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RESUMEN

Los parasitos del género Trypanosoma son responsables de enfermedades que afectan
al hombre y al ganado, siendo 7. brucei el agente causante de la enfermedad del
suefo y nagana respectivamente. El caracter zoondtico de estas enfermedades, que
incluye diferentes especies de insectos como vectores y animales salvajes como
reservorios, hacen necesaria la implementacion de estrategias de control eficaces.
Hasta ahora la Unica opcién de tratamiento disponible ha sido la quimioterapia, debido
a los complejos mecanismos de evasion del sistema inmune que poseen los
tripanosomas. Desafortunadamente sélo hay un pufiado de drogas disponibles para
tratar la enfermedad del suefio, las cuales ademas presentan ciertas desventajas como
generacidn de resistencia, baja eficacia, dificil administracién y alta toxicidad. Por ello
existe la necesidad de descubrir nuevas entidades quimicas que actlen sobre
componentes indispensables y especificos del metabolismo de los parasitos. El
metabolismo redox dependiente de tioles de los tripanosomas difiere marcadamente
del presente en mamiferos y por lo tanto ofrece blancos moleculares confiables para
desarrollar farmacos selectivos. Estos parasitos emplean al tripanotion (bis-glutationil
espermidina), la tripanotion reductasa y la triparredoxina para mantener su
homeostasis redox. La biosintesis de tripanotién es catalizada por el dominio C-terminal
de la enzima tripanotion sintetasa (EC 6.3.1.9) a expensas de ATP. La indispensabilidad
de esta enzima para la viabilidad del parasito y su inexistencia en humanos la

convierte en un buen candidato como blanco de farmacos.

Los trabajos pioneros en el desarrollo de inhibidores contra la tripanotidn sintetasa
emplearon enzimas similares de especies de tripanosomatidos no patdgenos y el
nucleo estructural del glutation como molde inicial, con resultados poco alentadores a
nivel bioldgico. En los Ultimos afios y mediante estrategias de cribado de quimiotecas y
disefio racional de compuestos, se han identificado nuevos inhibidores de la tripanotion

sintetasa.

En este trabajo se describe la puesta a punto de ensayos para detectar inhibidores de
la tripanotidn sintetasa de 7. bruceiy de la proliferacion de la forma infectiva de este
parasito. El cribado dirigido contra un blanco (tripanotién sintetasa) y fenotipico
(viabilidad celular) de una quimioteca de 422 compuestos con una amplia diversidad
estructural y funcional nos permitié identificar nuevas moléculas con potentes

actividades inhibitorias sobre la enzima y el crecimiento del patdgeno.
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ABREVIATURAS

A , Ampére; ADME, Absorcién, distribucién, metabolizacién y eliminacién; ADN, Acido
desoxirribonucleico; ADP, Difosfato de adenosina; Amp, Ampicilina; APS, Persulfato de
amonio; ARN, Acido ribonucleico; ATP, Trifosfato de adenosina, BCA, Acido bicinconinico;
BSA, Albumina sérica bovina; C; Concentracion final, CV, Cribado virtual; DMSO,
Dimetilsulféxido; DO, Densidad dptica; DTT, 1,4-ditiotreitol;, EDTA, Acido
etilendiaminotetraacético; FBS, Suero fetal bovino; FPLC, Cromatografia liquida rapida de
proteinas; FSC, Forward-scatter, detector de dispersion frontal; GFP, Proteina verde
fluorescente; Grx, Glutarredoxina; GSH, Glutation reducido; Gsp, Glutationil espermidina;
GSSG, Glutation oxidado; H2L, Hit to Lead ; HEPES, Acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetanosulfénico; HTS, Cribado de alto rendimiento; IEC, Cromatografia de intercambio
ionico; IMAC, Cromatografia de afinidad a iones metalicos inmovilizados; IPTG, Isopropil-B-D-
1-tiogalactopirandsido; LB, Caldo de cultivo Luria-Bertani; LDH, L-lactato deshidrogenasa; MR,
Mezcla de reaccion; NADH, Nicotinamida adenina dinucledtido (reducido); NADP,
Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato; NMR, Resonancia Magnética Nuclear; OMS,
Organizacion Mundial de la Salud; PBS, Tampdn fosfato salino; PEP, Fosfoenolpiruvato; Pi,
fosfato inorganico; PK, Piruvato quinasa; PMSF, Fluoruro de fenilmetilsulfonilo; S, desviacién
estandar muestral corregida; SDS, Dodecilsulfato de sodio; SDS-PAGE, Electroforesis
desnaturalizante en gel de poliacrilamida; SEC, Cromatografia de exclusion molecular; SPD,
Espermidina; SSC, Side-scatter, detectores de dispersion lateral; TB, Caldo de cultivo Terrific
THTryS, Tripanotion sintetasa de Trypanosoma brucei; TEMED, Tetrametiletilendiamina; TET,
Tetraciclina; TLCK, N-a-tosil-L-lisina clorometil cetona; TryS, Tripanotidn sintetasa; T(SH),,
Tripanotion.
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1 INTRODUCCION

1.1 Trypanosoma brucei

1.1.1 Caracteristicas generales

El parasito 7rypanosoma brucei, es un protozoario flagelado del orden
Kinetoplastida que causa la “enfermedad del suefio” en humanos y la
enfermedad “Nagana” en el ganado (Steenkamp 2002). Su ciclo de vida se
divide en 2 etapas: una que incluye la infeccion del huésped mamifero (ganado
u hombre) y otra de desarrollo en un insecto o vector bioldgico (mosca
hematdfaga del género Glossina conocida como mosca tse-tse). 7. brucei es un
parasito extracelular que coloniza la sangre y los fluidos intersticiales de sus

hospederos mamiferos y vector. El ciclo de vida se detalla en la Figura 1.
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Figura 1. Ciclo de vida de Trypanosoma brucei. Una mosca infectada (1) inyecta
tripomastigotes metaciclicos en el tejido epitelial (2). Los parasitos ingresan al sistema linfatico
y de alli pasan al torrente sanguineo (3). Dentro del huésped se transforman en tripomastigotes
sanguineos, los cuales proliferan por fision binaria y son capaces de colonizar la linfa y el liquido
cefalorraquideo. Luego de ser ingeridos por el vector, los parasitos se transforman en
tripomastigotas prociclicos en el intestino de la mosca (4), donde se multiplican y se
transforman en epimastigotes (6). Los epimastigotes migran del intestino medio (5) hacia las
glandulas salivales de la mosca donde se transformaran en tripomastigotes metaciclicos, no
replicativos (7). El ciclo de vida en la mosca tarda aproximadamente 3 semanas (modificado de
http://www.richardwheeler.net).
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Cuando una mosca tse-tse infectada pica a un mamifero le inyecta junto con la
saliva la forma infectiva del parasito. El parasito se multiplica primariamente en
el sitio de infeccién durante cerca de 3 dias, lo cual comiunmente da lugar al
desarrollo de un edema inflamatorio que desaparece después de 3-4 semanas.
Luego el patdgeno se disemina por todo el cuerpo a través del torrente
sanguineo, iniciando la fase aguda de la enfermedad. En el huésped vertebrado
la forma tripomastigota se multiplica por fisidon binaria, pero a diferencia de
Trypanosoma cruziy Leishmania spp., T. bruceino invade células y tejidos, sino
que habita en fluidos incluyendo sangre, linfa y liquido cefalorraquideo (CDC
2012).

