléculas por la
enzima parasitaria, resultando en derivados de estos esteroides tales como 16a-BrEA y
16a-BrDHEA con mayor actividad inhibitoria contra la enzima del parasito, y mayor
selectividad hacia dicha enzima en relacién con la enzima humana (Ortiz et al., 2021). En la
misma linea de investigacién Naciuk y colaboradores (Naciuk et al.,, 2020) demostraron,
utilizando 26 derivados de la EA, que 17 de estos compuestos presentan selectividad mayor
por la TcG6PDH que por la enzima humana. Tres de estos compuestos fueron efectivos
contra las formas intracelulares del parasito, siendo indicios alentadores de que estas

moléculas podrian matar al pardsito en la etapa crénica de la enfermedad.

En un trabajo previo realizado en el Laboratorio de Moléculas Bioactivas, se sintetizaron
compuestos simples con potencial antiparasitario a partir de estructuras que derivan de
esteroides naturales (Aguilera et al., 2019). En ese trabajo se estudié una serie de
diecinueve arilidenocetonas esteroidales y tiazolidenohidracinas, evaluando su actividad
bioldgica contra Leishmania infantum, Leishmania amazonensis y T. cruzi in vitro e in vivo. Se
reportaron 6 moléculas activas contra los parasitos. El derivado mds activo, el compuesto
1260 (Figura 4), mostro IC;, de 1,2y 0,2 uM en el ensayo in vitro con T. cruziy L. infantum en
cultivo, respectivamente. Asimismo, mostré actividad similar al Benznidazole y la
Miltefosina en modelos in vivo en ratones de la enfermedad de Chagas y la Leishmaniasis
cutanea, observandose un 60 % de reduccidon de lainfeccion al ser administrado a una dosis
de 50 mg/kg. Este compuesto mostré también una baja toxicidad, buen indice de
selectividad y ausencia de efectos genotéxicos, por lo que resulta un compuesto

prometedor para el desarrollo de farmacos antitripanosomatideos (Aguilera et al., 2019).
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1260 Figura 4: Estructura del compuesto 1260. Compuesto

sintetizado a partirde estructuras que derivan de

esteroides naturales.

En base a los antecedentes descritos anteriormente donde se detecta actividad inhibitoria
de compuestos derivados de esteroides sobre la enzima G6PDH de T. cruzi (Ortiz et al.,
2021), en este trabajo se plantea expresary purificar la enzima recombinante para evaluar si
el compuesto 1260 y otros derivados activos de la familia de los esteroides sintetizados en
el Laboratorio de Moléculas Bioactivas, son capaces de inhibir esta enzima, buscando

contribuir ala elucidacién del mecanismo de accién antiparasitario de estos compuestos.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Optimizar el ensayo de actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) para ser
utilizada como blanco molecular para el descubrimiento de farmacos contra Trypanosoma

cruzi.

Objetivos especificos

e Poner a punto en el laboratorio la expresién de la enzima TcG6PDH recombinante
en E. coli.

e Purificar la enzima TcG6PDH mediante técnicas cromatograficas.

e Corroborar la actividad enzimatica de la TcG6PDH in vitro.

e Evaluar la actividad de la TcG6PDH en presencia de compuestos derivados de

esteroides que mostraron actividad in vitro contra epimastigotes de T. cruzi.

12



METODOLOGIA

Amortiguadores utilizados
- Medio Terrific Broth (TB): para 1L se utilizan 47,6 gde TBy 8 ml de glicerol (10g).

- Amortiguador A: 50 mM de Tris 500 mM de NaCl 5 mM de MgCl, pH 8,0.

->Amortiguador B: Tris 50 mM pH 8,06 con 5 mM MgCl, y 500 mM Imidazol.

—>Amortiguador de lisis: amortiguador A + 1 mg/ml de Lisozima + cdctel inhibidor de
proteasas (Pierce, Thermo).

- Medio sin lactosa: Triptona 1 %, extracto de levadura 0,5 %, NaHPO, 500 mM, KH,PO, 500
mM, NH,Cl 1 M, Na,S0, 1 M, glicerol 10 %, glucosa 1 %, MgS0O, 40 mM.

—->Medio de autoinduccidn: Triptona 1 %, extracto de Levadura 0,5 %, NaHPO, 500 mM,
KH,PO, 500 mM, NH,CI 1 M, Na,SO, 1M, glicerol 10 %, Glucosa 1 %, Lactosa 4 %, MgSO, 40
mM.