Los tripomastigotes sanguineos estan recubiertos en su superficie con una
densa capa de glicoproteinas de membrana; si bien 7. brucei cuenta con un
repertorio de cerca de 1000 genes codificantes para esas proteinas, solo uno de
ellos es expresado por la poblacién de parasitos (Marcello 2007). El sistema
inmune produce anticuerpos especificos contra la glicoproteina dominante, lo
que permite eliminar la mayoria de los parasitos circulantes y controlar la
infeccidn; sin embargo, mediante mecanismos epigenéticos aleatorios algunos
clones de parasitos activan la expresion de una variante diferente de la
glicoproteina de superficie logrando asi escapar al reconocimiento y ataque del
sistema inmune. Estos parasitos se multiplicaran y daran origen a una nueva
onda de parasitemia clonal y a un nuevo ciclo de control de la infeccion por
respuesta inmune humoral (Stockdale 2008). La cronicidad de este fendmeno
acarrea una gran produccion de anticuerpos que llevan a la formacién de
complejos, que activan la via del complemento y causan dafos directos en los
endotelios de los vasos y en los rifiones. Los dafios en los vasos generan
edemas y micro-infartos en el cerebro, mientras la anemia es debida a la
destruccion de los eritrocitos por lisis mediada por complemento, pero
fundamentalmente por macrofagos del sistema reticulo endotelial (Botero
2003).
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1.1.2 Tripanosomiasis Africana

La tripanosomiasis humana africana, también conocida como “enfermedad del
sueno” es causada por dos subespecies distintas de T7rypanosoma brucei:
rhodesiense y gambiense. T. b. rhodesiense representa menos del 5% de los
casos diagnosticados, la enfermedad que produce se desarrolla muy
rapidamente y genera una infeccion aguda, observandose los primeros
sintomas a las pocas semanas o pocos meses después de la infeccion,
conduciendo a la muerte en cuestién de semanas o en un lapso menor a 2 afios
(OMS 2012). Por el contrario, las infecciones por 7. b. gambiense son mas
frecuentes y representan el 95% de los casos de tripanosomiasis humana (OMS
2012). Esta enfermedad tiene un desarrollo mas lento donde el paciente puede
pasar meses 0 afios sin o con manifestaciones esporadicas de la misma. Sobre
la fase final de la enfermedad y cuando los sintomas se hacen evidentes, el
parasito ha logrado atravesar la barrera hemato-encefélica comprometiendo al

sistema nervioso central (Kennedy 2006a).

Dos etapas caracterizan el desarrollo de la enfermedad del suefo: la primera
etapa, conocida como fase hemolinfatica, se manifiesta con ciclos de fiebre muy
elevada y periodos afebriles durante varios dias, jaquecas, debilidad intensa,
dolores de articulaciones, taquicardias, anemia, edema intenso, alteraciones
circulatorias, pérdida de peso y prurito (picazén). Los primeros sistemas
afectados son el cardiovascular, renal y enddcrino. La segunda fase, conocida
como fase neuroldgica, comienza cuando el parasito atraviesa la barrera
hematoencefalica e invade el sistema nervioso central. En general cuando esto
ocurre se observan cambios en el comportamiento y caracter del individuo (por
ej. indiferencia, irritabilidad). Durante el dia aparecen periodos de somnolencia,
cada vez mas frecuentes y prolongados (motivo por el cual se le llama
“enfermedad del suefo”) mientras que por la noche se sufre de insomnio. Esta
enfermedad también se caracteriza por cursar con una marcada artralgia e

hipersensibilidad a estimulos mecanicos y dolor (signo de Kerandel).
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La enfermedad del suefio es curable con medicacion. Pero sin tratamiento es
letal ya que el deterioro irreversible de drganos y funciones vitales conducira a
la muerte (Kennedy 2006Db).

1.1.2.1 Transmision

Esta enfermedad es transmitida por la picadura de la mosca tse-tse, un insecto
del género Glossina. Estos insectos se encuentran principalmente en areas
rurales del Africa subsahariana y sblo algunas especies de la mosca son
transmisoras de la enfermedad (Van Den Abbeele 1999). Su habitat incluye la
vegetacion costera de rios y lagos, los bosques y la sabana. Dado que no existe
la transmision vertical del parasito en el vector, solo en zonas endémicas de

tripanosomiasis se encontraran moscas infectadas.

Las regiones mas afectadas son aquellas donde los sistemas de salud son
precarios o inexistentes y donde la poblacion depende de la agricultura, pesca,
cria 0 caza de animales y por ende estd mas expuesta a la picadura de la
mosca Yy en consecuencia, a la infeccion. La enfermedad comienza a
diseminarse en pequefios asentamientos pero los desplazamientos humanos
por guerras y pobreza conducen a un aumento en la tasa de transmision y a su
expansion a aldeas y regiones mas extensas; la migracion y el turismo
intercontinental la ha llevado incluso a otros paises, aunque siempre se ha

tratado de casos puntuales que no derivaron en epidemias (Brun 2010).

Otras vias de transmisiéon de la enfermedad que han sido reportadas lo
constituyen: a) la via congénita (el tripanosoma puede cruzar la placenta e
infectar al feto) y b) la transmision mecanica en laboratorios de investigacion

que trabajan con cepas infectivas.