- Amortiguador de corrida SDS-PAGE: 30 mM Tris HCl pH 6,6, SDS 1 % (w/v) y 5 % (v/v)
glicerol

- Amortiguador de carga: 25 mM Tris, 250 mM glicina, pH 8,3, 0,1 % SDS

->Amortiguador para medir la actividad: 50 mM Tris—HCI, pH 7,5, 0,5 M NaCl y 5 mM MgCl,
—->Amortiguador de transferencia 10x: 30 mM Tris HCl pH 6,6, SDS 1 % (w/v) y 5 % (v/v)
glicerol, etanol 10%.

—TBS 10x: Tris 0,5 M, NaCl 1,5 M, pH 7,4.

—>TBS tween: TBS 1x con Tween 0,1 %

—>Solucién de bloqueo: 5% de leche descremada en TBS-Tween al 0,1 %

Expresidn de la proteina TcG6PDH

La enzima G6PDH de T. cruzi (TcG6PDH) se expresd en un sistema recombinante utilizando
bacterias E. coli Tuner (DE3) transformadas con el plasmido conteniendo la secuencia
codificante para la proteina de interés, gentiimente cedido por el grupo del Dr. Comini del
Institut Pasteur de Montevideo. En la Figura 4A se esquematiza un proceso genérico de
clonado de un fragmento de ADN de interés, en este caso el gen de la TcG6PDH, en un
vector apropiado para la transformacién bacteriana. En esta instancia se utilizé el plasmido

pET28a (+) conteniendo el gen de la TcG6PDH en marco de lectura con una secuencia
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codificante para la incorporacién de una cola de histidinas en el extremo N-terminal de la

proteina (Figura 4B).

N Extremos
del vector
compatibles

I | | con los

;%Xlrelmfv del Fragmento de ADN
ragmento Ami
fragmente cromosoémice a clonar

clonar

ADN vectorial

Unién del vector con fragmente de
ADN cromosdmico

Molécula de ADN recombinante Figura 5: Procedimiento para realizar el
Introduccion en |a clonado de un gen de interés en un vector
bacteria para la expresion de wuna proteina

recombinante en E. coli. En el panel A se

Molécula de ADN esquematiza el proceso de clonado-del

recombinante gen en el vector o plasmido de expresién,

en este caso se usoé el plasmido pET28a

Cromosoma bacteriano .
(+) (esquematizado en el panel B). Una

vez generado el plasmido recombinante
se introduce en una cepa de expresion
de E. colimediante transformacidn.

Para la puesta a punto de las condiciones de expresion se utilizaron diferentes medios de
cultivo con distintos tiempos y temperatura de induccién. Para la expresion en medio
Terrific Broth (TB) se crecen las bacterias en un precultivo de 3 mL toda la noche a 37°C con
agitacion orbital a 220 rpm, en medio de cultivo liquido en presencia de 50 pyg/mL de
kanamicina, antibidtico para el cual el plasmido de expresion les confiere resistencia a las
bacterias transformadas. Luego se escala el cultivo a matraces conteniendo 50 mL del mismo
medio en presencia del antibidtico. Se monitorea la densidad déptica (DO) a 600 nm hasta
obtener una DO de 0,6, momento en el cual se afiadié el inductor isopropiltiogalactdsido

(IPTG) a una concentracién final de 1 mM. Se dejo el cultivo en agitacion orbital a 220 rpm
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durante 4 horas a 37°C (matraz 1) o toda la noche a 20°C (matraz 2). Pasado ese tiempo, las
bacterias se cosechan por centrifugacion a 5.000 x g a 4°C durante 10 minutos, y se guarda el

pellet bacteriano a -20°C hasta su lisis para la purificacién de la enzima.

Por otro lado, se ensayd la expresiéon de la TcG6PDH en medio de autoinduccion. Se realiza
un precultivo en un volumen de 3 mLtoda la noche a 37°C con agitacién orbital a 220 rpm, en
medio de autoinduccién sin lactosa, con kanamicina 50 pug/mL. Se inoculan 100 uL del
precultivo en 400 mL de medio de autoinduccién con lactosa y kanamicina 50 pg/mL, y se

deja en agitacion orbital a 220 rpm y 25°C por 48 horas.

En cada paso de la expresiéon se toman alicuotas de 100 plL para su posterior analisis por
electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE). Se centrifuga a 3.000 x g por 3 minutos, se
descarta el sobrenadante y se resuspende el pellet bacteriano en 45 pL de amortiguador de

muestra. Se almacenan a -20°C hasta su uso.

Purificacion de TcG6PDH

El protocolo empleado se basa en el articulo de Ortiz et al. 2016. Para la lisis de las bacterias,
el pellet previamente obtenido se resuspende en amortiguador A en presencia de
inhibidores de proteasas y 1 mg/mL de lisozima. Se incuba durante 45 minutos a 4 °C en
agitacién orbital, se sonica el lisado celular mediante 5 ciclos de 30 segundos alternados
on/off con potencia maximay se clarifica por centrifugacion a 27.000 x g, por 45 min a 4°C. Se
recupera la fraccién soluble y se filtra utilizando un filtro de nitrocelulosa con poro de 0,45

um (Millipore, Billerica, MA, USA).

Se procede a realizar una cromatografia de afinidad por niquel en un cromatdgrafo
automatizado AktaPure (GE-HealthCare). La fraccion clarificada se siembra en una columna
HisTrap (GE-HealthCare) pre-equilibrada con amortiguador A. Se lava la columna con 5
voliumenes de columna de amortiguador A con 5 mM imidazol para remover las proteinas no
adheridas a la misma o que lo hacen con baja afinidad. Luego de que se estabiliza la
absorbancia, se eluyen las proteinas unidas ala resina con amortiguador A conteniendo 500
mM Imidazol, y se concentra esta fraccion utilizando unidades de filtraciéon para

centrifugacion Amicon™ Ultra-15 con punto de corte para 10 kDa.

Se realiza una segunda purificacion cromatogréfica de la fraccién obtenida en el paso

anterior en una columna de gel filtracion Superdex 200 10/300 GL (GE-HealthCare)
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pre-equilibrada con amortiguador A. La muestra concentrada se clarifica utilizando un filtro
de nitrocelulosa con poro de 0,45 um (Millipore, Billerica, MA, USA) previo a sembrar en la
columna utilizando un loop de 500 pL. Se monitorea la separaciéon y se colectan las

fracciones de elucién que se almacenan a 4°C.

En todo momento durante la lisis y purificacién se toman fracciones de 100 pL para su
analisis posterior mediante electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE), de la misma forma

gue se describid anteriormente.

Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE) y Western blot

Los resultados de la expresién y purificacion se analizaron mediante electroforesis
desnaturalizante (SDS-PAGE) en geles de acrilamida al 12%. Se prepararon geles de 10

pocillos compuestos por un gel de corriday uno de stacking.

El gel de corrida estd compuesto por agua mili Q, acrilamida:bisacrilamida 29:1, Tris pH 8,8
1,5 M, SDS 0,4%, persulfato de amonio 10% y TEMED. Estos 2 agentes polimerizantes se
colocan por ultimo. Se llena % del cassette de electroforesis y se cubre con 100 plL de
butanol para homogeneizar la superficie del mismo, se espera 10-20 minutos hasta que la
acrilamida solidifique y luego se enjuaga el butanol con agua destilada para posteriormente
colocar el siguiente gel. El gel de stacking se prepara al 6 %, estd compuesto por
acrilamida:bisacrilamida 29:1, 0,5 M Tris pH 6,8, SDS 0,4 %, persulfato de amonio 10 % vy
TEMED. El mismo se coloca por encima del gel de corrida, inmediatamente se introduce el

peine de 10 pocillos para luego esperar durante 10-20 minutos a que gelifique (Figura 5).

Se siembran alicuotas de muestra de 10a 15 pL por pocillo, y el marcador de peso molecular
(MPM) Low Molecular Weight Native marker kit (GE) o un marcador de peso pre-tefiido

(Rainbow RPN80OE, Amersham) para referenciar.

Se conectan los electrodos al cassette y se coloca dentro de la cuba de electroforesis para
posteriormente verter el amortiguador de corrida. Luego de conectar la cuba a la fuente de
poder, se mantiene un voltaje constante de 15 mA mientras las muestras atraviesan el gel
de apilamiento, y cuando penetran el gel separador se eleva el voltaje a 20 mA. Se deja que
migren hasta que el frente de corrida llegue al sector inferior del gel, cuando finaliza su

corrida se procede a la tincion o transferencia del gel. Para la tincidn se incuba el gel en azul
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de Coomassie coloidal por 16 horas y luego se destifie mediante lavados sucesivos con agua

destilada.

Figura 6:. Esquema de la preparacién del gel de poliacrilamida para la SDS-PAGE. 1. Llenado del cassette con
la solucién para preparar el gel de corrida hasta % de su altura. 2. Agregado del gel de stacking e
insercion del peine de 10 pocillos. 3. Soporte donde se arma el gel para luego colocardentro de la
cuba de electroforesis. 4. Ubicacion del cassette dentro de la cuba de electroforesis y colocacion del

amortiguador de corrida.