1.1.2.2 Distribucion geografica

7. b. gambiense es endémico de Africa central y occidental, mientras que 7. b.

rhodesiense lo es en el sur y este de este continente (Figura 2).
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Figura 2. Distribucion
geografica de las subespecies
de Trypanosoma brucei. A la
izquierda de la linea roja (occidente)
predomina 7. b. gambiense y a la
derecha (oriente) 7. b. rhodesiense.
Los puntos naranjas representan los
focos infecciosos. Actualmente, la
enfermedad del suefio abarca 36
paises del 4africa sub-sahariana
poniendo en riesgo de infeccion a
mas de 60 millones de personas. La
incidencia anual es de
aproximadamente 300.000 casos y
el adrea donde se puede hallar al
vector ocupa un tercio de la
totalidad de Africa (Kennedy 2004).
Imagen de http://www.finddiagnostics.org/programs/hat-ond/hat/about hat.html.

Durante el siglo XIX, mas precisamente entre 1896 y 1906, se reportaron focos
en Uganda y la cuenca del Congo (Louis 2005). Mas tarde, en 1920, se
descubrieron casos en diversos paises africanos, pero fueron controlados
gracias a los equipos mdviles que organizaron el monitoreo de millones de
personas en las areas de riesgo. Para mediados de los ainos 60, se creia que la
tripanosomiasis humana africana estaba bajo control. Sin embargo, la
flexibilizacion de la vigilancia junto con el abandono de paises europeos de
distintas colonias africanas, coincidié con la reaparicién de personas infectadas
en varias areas, a lo largo de los ultimos 50 afos. Recientemente los esfuerzos
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) junto con programas de control
nacionales y organizaciones no gubernamentales, han frenado y revertido la

tendencia creciente de casos (Kuzoe 1993).

Los brotes mas importantes de la Ultima década han sido reportados en 2005
en Angola, Republica Democratica del Congo y Sudan. Es dificil estimar la
situacion actual en un nimero de paises endémicos debido a la falta de
seguimiento, vigilancia y pericia de diagnosis. De acuerdo al Centro de Control y
Prevencion de Enfermedades, los datos estadisticos del afo 2012 indican
alrededor de 10.000 nuevos casos por afo (CDC 2012), pero se cree que el

numero es mayor ya que muchas infecciones no son diagnosticadas.
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Queda en evidencia entonces que las tripanosomiasis africanas son y han sido

desde siempre un serio problema de salud publica en dicho continente.

1.2 Tratamientos disponibles
1.2.1 Ventajas y desventajas

El tipo de tratamiento aplicado va a depender de la etapa en la que se
encuentre la enfermedad. Las drogas utilizadas en la primera etapa de la
enfermedad son menos tdxicas y mas efectivas; esto quiere decir que cuanto
mas temprano se detecta la infeccion, hay mayores probabilidades de sanar al
paciente. En la segunda etapa, el éxito del tratamiento dependerd de la
habilidad de la droga administrada para atravesar la barrera hematoencefalica,
y actuar contra el parasito que invadidé el sistema nervioso central. Tales
farmacos son bastante tdxicos, deben ser administrados de manera frecuente y
prolongada y requieren la hospitalizacién del paciente (Barrett 2007). Hasta
ahora, tan solo cinco medicamentos han sido registrados y aprobados para el
tratamiento de la enfermedad del suefio y son entregados gratuitamente a los
paises endémicos a través de una asociacion publico-privada entre la OMS vy

Sanofi-Aventis o Bayer AG.

Los tratamientos para la primera etapa son: pentamidina de Sanofi-Aventis y
Suramina de Bayer AG (Figura 3A). La pentamidina fue descubierta en 1941, y
es usada principalmente contra 7. b. gambiense. Tiene pocos efectos
secundarios indeseables, y es bien tolerada por los pacientes. La suramina es
anterior, se descubri6 en 1921, y se usa principalmente contra 7. b.
rhodesiense. Debe tenerse en cuenta que provoca trastornos en el tracto

urinario y reacciones alérgicas (Nok 2003).

El tratamiento de la segunda etapa comprende el uso de melarsoprol de Sanofi-
Aventis, descubierto en 1949, y utilizado contra ambas subespecies de
patdgenos; o eflornitina también de Sanofi-Aventis, registrada en 1990 pero
solo efectiva contra 7. b. gambiense (Figura 3A). El melarsoprol es un
compuesto derivado de arsénico y cuyo consumo conlleva diversos efectos

colaterales siendo el mas dramatico un sindrome encefalopatico, el cual es fatal
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en un 3 al 10% de los pacientes. Como si fuera poco, se viene dando un
aumento de la resistencia a esta droga, particularmente en varios lugares de
Africa central. La eflornitina es una alternativa al tratamiento con melarsoprol
ya que esta molécula es menos toxica que la otra, pero requiere de un régimen
estricto de administracion (intravenosa) bajo hospitalizacién (Docampo 2003).
Por eso es que en 2009 se propuso una nueva estrategia para el tratamiento de
la enfermedad del suefio producida por 7. b. gambiense que combina la
eflornitina con nifurtimox. El nifurtimox (Figura 3B) esta registrado para el
tratamiento de la tripanosomiasis americana o mal de Chagas, pero no contra la
tripanosomiasis humana africana. No obstante, luego de ciertos ensayos clinicos
que demostraron su eficacia y seguridad (Priotto 2009) se aceptd su uso en
combinacion con eflornitina y se incluyd en la lista de medicamentos esenciales

de la OMS y es distribuido gratuitamente para este uso.

A)
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B) Figura 3. Estructura de los farmacos
actualmente disponibles para tratar la
o enfermedad del sueio. A) La suramina es
0.N_O \Qm un derivado simétrico de naftaleno
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1.2.2 Nuevos candidatos farmacoldgicos en evaluacion

La escasez, alta toxicidad, baja eficacia, y dificil administracion de los actuales
tratamientos, sobre todo para la etapa avanzada (crénica) de la enfermedad,
hace necesario el desarrollo de nuevos farmacos mas seguros y efectivos. El
fexinidazol (Figura 4A), un nitroimidazol redescubierto por la Iniciativa
“Medicamentos para Enfermedades Olvidadas” (DNDi en inglés), esta siendo
evaluado como candidato para el tratamiento oral de corta duracién de la forma
aguda y crénica de la tripanosomiasis africana. Ya fueron realizados los
controles farmacocinéticos y preclinicos necesarios para cumplir con las
normativas de seguridad exigidas por las regulaciones internacionales antes de
testearse en humanos (DNDi 2013). En animales de laboratorio el fexinidazol
presenta una muy buena absorcién y biodistribucién, incluyendo el cerebro,
luego de la administracién oral. Los estudios toxicoldgicos demostraron que es
bien tolerado y no es genotdxico para células de mamiferos (Torreele 2010). En
setiembre de 2009 este compuesto fue ingresado en la fase 1 de ensayos

clinicos en humanos y hoy en dia se avanzé hasta fase IIb/III.