Se realizd un Western Blot para corroborar la expresién de la proteina y su presencia en las
fracciones obtenidas luego de realizar la purificacidon por cromatografia, antes de medir la
actividad enzimatica. Para el Western blot primero se realiza una corrida electroforética y
luego se transfieren las proteinas a una membrana de PVDF, para lo cual se prepara un
sandwich de transferencia como se esquematiza en la Figura 6. La transferencia se realizaa
400 mA y 100 V, durante 2 horas. Luego se incuba la membrana en solucidn de bloqueo toda
la noche, para al dia siguiente agregar el anticuerpo primario contra la cola de histidinas en
una dilucién 1/2000 en TBS-Tween al 0,1 % y se incuba durante 1 hora. Luego se realizan 3
lavados en agitacién con TBS-Tween al 0,1 % y se incuba la membrana por 1 hora con el
anticuerpo secundario contra IgG de conejo conjugado a peroxidasa de rdbano a una
diluciéon final de 1/5000. Finalmente, se realizan 3 lavados con TBS Tween al 0,1 % en
agitacién y se revela la reaccién colocando 1,5 ml de luminol y 1,5 ml de perdxido de

hidrégeno segun instrucciones del kit ECL (Amersham GE).
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Figura 7: Sandwich de transferencia
Western Blot. El gel se coloca del lado
del electrodo negativo yla membrana
del lado positivo para la
transferencia de las proteinas.

Medida de actividad enzimatica de la TcG6PDH

La concentracion de TcG6PDH en la fraccién obtenida en la purificacion se estimo realizando
un espectro de absorbancia de 250 a 350 nm, utilizando el valor de Abs280nm para despejar
la concentracidon de enzima segun la ecuacion de Lambert Beer (A= C.lg), donde €rgeppn
(54945 M'cm™) fue calculado tedricamente con el programa Swiss Expasy. Las medidas de
actividad de TcG6PDH se realizaron a 25°C monitoreando la formacién de NADPH a 340 nm
en amortiguador Tris 50 mM, pH 7,5, MgCl, 5 mM en un volumen de reaccién final de 150 pl
en placas de 96 pocillos. La reaccion se desencadend con la adicidon de glucosa-6-fosfato
(G6P) y se siguid por espectrofotometria en un lector de placas con modo cinético
(varioskan®). Segun se describe en (Ortiz et al, 2016), se ensayaron diferentes
concentraciones de enzima (36 nM, 121 nM, 243,7 nM) y de sustratos G6P y NADP* (60 mMy
5 mM respectivamente). La velocidad inicial de la reaccidon se obtuvo por ajuste de la

pendiente del tramo lineal inicial de la corrida utilizando el programa OriginPro 6.1.

Evaluacidon del compuesto 1260y derivados como inhibidores de la TcG6PDH

Se ensayaron compuestos de la quimioteca del laboratorio con estructuras tipo esteroides
similares a los reportados previamente como inhibidores (Marks et al. 1960, Cordeiro et al.
2009), incluyendo el compuesto 1260 y otros compuestos de la familia que se muestran en
la siguiente tabla. Se pesaron cada uno de los compuestos y se calculd el volumen a
adicionar de DMSO para que la concentracién de la solucidon de partida sea en todos los

casos de 10 mM.

La concentracién de compuesto ensayado fue de 50 uM, colocando 0,75 plL del stock en cada

pocillo con una concentracién final de DMSO de 0,75 %. Cada condiciéon se evalué por
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triplicado. Se incluyeron dos controles positivos: enzima sin compuesto y enzima con 0,75 %

DMSO, y un control negativo sin enzima. La concentraciéon de enzima a emplear se

seleccioné de acuerdo al resultado del objetivo especifico previo. En caso de identificar

moléculas que afecten la actividad enzimdtica significativamente, seran seleccionadas para

futuros ensayos dosis-respuesta a ser desarrollados por el grupo de investigacién en el

laboratorio.

Tabla 1. Compuestos evaluados. Se lista el nUmero de identificacidon de cada
compuesto en la quimioteca del laboratorio, su peso molecular, la masa vy el
volumen de DMSO necesario para preparar los stock a una concentracién de
10mM.

ID de compuesto Peso molecular Masa (g) Volumen (pL)
(g/mol)

1256 439 0,00388 883,8
1257 484 0,00249 514,5
1258 457 0,00152 332,6
1260 389,6 0,00294 754,6
1261 682 0,00081 118,7
1262 450,7 0,00165 366,1
1263 583 0,00130 223

1289 420 0,00149 354,8
1317 642 0,00620 965,7
1319 462 0,00182 394

1053 358 0,00052 155,3
1054 316 0,00274 867,1

El ensayo de inhibicién de la TcG6PDH se realizé agregando los reactivos a los pocillos de la

placa en el siguiente orden:

1)
2)
3)
4)
5)
6)

7)

Se afadieron 0,75 plL de cada uno de los compuestos

Se afiadieron 112,25 uL de amortiguador

Se afiadieron 6,14 uL de TcG6PDH en cada pocillo excepto en el control negativo
Se afiadieron 15 uL de NADP* 50 mM en cada pocillo

Se incubd durante 10" a TA

Se afadieron 15 pL de G6P 600 mM (desencadenante de la reaccion)

Se inicid la lectura de la placa en el espectrofotémetro.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Expresion de la proteina TcG6PDH

Se llevé a cabo la expresion de TcG6PDH a partir del pldsmido pET28a (+) utilizando la
bacteria E. coli Tuner (DE3) como se describio en la seccidon anterior, empleando diferentes
medios y condiciones de cultivo buscando optimizar la cantidad de proteina obtenida en
forma soluble. Para evaluar la expresién de la proteina de interés, luego de cosechar los
cultivos, se procede a lisar las bacterias para obtener la fraccion soluble y la fraccidon

insoluble.