A) 2

F
N
N OH
e S P
s CF; O \©i/o

Figura 4. Estructura de los farmacos que estan siendo evaluados como posibles
candidatos para el tratamiento de la enfermedad del suefo. A) Fexinidazol. B) SCYX-
7158.

Otro compuesto descubierto y optimizado para su uso como medicamento
contra la enfermedad del sueiio es una pequefia molécula que contiene boro
(benzoxaborol) llamada SCYX-7158 (Figura 4B). Este demostré ser activo in
vitro contra T. b. gambiensey T. b. rhodesiense y también en modelos murinos
de las dos etapas de la enfermedad. Las propiedades de absorcidn, distribucion,

metabolizacion y eliminacion (ADME) indican que el compuesto puede ser
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administrado via oral, es metabdlicamente estable y capaz de penetrar la
barrera hemato-encefdlica (Jacobs 2011). En 2011 ha sido seleccionado para
entrar en etapa de ensayos preclinicos con la posibilidad de avanzar a fase 1 de
ensayos clinicos en humanos. Actualmente se encuentra en fase I

(https://clinicaltrials.gov/).

1.3 Blancos Terapéuticos

1.3.1 Métodos y criterio de identificacion

Existen distintas estrategias para lograr la identificacion de compuestos
quimicos o naturales con potencial farmacoldgico para tratar distintas
afecciones y/o enfermedades, sean estas infecciosas 0 no. Los grandes avances
que tuvieron lugar en las ultimas décadas en las areas de gendmica, biologia
estructural, protedmica y genética funcional de organismos patdgenos y el ser
humano han facilitado la bisqueda, identificacion y caracterizacién de blancos
terapéuticos. Ademas de contribuir al descubrimiento de nuevos candidatos a
farmacos, estas técnicas y disciplinas contribuyeron a la exploracion del modo
de accion de los medicamentos, las reacciones adversas y las implicaciones
farmacogenéticas (ej. variacion de secuencias génicas y perfiles de expresion, y

procesamiento postraduccional de proteinas) si las hubiera (Zheng 2006).

Un blanco terapéutico debe reunir ciertas caracteristicas para definirse como
tal, las cuales incluyen: cumplir un rol critico y preferentemente insustituible en
la forma infectiva del parasito o en el proceso de la enfermedad, y poseer
caracteristicas estructurales y funcionales distintivas para lograr su inhibicion

selectiva y limitar efectos colaterales en humanos.

La concentracion intracelular de estos blancos debe ser baja para permitir
reducir la dosis de compuesto a emplear y por lo tanto su eventual toxicidad.
Los sitios de unién a inhibidores deben tener ciertas propiedades estructurales y
fisicoquimicas que permitan acomodar farmacos con alta afinidad de unién y
especificidad (Hopkins 2002). La elucidacion de estas propiedades del blanco

farmacologico requiere del estudio bioquimico, bioldgico, estructural vy
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molecular del mismo, asi como también de las rutas metabdlicas o procesos

celulares asociados.

1.3.2 Validacidon como diana molecular

Con respecto a las técnicas empleadas para la validacion genética y
caracterizacion funcional de genes, éstas consisten en regular positiva o
negativamente la expresion de la secuencia en estudio para observar los
cambios fenotipicos atribuibles a esa modificacion (Ilag 2002). Por ejemplo: el
reemplazo génico o knock-out (K.0.) se consigue insertando un plasmido
linealizado que contiene un marcador selectivo flanqueado por los fragmentos
5"y 3’ del locus del gen de interés (NHGRI 2013). La represion o sobreexpresion
inducible de un gen se puede lograr mediante el empleo de vectores de
integracidon que permiten la expresiéon o represion inducible por tetraciclina del
gen de interés (Wirtz 1995). Otra estrategia es la de “dominante negativo” en
la cual la expresion de un mutante de la proteina enddgena afecta
adversamente, por competencia con la forma salvaje, la actividad bioldgica de

esta ultima.

A pesar de la cantidad de métodos existentes, el mas utilizado actualmente
para 7. brucei es sin dudas la generacion de ARN doble hebra (ARNdSs) el cual
permite el silenciamiento post-transcripcional de un gen especifico (Sharp
1999). En el modelo actual, el ARNds es digerido dentro de la célula para dar
lugar a cortos segmentos de ARN interferente (siARN) que son replicados por
una ARN polimerasa ARN-dependiente, y que luego se unen a un complejo de

nucleasas que catalizan la degradacién especifica del ARNm diana (Bass 2000).

En cuanto a los métodos de validacidn de blancos a nivel proteico se puede
decir que todavia estan en vias de desarrollo, pero se espera que en un futuro
puedan complementar o superar a los genéticos. Se ha incursionado por
ejemplo en el uso de anticuerpos micro-inyectados directamente dentro de
células de mamifero (Morris 2001) o producidos por las mismas y que puedan
unirse especificamente a una proteina y neutralizar su funcién, o el uso de

aptameros que son secuencias cortas de oligonucledtidos capaces de unirse con
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especificidad a las proteinas gracias a su particular estructura tridimensional
(Tuerck 1997), e incluso en la utilizacién de péptidos como inhibidores
competitivos de actividad catalitica o de interaccion proteina-proteina de
manera tal de interferir con su funcién bioldgica (Caponigro 1998). Los ultimos
avances incluyen la utilizacion de un cromoforo con propiedades fotoquimicas
especiales unido a alguna de estas moléculas de reconocimiento (anticuerpos,
aptameros o péptidos), lo que se conoce como inactivacidn laser asistida por
cromoforo o CALI por su sigla en inglés. Esta técnica implica la generacion de
radicales de vida corta, limitando asi el radio de las modificaciones covalentes a
sitios espacialmente restringidos en la molécula blanco. Si estos radicales
modifican aminoacidos en una proteina que es responsable de cierta funcion, se
observara una inactivacién transitoria de dicha funcion (Rubenwolf 2002).
También se emplean estrategias de cribado de pequefias moléculas y su
capacidad para modular una ruta metabdlica sin la necesidad de tener un
blanco especifico. La clave esta en lograr sintetizar una coleccidn eficiente de
estas pequefias moléculas capaces de alterar un proceso bioldgico conduciendo
eventualmente a la identificacion del blanco terapéutico que esta siendo
perturbado (Schreiber 2000) y lo mas novedoso es un arreglo en formato tipo
microchip que presenta miles de proteinas funcionales en su superficie,
mediante los cuales se podra estudiar por ejemplo la interaccidn de dichas

proteinas con otras proteinas o fosfolipidos (Zhu 2001).