Para poner en evidencia la presencia o ausencia de nuestra proteina objetivo en las
muestras se realiza una electroforesis en gel obteniéndose los resultados que se muestran

enlaFigura 8.

Figura 8: Analisis por SDS-PAGE de la expresion de TcG6PDH recombinante en distintas condiciones. Las
fracciones colectadas durante la expresién de la proteina se corrieron en un gel de poliacrilamida al
6% (A) y al 12 % (B). En cada pocillo se sembraron 15 pL de las siguientes fracciones de E. coli
Tuner(DE3). A: Carril 1: pre induccién. Carril 2: post induccidon con IPTG 1 mM durante 4 horas a 37°C
Carril 3 y4:fraccidn soluble e insoluble de la muestra del carril 2, respectivamente. Carril 5: MP. Carril
6: pre induccién. Carril 7: post induccion con IPTG 1 mM toda la noche a 20 °C. Carril 8 y 9: Fraccién
soluble e insoluble de la muestra del carril 7, respectivamente. B: Carril 1: MP Carril 2: libre Carril 3:
pre induccién Carril 4: libre. Carril 5: post induccidn. Carril 6: libre. Carril 7: fraccion soluble. Carril 8:
libre. Carril 9: fraccion insoluble. Carril 10: fraccion insoluble.
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En el gel de la Figura 8 A aparece una banda prominente entre 45y 66 kDa en el carril
correspondiente a las fracciones post-induccidon con IPTG, que no estd presente en las
fracciones pre-induccién y cuyo tamafio es el esperado para la TcG6PDH cuyo peso
molecular es de 59 kDa en su forma monomérica. Se puede observar que se expresa
mayormente en la fraccion insoluble. La electroforesis evidencia que ninguna de las
condiciones de temperatura y tiempo de expresion en el medio TB evaluadas permitieron

expresar suficiente proteina en la fraccién soluble como para pasar a la fase de purificacion.

Como las condiciones de expresién ensayadas en los cultivos inducidos con IPTG no
permitieron obtener la proteina en forma soluble en cantidades significativas (Figura 8A), se
optd por implementar un nuevo medio de cultivo, en el cual la expresion de la proteina de
interés se realiza en un medio de autoinduccién, en presencia de lactosa que permite la
activacidon del operdén lac una vez se consume toda la glucosa del cultivo. Luego de la
expresion de la TcG6PDH en este medio se obtuvieron los siguientes resultados en el

analisis de las fracciones por SDS-PAGE (Figura 8B).

Como se observa en la Figura 8 B, la cantidad de proteina recombinante obtenida mediante
la expresién en el sistema de autoinduccidon es menor que al utilizar el inductor IPTG, ya
que no se observa una banda predominante como en el caso anterior. Sin embargo, la
disminucidn en la tasa de produccién de la proteina recombinante evitaria la formacion de
agregados y precipitados proteicos insolubles. A su vez, permitiria que el proceso de
plegamiento para la obtencién de la estructura tridimensional correcta sea mas eficiente,
favoreciendo la produccion de proteina en estado soluble. Se procedié a la purificacidn

utilizando la fraccién soluble obtenida en este medio de induccidn (carril 7, figura 8B).

Purificacion de TcG6PDH

El primer paso para la purificacion de la proteina fue la lisis bacteriana combinando ruptura
enzimatica con lisozima y ruptura mecanica mediante sonicado. Las bacterias lisadas se
centrifugaron para separar la fraccién soluble conteniendo la proteina de interés de la

fraccion insoluble conteniendo restos de pared y membrana celular de la bacteria.