1.3.3 Tripanotidn sintetasa:
Caracterizacion bioquimica y bioldgica
Los tripanosomatidos tienen una ruta metabdlica exclusiva, que consiste en la
biosintesis y uso de N!, &/® bis(glutationil) espermidina (Fairlamb 1985), un
ditiol de bajo peso molecular llamado tripanotién, o T(SH), para abreviar. En 7.
brucei hay una sola enzima bifuncional encargada de catalizar ambos pasos de
la reaccion de biosintesis de T(SH), asi como las reacciones reversas de
hidrdlisis para formar nuevamente los sustratos (Figura 5). Esta enzima es una

C-N ligasa dependiente de ATP denominada tripanotion sintetasa (EC 6.3.1.9) y
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su rol e importancia en cuanto a la viabilidad y virulencia del parasito han sido

ampliamente demostrados.

T
' p
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§OOH o gdlucgsg -6-fosfato (GBP
- 7t eshidrogenasa
espermidina HyN ! NH N : 6PGL
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Figura 5. Biosintesis de tripanotion y su papel en diversas rutas metabdlicas. La
reaccion de sintesis de tripanotion consiste en la sucesiva adicion de dos moléculas de glutation
a una de espermidina (en primer lugar se forma el intermediario glutationilespermidina y
posteriormente se adiciona la segunda molécula de glutation) a expensas de ATP (Comini
2003). LOOH = lipoperdxidos, ONOOH = peroxinitrito, E® = compuesto electrofilo.

Detoxificacion de
xenobiodticos y
resistencia a
drogras

La forma recombinante de esta enzima fue analizada por espectrometria de
masa mostrando un peso molecular de 71,963 Dalton y por electroforesis
desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) migré con un peso
molecular aparente de ~ 72 KDa (Oza 2003). En una resina de filtracién por gel
se comporta como una especie homogénea y monomérica. Tiene dos dominios
cataliticos estructuralmente distintos, uno C-terminal que posee la actividad
sintetasa y otro N- terminal con actividad amidasa el cual tiene homologia con

dominios de cistein-proteasas como la papaina (Lin 1997).

En cuanto al comportamiento cinético de la enzima, en condiciones saturantes
de Mg**-ATP y espermidina, se observa una pronunciada inhibicién por GSH por
encima de 0,1 mM. Para el resto de los sustratos la cinética sigue una hipérbola
simple y las K}, reportadas son 38 uM para SPD, 2,4 UM para Gsp y 7,1 UM para

Mg**-ATP (Oza 2003). El mecanismo de la reaccién planteado hasta el
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momento consiste en la unidn parcialmente ordenada de los tres sustratos a la
enzima. La reaccién se inicia con la fosforilacion de GSH por el ATP seguido de
la conjugaciéon de espermidina al GSH fosforilado que da lugar al intermediario
glutationilespermidina y liberacion de Pi y ADP (Leroux 2013). En el segundo
paso, se repite la activaciéon de GSH por fosforilacion y la formacion de un
complejo cuaternario con Gsp que finalmente dara lugar a la formacién de
T(SH), y una nueva ronda de liberacion de ADP y Pi (Comini 2005; Leroux
2013). Cabe notar que tanto SPD como Gsp compiten por el mismo sitio de
unidon y que T(SH), y GSH inhiben la reaccién al mantenerse unidos a la

enzima.

La indispensabilidad de la tripanotion sintetasa (TryS) para la sobrevida del
parasito /n vitro e in vivo fue demostrada mediante interferencia por ARN doble
hebra y knock-out condicional en la forma infectiva de 7. bruce/ (Comini 2004,
Wyllie 2009). Esto puso en evidencia la precariedad del sistema redox
dependiente de tioles en estos organismos, el cual al carecer de enzimas como
la tiorredoxina reductasa y glutation reductasa, depende estrictamente del
poder reductor de T(SH), para abastecer distintas funciones celulares (Figura
5). En estos parasitos, el tripanotion es el equivalente al glutation (GSH) de
mamiferos ya que actlia como cofactor redox en varios procesos como ser la
reduccidon de hidroperdxidos catalizada por distintos tipos de peroxidasas y la
sintesis de ribonucledtidos por la ribonucledtido reductasa. Estas y otras
reacciones de oxido-reduccién estan mediadas por distintas tiol/disulfuro
reductasas conocidas como redoxinas (ej. tiorredoxina, glutarredoxina y
triparredoxina) entre las que se destaca la triparredoxina por su especificidad y
eficiencia catalitica por T(SH),, y cuya actividad demostrd ser indispensable

para la viabilidad de estos parasitos (Manta 2013).

Las ventajas que presenta la TryS como blanco de accion de farmacos es que, a
diferencia de la triparredoxina y las triparredoxinas peroxidasas, esta enzima es
poco abundante (2,1 — 3,4 uM) (Fiestas, no publicado), por lo cual deberia ser
mas facilmente inhibida. También es importante destacar que la TryS es una

enzima exclusiva de tripanosomatidos y salvo por algin motivo de unién a ATP,
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no tiene identidad de secuencia significativa con ninguna proteina de mamiferos
(Comini 2004).

Se realizaron varios esfuerzos mediante distintos abordajes para identificar
inhibidores de la glutationilespermidina sintetasa y de la TryS. En una primera
instancia se disefiaron y produjeron una serie de tripéptidos estructuralmente
relacionados al glutation (De Craecker 1997), posteriormente se sintetizaron
fosfinopéptidos analogos a glutationilespermidina (Chen 1998) y derivados de
acido boronico (Amssoms 2002) con resultados interesantes. Se ha testeado la
actividad biolégica de unos pocos derivados de glutatién siendo la CEsy' del
compuesto mas activo 1,9 UM contra 7. brucei (D'Silva 2000). Sin embargo, no
se detectd actividad inhibitoria de analogos amida de GSH por debajo de 7 uM

contra 7. cruzi (Ravaschino 2006).

Lo ultimo en este campo fue la validacién quimica de la TryS como blanco
mediante el cribado de una biblioteca de mas de 60.000 compuestos llegandose
a reportar y caracterizar 4 nuevos inhibidores (DDD60632 = 2-(tert-
butilsulfonilmetil)-4-(3-fluorofenil)tiazol, DDD73385 = 1-(5-(3,5-diclorofenil)-2H-
tetrazol-2-il)-3,3-dimetilbutan-2-ona, DDD85811 = 1-(3-(3-fluorofenil)-1H-
indazol-1-il)-3,3-dimetilbutan-2-ona y DDD86243 = 2-(3-(3-fluorofenil)-1H-
indazol-1-il)-1-(piperidin-1-il)etanona), que ademas retienen actividad
inhibitoria contra esta enzima y citotdxica contra cultivos de la forma infectiva
de 7. brucei (Torrie 2009). Las Clsp contra la TryS reportadas para estos
compuestos son: DDD60632 = 0,273 yM, DDD73385 = 0,317 uM, DDD85811 =
0,095 uM, DDD86243 = 0,140 uM y las CEsq contra el parasito son: DDD60632
= 27,1 uM, DDD73385 = 21,2 uM, DDD85811 = 8,8 uM, DDD86243 = 5,1 uM.

! Se define la CEsy como la concentracién de un compuesto necesaria para reducir in vitro el
crecimiento poblacional de un organismo en un 50% y la Cls, como la concentracion de un
compuesto necesaria para reducir in vitro la actividad enzimatica en un 50%.
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1.4 Candidatos a farmacos

1.4.1 Estrategia y proceso de busqueda

El descubrimiento de nuevos farmacos no es una tarea sencilla, como indican
las altas tasas de fracaso de proyectos (uno de cada cinco) que entran en fase
de desarrollo pre-clinica y menos de 1 de cada 10 de los que pasan la etapa
clinica son luego registrados para uso clinico. Muchos de estos proyectos fallan
por carecer de sustento bioldgico y bioguimico sobre el blanco molecular, el
organismo y la patologia asociados al agente infeccioso; y otros por no
considerar las caracteristicas criticas que debe tener el producto terapéutico
final para su uso en humanos (Brown 2003). Para que un determinado
compuesto sea exitoso en los ensayos clinicos y presente beneficios
sustanciales respecto a los farmacos existentes debe tener en cuenta la
poblacion objeto, el espectro de actividad, la dosis, via de aplicacion y
frecuencia de la misma, seguridad y eficacia, posibilidad de aplicarse junto con
otros medicamentos, pocas contraindicaciones, baja probabilidad de generar
resistencia, estabilidad en climas tropicales y por sobre todo el costo (Wyatt
2011).

Histdricamente, los farmacos eran descubiertos identificando el principio activo
de remedios naturales o simplemente por casualidad, en la década de los 90s
comenzo a analizarse el efecto terapéutico que producian pequefias moléculas,
productos naturales o extractos sobre células u organismos enteros, y asi surgié
lo que se conoce como farmacologia basica; pero hoy en dia con la evolucion
de las técnicas de secuenciacion, clonado, sintesis y purificacién de proteinas la
estrategia mas utilizada es la farmacologia reversa. Se plantea la hipétesis que
la modulacién de la actividad de cierta proteina blanco tendria un efecto
terapéutico beneficioso, luego se testean bibliotecas de compuestos quimicos
para identificar moléculas que interaccionen con mayor afinidad con el blanco y
éstas son utilizadas como punto de partida para el disefio y/u optimizaciéon de

nuevos candidatos a farmacos (Archer 2004).
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Otro método comunmente utilizado es el disefio racional de compuestos donde
se estudian las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas del blanco y se realiza
una prediccion de la clase de moléculas que pueden interactuar con el sitio
activo. De estas instancias se suelen obtener muy rapidamente farmacoforos

novedosos.

Otro método es el cribado virtual (CV) basado en simulaciones
computacionales. Tiene como principal fortaleza el bajo costo que presenta
frente a ensayos realizados en el laboratorio ya que no se necesita sintetizar
ningln compuesto ni comprar una biblioteca. A veces se utiliza el CV para
reducir la cantidad de compuestos que seran evaluados luego en el laboratorio
y otro punto fuerte es que la cantidad de compuestos disponibles para realizar
CV es significativamente mayor a la disponible para realizar HTS, es mas, existe
la posibilidad de testear compuestos que aun no han sido sintetizados. Sin
embargo presenta desventajas tales como: 1) el requerimiento de datos
estructurales, 2) se trata de predicciones, 3) puede no tener en cuenta la
dindmica conformacional, 4) algunos compuestos que resulten del CV pueden
ser dificiles de sintetizar. Por ello es que el screening virtual no puede sustituir
al screening real; el screening real (RS) como por ejemplo el cribado de alta
procesividad o  Aigh-throughput screening (HTS) permite estudiar
experimentalmente la actividad de cientos de miles de compuestos por dia
contra un blanco determinado. Esto proporciona resultados confiables que
contribuyen al refinamiento de las estructuras de los ligandos identificados,

pero es altamente costoso (Bajorath 2002).

1.4.1 Criterios de selectividad, definicion de Ait y lead

Como ya se menciond, una de las vias mas populares de encontrar candidatos a
farmacos prometedores es investigar la inhibicidn o la interaccion de la proteina
blanco con moléculas que forman parte de una biblioteca de compuestos
mediante técnicas de HTS. Muchas de estas bibliotecas son comerciales e
incluyen de decenas a millones de compuestos. Los compuestos mas efectivos
obtenidos de este tamizaje son llamados “hits” ya que muestran interaccion y

actividad frente al blanco. Alguno de estos compuestos “hit” luego son
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refinados y modificados para alcanzar interacciones mas favorables y menos
efectos colaterales ascendiendo a la categoria de “lead” o cabeza de serie

(http://www.combichemistry.com).

El proceso global de una campafa de descubrimiento de nuevos candidatos a

farmacos se presenta en la Figura 6.
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Figura 6. Etapas del desarrollo de un farmaco. La etapa de “hit” a “lead” comienza con la
confirmacion y evaluacion de los “hits” resultantes del cribado primario. Continda con un
proceso de optimizacion que busca mejorar las propiedades farmacocinéticas del compuesto
para que puedan ser testeados en modelos animales de la enfermedad y reducir la posibilidad
de efectos secundarios asociados al tratamiento. Finalmente se analiza la factibilidad de sintesis
y produccion en masa y por Ultimo (en teoria) se verifica si la estructura no ha sido patentada
previamente (Keseru 2006). Los puntos de control tipicos a lo largo de este proceso son: las
series de hits validados (SHV), las series de /eads identificados (SLI) y la seleccién de
candidatos a estudios clinicos (SCC). Esto asegura que Unicamente aquellos compuestos con un
perfil de potencialidad lo suficientemente alto (orden nanomolar) avancen a las siguientes
etapas de desarrollo (modificado de Bleicher 2003).