21



El siguiente paso en la purificacion es la IMAC, de la fraccidon soluble clarificada mediante
pasaje por filtro de nitrocelulosa de 0,45 um. Se utiliza una columna HisTrap de 1ml que se
conecta a un sistema de cromatografia automatizado. Se siembra la muestra luego de
equilibrar la columna con amortiguador A. Se monitorea el proceso midiendo absorbancia a
280 nm. Se colecta la fraccidon no unida a la columna, y luego de realizar un lavado con baja
concentracion de imidazol se eluye la proteina de interés. Se colecta un pico que sale alos

57,5 mL, de aproximadamente 3 mL totales, donde esperamos encontrar a la TcG6PDH
(Figura 9).
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Figura 9: Cromatograma obtenido durante la purificacion de la TcG6PDH mediante cromatografia de afinidad
(IMAC). Se grafica la Abs a 280 nm en funcién del volumen de elucién, se aprecia un gran pico
correspondiente a la fraccion no unida entre los 5y 35 ml (%), el pico pequeiio del lavado a los 49,5
ml (%k%) y el pico de elucién a los 57,5 ml (%k%3%). El trazo azul corresponde a la medida de

elucidn utilizado.

absorbancia a 280 nm para cada fraccidon y el trazo verde a la concentracion de amortiguador de

Para continuar con la purificacién se realizé una segunda cromatografia utilizando la SEC. Se
concentré el pico de elucion empleando un dispositivo de ultrafiltracién con membrana con
punto de corte de 10 kDa hasta obtener un volumen de aproximadamente 1,5 mLy se

realizaron 3 corridas independientes en la SEC. Los diferentes picos de elucién se
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colectaron en tubos separados. En la figura 10 se observa el resultado de la cromatografia de
gel filtracion.
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Figura 10: Cromatograma obtenido durante la purificacion de la TcG6PDH mediante cromatografia de exclusion
molecular (SEC). Se grafica la Abs a 280 nm en funcidn del volumen de elucidén para las 3 inyecciones
consecutivas (SEC 1, 2 y 3). En todos los casos se aprecia un pico inicial mayoritario (1), luego un
segundo pico donde parece eluir mas de una proteina (2) yluego uno o mas picos minoritarios (3).

Las fracciones colectadas en la cromatografia se analizaron mediante SDS-PAGE,

obteniéndose resultados muy similares en las 3 inyecciones de la SEC. En la Figura 11 se

muestra a modo de ejemplo la corrida de las fracciones colectadas durante la IMAC y la
primera corrida de la SEC.
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Figura 11: Analisis por SDS-PAGE de las
fracciones colectadas enla IMACy SEC.

Carril 1: MP. Carril 2: sembrado en la
columna (IMAC). Carril 3: Fraccién no unida
(IMAC). Carril 4: lavado (IMAC). Carril 5: pico
de elucién (IMAC). Carril 6: pico 1. Carril 7:
meseta (SECinyeccion 1) . Carril 8: pico 2 (SEC
inyeccion 1). Carril 9: pico 3 (SECinyeccién 1).

Llama la atencién que luego de la purificacion mediante IMAC se obtuvo una mezcla de
varias proteinas, no logrando visualizar un incremento de la proteina de interés en la
fraccion purificada. Esto pudo deberse a la realizacién de un Unico paso de lavado, con una
concentracién baja de imidazol, que no permitié eliminar proteinas de menor afinidad de
unién a la columna. Se plantea como perspectiva realizar un gradiente de elucién con
imidazol o incluir mas pasos de lavado para mejorar este paso inicial de purificacidn. Por
otro lado, la cromatografia de exclusién molecular permitié separar la mezcla de proteinas
obtenidas luego del primer paso de purificacidn, recolectando varios picos de elucién que
posteriormente fueron analizados mediante SDS-PAGE. Dado que la forma monomérica de
la TcG6PDH tiene un tamafio esperado de 59 kDa, las bandas obtenidas en los picos 1y 2 de
eluciéon, comprendidas entre 45 y 66 kDa podrian corresponder a la proteina de interés. Mas
especificamente, en el pico 1 (Figura 11, carril 6) se aprecia una banda Unica que migra
inmediatamente por encima de 45 kDa, mientras en el pico 2 (Figura 11, carril 8) se observan
dos bandas en ese rango, teniendo la superior un tamafio estimado en 66 kDa y la inferior
de alrededor de 60 kDa. Estos resultados sugieren que esta Ultima, dado su peso molecular,
corresponde a la TcG6PDH. Por otro lado, como se esperaba de acuerdo al cromatograma de

la SEC, la electroforesis muestra que el tercer pico corresponde a una mezcla de proteinas.

A raiz de estos resultados, se realizé un WB para corroborar la identidad de la proteina
antes de medir actividad enzimdtica. Se utilizé un anticuerpo primario contra cola de
histidina producido en conejo y el anticuerpo secundario correspondiente conjugado a HRP.

En la Figura 12 se muestra el resultado del WB, donde no puede concluirse la presencia o
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ausencia de la TcG6PDH dado que no se observo sefial tampoco para el control positivo. Se
observan algunas bandas pero parecen ser inespecificas. Dado que el control positivo
tampoco se vio, esto puede deberse a que los anticuerpos utilizados no hayan reconocido el
epitopo de interés por disminucion de la sensibilidad y/o la especificidad (Sule et al., 2023),
por lo que seria conveniente repetir el experimento utilizando otro anticuerpo para verificar

esta hipétesis.