1.5 Diseiio racional de compuestos

1.5.1 Datos biogquimicos, estructurales y bioldgicos del
blanco molecular

El disefio racional de drogas se define como el proceso en el cual se descubren
nuevos medicamentos basandose en el conocimiento bioquimico, bioldgico y
estructural de un blanco molecular especifico y el hecho de que interfiriendo
con su funcién se puede lograr un efecto terapéutico significativo. Este
abordaje se contrapone a la metodologia tradicional de descubrimiento de
farmacos basada en el cribado de sustancias quimicas contra células en cultivo

0 en animales y luego relacionando el efecto con el tratamiento.
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Hay dos grandes enfoques acerca del diseino racional de compuestos, esta el
disefio basado en el ligando y el disefo basado en estructura. Ambos pueden

ser o no asistidos por métodos computacionales.

El primero requiere del conocimiento de las moléculas que interaccionen con el
blanco y son las estructuras de dichos compuestos las que brindan un modelo
de farmacoforo que define las caracteristicas minimas que debe tener un
determinado compuesto para unirse al blanco. El segundo enfoque, demanda el
conocimiento de la estructura atémica del blanco molecular obtenido por
técnicas de cristalografia de rayos X o resonancia magnética nuclear (NMR). Si
la estructura del blanco no esta disponible, es posible crear un modelo por
homologia a estructuras reportadas de proteinas relacionadas. Utilizando
conocimientos de la quimica medicinal, luego se pueden llevar a cabo estudios
con el fin de predecir y guiar el proceso de optimizacion de inhibidores con alta
afinidad y selectividad por el sitio activo de la proteina en cuestion (Mandal
2009).

1.5.2 Estrategia de retroalimentacion

Claramente, es muy dificil que una campafia en busca de un nuevo candidato a
farmaco sea abordada por un Unico laboratorio u organizacion/empresa. Para la
gran cantidad de compuestos que se manejan es necesario un equipo de
trabajo multidisciplinario y un plan sofisticado para administrar los tiempos y
volimenes de trabajo. Es indispensable contar con un equipo de quimicos que
disenen vy sinteticen los compuestos y que idealmente estudien sus parametros
de calidad (pureza) y solubilidad, bioquimicos que testeen los mismos contra el
blanco postulado y contra otros blancos para descartar reactividad cruzada
(especificidad) y también realizar ensayos de toxicidad, y farmacéuticos que
hagan el seguimiento de los Aits mas prometedores hacia nuevas etapas de
desarrollo. No se descarta el aporte en este proceso de bioinformaticos y
bidlogos estructurales para refinar las estructuras de ciertos ligandos o estudiar
el mecanismo de accion de compuestos realizando simulaciones

computacionales con datos de estructuras tridimensionales (Yang 2006).
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Mediante todas estas colaboraciones se conecta la libreria de compuestos con el
cribado en formato HTS y el diseno racional de drogas, haciendo avanzar todo

el proceso con mayor rapidez y consistencia.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar la actividad inhibitoria contra la enzima tripanotién sintetasa y el
crecimiento de la forma infectiva de 7. brucei de una biblioteca de

compuestos quimicos.

2.2 Objetivos especificos

e Optimizar las condiciones de expresién, purificacion y almacenamiento
de la 7bTryS.

e Optimizar ensayos enzimaticos en formato HTS para evaluar la actividad

anti- 76TryS de compuestos de sintesis organica.
e Establecer un algoritmo de trabajo.

e Calcular la CIsq para los compuestos que presentan actividad moderada o

alta.

e Evaluar la actividad bioldgica de la mayor cantidad posible de

compuestos sobre cultivos de la forma infectiva de 7. brucei.
e Calcular la CEsp de los mejores inhibidores encontrados.

e Implementar un sistema para el manejo de la informacion generada:

planillas de calculo y bases de datos.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Biologia molecular

3.1.1 Construcciones de ADN utilizadas

Los plasmidos utilizados para la expresion de la forma recombinante de la TryS
de T. brucei fueron el vector pET-19b- 756TryS"T (Comini 2003) y el pET-15b-
76TryS"T (Oza 2003). La Figura 7 muestra un esquema representativo de los

elementos mas importantes de dichos vectores y secuencias.
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Figura 7. Esquema de los vectores empleados para producir la 76TryS recombinante.
T7p: promotor de polimerasa de fago T7; lac o: operdn de lactosa; rbs: secuencia de unién de
ribosomas; ATG: coddn de inicio de la transcripcidon/traduccion; Hiy 0 Hg: cola de 10 o 6
residuos de histidina; EK: sitio de corte de enteroquinasa; thr: sitio de corte de trombina; ANde 1
y BarmH 1: son los sitios de las enzimas de restriccién empleadas para insercion de la secuencia
de 78TryS; 7bTryS"WT o 7BTryS"™: secuencia codificante de la 75TryS correspondiente y
tamafio molecular; T7t: secuencia terminadora de la transcripcion. Sobre las secuencias de
7HTryS se indican los residuos, y sus posiciones, que varian entre ambas secuencias.
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A fines practicos se denominara de ahora en adelante como 7bTry
enzima codificada por el plasmido pET-19b-75TryS y 76TryS"YT a la enzima
codificada por el plasmido pET-15b- 756TryS. La secuencia de aminoacidos para
76TryS"T vy 75TrySVT difiere en las siguientes posiciones: G'’S, A**V, V*1 y

T3] una de otra, respectivamente.
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Preparacion y transformacion de células

3.1.2
competentes

El ADN plasmidico empleado para transformar la cepa bacteriana de expresion
de las proteinas recombinantes es preparado fresco a partir de las células MAX
Efficiency® DH5a de Invitrogen™. Las células competentes se descongelan en
hielo, mezclan y distribuyen en alicuotas de 100 pyL en tubos previamente
enfriados. A una de estas alicuotas se le agregan 2 pL del plasmido de interés y
luego de incubar en hielo por 30 minutos se realiza un shock térmico en bafio
de agua a 42 °C durante 45 segundos sin agitar. Luego se deja reposar el tubo
en hielo por 2 minutos y paso seguido se agregan 900 pL de medio SOC [2%
p/v triptona (Sigma-Aldrich, 61044), 0,5% p/v extracto de levadura (Sigma-
Aldrich, 92144), 10 mM NaCl (Sigma-Aldrich, S3014), 2,5 mM KCl (Sigma-
Aldrich, P9541), 10 mM MgCl, (Sigma-Aldrich, M2670), 10 mM MgSO4 (Sigma-
Aldrich, 63138), y 20 mM glucosa (Sigma-Aldrich, G8270)] a temperatura
ambiente y se incuba en agitador a 37 °C y 225 rpm durante 1 hora.
Finalmente, se centrifuga a 3000 g por 5 minutos a 25 °C, el sobrenadante se
descarta por volcado, el pellet de células se resuspende en el volumen de
medio remanente del volcado y la suspensidon se esparce sobre placas de LB-
agar-ampicilina [5 g de extracto de levadura, 10 g de triptona, 10 g de NaCl y 7
g de agar (Sigma-Aldrich, A7002) en un litro de agua destilada, 100 pg.mL

ampicilina, pH 7,4]. Las placas se incuban a 37 °C toda la noche.