Figura 12: Western Blot para la deteccion de
proteinas con cola de histidinas.

Carril 1: MPM. Carril 2: pre-induccidon en medio
de autoinduccion. Carril 3: post-induccién en
medio de autoinduccién. Carril 4: sin inducir
con IPTG. Carril 5: post-induccién con IPTG a
37°C. Carril 6: post-induccién con IPTG a 20°C.
Carril 7: Pico 1 de la SEC. Carril 8: Pico 2 de la
SEC. Carril 9: Pico 3 de la SEC (ver figura 11).
Carril 10: control positivo de cola de histidina,
tripanotién reductasa de T. cruzi.

Al no obtener resultados concluyentes en el Western Blot, se decidio realizar el andlisis

comparativo por SDS-PAGE de la expresiéon de TcG6PDH recombinante en distintas

condiciones en un Unico gel, para facilitar la visualizacion (Figura 13).
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Figura 13: Analisis por SDS-PAGE de la expresion de
TcG6PDH recombinante en distintas condiciones.
Carril 1: MPM. Carril 2: pre induccidon a 37°Csin
IPTG. Carril 3: post inducciéon a 37°C con IPTG.
Carril 4: pre induccién a 20°C sin IPTG. Carril 5:
post induccién a 20°C con IPTG. Carril 6: pre
inducciéon en medio de autoinduccién. Carril 7:
post induccion en medio de autoinduccidn.
Carril 8: pico 1 SEC. Carril 9: pico 2 SEC. Carril 10:
pico 3 SEC (ver figura 11).

Como ya fue mencionado, la forma monomérica de la TcG6PDH tiene un tamafio esperado
de 59 kDa, por lo tanto, las bandas obtenidas en el pico 2 de la SEC, comprendidas entre 52y
76 kDa podrian corresponder a nuestra proteina de interés. Estos resultados sugieren que la
proteina de la banda que se encuentra mas cerca a los 52 kDa, podria corresponder a la
TcG6PDH. A raiz de estos resultados, se procedié a realizar la medida de actividad enzimatica

con dicha fraccion.

Medida de actividad enzimatica de la TcG6PDH

Como se discutié previamente, se optd por seleccionar la fraccién correspondiente al pico 2
de la SEC para evaluar la presencia de actividad enzimatica, ya que contiene la banda con el
peso molecular estimado parala TcG6PDH. Se estimd la concentracién de proteina mediante
la medida de absorbancia 280 nm segun la ecuacién de Lambert-Beer utilizando el
coeficiente de absortividad molar calculado tedricamente. Dada la presencia de otras
bandas en esa fracciéon, nos planteamos que se podria estar sobreestimando la
concentraciéon de TcG6PDH por este método, en cuyo caso la concentracién efectiva de
enzima seria menor. Por consiguiente, se evalud la actividad y se estimd la velocidad inicial

de la reaccidn para 3 concentraciones de enzima diferentes (36, 121y 244 nM).
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Figura 14: Medida de actividad enzimatica con distintas concentraciones de enzima. Los ensayos de medida
de actividad se realizaron en amortiguador Tris 50 mM pH 7,5 MgCl, 5 mM en un volumen de reaccién
final de 150 pl, utilizando distintas concentraciones de enzima (36 nM, 121 nM 6 244 nM), 60 mM G6P y

5 mM de NADP'. La reaccién se desencadend con la adicién de G6P y la formacién de producto se
siguid midiendo la absorbancia a 340 nm en un lector de placas con modo cinético, a TA.

En la Figura 14 se muestran corridas representativas de las medidas de actividad realizadas a
distintas concentraciones de la muestra conteniendo la enzima TcG6PDH, en las que ésta se
incuba con G6P y NAPD" y se mide la absorbancia a 340 nm en el tiempo, buscando detectar
la formacién de NADPH, producto de la reaccidon catalizada por esta enzima. Estos
resultados permiten confirmar la presencia de la proteina de interés en dicha muestray que
la misma esta activa. A su vez, se verificd que a medida que aumenta la concentracion de
enzima la actividad enzimdtica se incrementa, lo que se desprende de la estimacién de la
pendiente a partir del ajuste de la porcidn lineal de la grafica. Las pendientes y desvios
estandar obtenidos para cada concentracién fueron de 0, 0011 + 9,8 x 10° s para 36 nM
enzima, de 0,0034 +5,9 x 10° s* para 121 nM enzima, y de 0,0043 + 1,5 x 10* s para 244 nM
enzima. Dado que la cantidad de enzima no es una limitante, se selecciond la concentracion
de TcG6PDH de 244 nM para realizar los ensayos de inhibicidn con los compuestos derivados

de esteroides, dado que presenta una pendiente mayor.
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Figura 15. Ensayo de inhibicion de la actividad de TcG6PDH. A. Grafica representativa de las medidas de
actividad enzimatica, con una concentracidén de enzima de 244 nM. Todas las corridas se realizaron en
amortiguador Tris 50 mM, pH 7,5, MgCl, 5mM en un volumen de reaccién final de 150 ul a TAysiguiendo
la absorbancia a 340 nm en un lector de placas con modo cinético. En gris se observa la corrida del
control positivo de enzima en presencia de 0,75 % DMSO, en rojo se observa la corrida en presencia
del compuesto 1261 a una concentracion de 50 uM, y en azul el control negativo sin enzima. B.
Evaluacion del efecto inhibidor de los distintos compuestos ensayados en relacion al control de
enzima con DMSO. Se muestra el porcentaje de inhibicién para aquellos compuestos que presentaron
un efecto sobre la actividad enzimatica. Todos los compuestos fueron evaluados en las mismas
condiciones de ensayo descritas para el control, a una concentracién de 50 uMen presencia de 0,5 %
DMSO.

En la Figura 15A se muestran corridas representativas de las medidas de actividad de la
TcG6PDH durante el ensayo de inhibicidon de la enzima. Se incuban los compuestos con la
TcG6PDH durante 15 min a TA y NAPD". Se incluye un control positivo de la enzima y otro
control positivo de la enzima con 0.5% DMSO para verificar que este no afecta la actividad
enzimatica, asi como un control negativo sin enzima. Luego se adiciona G6P para
desencadenar la reaccién y se mide la absorbancia a 340 nm en el tiempo, buscando
detectar la formacion de NADPH.

En este caso se visualiza la actividad de la enzima sin inhibidor, y se observa una franca
disminucion de la velocidad de formacion de NADPH, y por lo tanto de la actividad
enzimatica, en la curva correspondiente a la actividad del compuesto 1261, el cual mostrd
una inhibicién mayor al 70%. En la Figura 15B se observan los porcentajes de inhibicién de
los distintos compuestos ensayados sobre la actividad de la TcG6PDH. Estos resultados
permiten identificar varios inhibidores, y en particular concluir que el compuesto 1261
presenta una inhibicion de mas del 70 % a la concentracion ensayada. Por otro lado, a pesar

de haber mostrado inhibicidon del crecimiento de T. cruzi in vitro, el compuesto 1260 no
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presentd inhibicion de la TcG6PDH en las condiciones ensayadas, por lo que se hace
necesario seguir caracterizando el efecto de este compuesto en el crecimiento parasitario
asi como su mecanismo de accidon. En cuanto a los inhibidores identificados en este ensayo
preliminar, es importante realizar los ensayos dosis-respuesta para determinar su ICs, y

proseguir con su caracterizacién a futuro.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La G6PDH es una enzima que tiene como funcién convertir la G6P en 6-fosfogluconolactona
y generar poder reductor en forma de NADPH, siendo esta la primera reaccién de la fase
oxidativa de la via de las pentosas fosfato. Su importancia radica en el rol esencial que
cumple en el metabolismo de T.cruzi influyendo en su supervivencia. En base a esto, en
este trabajo se utiliza esta enzima como blanco molecular en busqueda de inhibidores de la
misma que puedan ser potenciales farmacos contra esta infeccion.

Para ello, se pusieron a punto las condiciones para la expresidon y purificacion de la TcG6PDH
en el laboratorio. Asimismo, se evalud su actividad enzimatica en placa de 96 pocillos y se
realizé un primer ensayo de inhibicidn utilizando compuestos de la familia del compuesto
1260 de la quimioteca del grupo, el cual ha mostrado en trabajos previos actividad
tripanosomicida in vitro, pero se desconoce su mecanismo de accién. En base ala similitud
estructural de este compuesto con los esteroides, algunos de los cuales han sido reportados
como inhibidores de la G6PDH, nos planteamos evaluar si los compuestos de esta familia
poseen actividad inhibidora de la enzima de T. cruzi.

A pesar de que el compuesto 1260 no mostré inhibir a la enzima, 4 de los 12 compuestos
gue se probaron mostraron inhibir la actividad enzimatica en mas del 25 % en relacién al
control, y en particular el compuesto 1261 presentd una inhibicion mayor al 70 %.

Estos resultados permitieron identificar moléculas con las que seria pertinente repetir este
ensayo asi como realizar los ensayos dosis-respuesta correspondientes. Asimismo, se
plantea que seria de interés analizar las propiedades estructurales y fisicoquimicas de estas
moléculas para luego evaluarlas en los otros modelos in vitro e in vivo de T. cruzide los que

dispone el grupo, asi como su toxicidad en células de mamifero.
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