Bacterias Escherichia coli de la cepa Tuner™ (DE3) y BL21 (DE3) (Novagen®)
se emplearon como hospederos para la expresion de las proteinas
recombinantes. La preparacion y transformacion de las células competentes se
realiza como se comenta a continuacion: 10 UL de un stock de glicerol de la
cepa de interés es inoculado en 5 mL de medio LB liquido (5 g de extracto de
levadura, 10 g de triptona, y 10 g de NaCl en un litro de agua destilada, el pH
se ajusta a un valor de 7,4 con 10 M NaOH) e incubado a 37 °C con agitacion a
220 rpm durante toda la noche. Un mL de este cultivo es inoculado en 50 mL
de medio LB contenido en un matraz Erlenmeyer de 250 mL y se incuba a 37

OC y 220 rpm hasta alcanzar una DOgoonm = 0,4. El cultivo se transfiere, entre
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mecheros, a un tubo BD Falcon™ estéril de 50 mL y se deja reposar 20 minutos
en hielo. En adelante, es importante mantener las células frias durante todo el
proceso; la suspension celular se centrifuga a 3000 g y 4 °C por 10 minutos. El
sobrenadante se descarta y las células se resuspenden en 5 mL de CaCl,
(Sigma-Aldrich, C5670) 0,1 M frio con delicadeza. La suspension se incuba 30
minutos en hielo, luego se centrifuga a 2500 g y 4 °C por 10 minutos y el pellet
se resuspende en 1 mL de CaCl, 0,1 M frio. A partir de esta suspension celular
se preparan alicuotas de 250 pL en tubos eppendorf™ mantenidos en hielo.
Para la transformacién se agregan hasta 10 pL del plasmido [pET-19b- 76TryS
para las células £. coli Tuner™ (DE3) y pET-15b- 756TryS para las BL21 (DE3)],
dependiendo de la concentracién (las bacterias se transforman con ~ 500 ng de
ADN plasmidico); la mezcla se incuba por 30 minutos en hielo y luego se realiza
un shock térmico de 2 minutos exactos en bafio de agua a 42 ©°C. Las células
son colocadas inmediatamente en hielo, se les agrega 750 puL de medio LB y se
incuban a 37 °C y 220 rpm por 50 minutos. Finalmente, el cultivo se centrifuga
a 3000 g por 5 minutos a 25 °C, se descarta el sobrenadante, las células se
resuspenden en el volumen restante y se distribuyen sobre placas de LB-agar-

ampicilina. Las placas se incuban a 37 °C hasta el dia siguiente.

3.1.3 Purificacion de ADN plasmidico

Se realiza utilizando el GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich,
PLN350). El primer paso es centrifugar las células de un cultivo de 5 mL y
descartar el sobrenadante. Seguido a eso se resuspende el pellet en 200 pL de
solucién de resuspension empleando un vortex. A continuacién se agregan 200
UL de solucion de lisis, se mezcla por inversidon suave y se deja reposar por 5
minutos mientras aclara. Para interrumpir la reaccion de lisis se agregan 350 pL
de la solucion de neutralizaciéon, se mezcla por inversion y se centrifuga a
12000 g y 25 °C durante 10 min. En simultaneo se debe preparar la columna
para la union de ADN agregando 500 pL de la solucién de preparacion de
columna y centrifugando 1 minuto a 12000 g. El sobrenadante del lisado
centrifugado se vierte sobre la columna pre-equilibrada y se vuelve a

centrifugar para permitir la union del ADN a la matriz de la columna. La
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columna se lava con la solucion de lavado y luego se seca mediante una
centrifugacion breve. Para eluir se agregan 50 pL de agua filtrada y autoclavada
y se recupera el plasmido mediante centrifugacion a 12000 g y 25 °C durante 1

min.

Expresion, purificacion y analisis de
proteinas recombinantes

3.2.1 Expresion heterdloga

Para expresar ambas 756TryS se procede a inocular 5 mL de LB-ampicilina (Ct
Amp = 100 pg.mL?) en tubo BD Falcon™ de 15 mL con una colonia de las
respectivas cepas de expresion transformadas recientemente (<1 semana).
Este cultivo se incuba a 37 °C y 220 rpm por 6 - 8 horas, luego se diluye 1:10
en 45 mL de LB-ampicilina contenido en un matraz Erlenmeyer de 250 mL el
cual se incuba en las condiciones anteriores durante toda la noche. Al otro dia,
se inoculan 5 mL del pre-cultivo en 450 mL de medio TB [24 g de extracto de
levadura, 12 g de triptona, y 4 mL de glicerol (Carlo Erba, 453752) en un litro
de agua destilada], complementado con 50 mL de sales de potasio [6,27 g de
K;HPO4 (Sigma-Aldrich, P3786) y 1,16 g de KH,PO4 (Sigma-Aldrich, P0662) en
H,O destilada], 25 mL de glucosa 20% p/v (Gt = 1%) y 500 pL de ampicilina
(Sigma-Aldrich, A9518) stock 100 mg.mL™. Los cultivos se dejan crecer a 37 °C
y 220 rpm hasta una DOgyonm = 0,8 y luego se incuban a 4 °C durante media
hora. Al cabo de este tiempo se inicia la induccion de la expresion con el
agregado de 250 pL de IPTG (Euromedex, EUO008-B) 1 M e incubando los
cultivos a 20 °C y 180 rpm durante 5 horas. Paso seguido, se mide la DOggonm Y
se centrifuga el cultivo a 4°C y 3000 g por 15 minutos (centrifuga Sorvall™ RC
6 Plus Superspeed Centrifuge, Thermo Scientific™) en tubos previamente
pesados e identificados para poder cuantificar el peso himedo del pellet celular.
Las bacterias son resuspendidas en buffer A [NaH,PO4 (Sigma-Aldrich, 71496)
50 mM, NaCl 300 mM, pH 8,0] empleando una relacion de 5 mL de buffer A por
cada gramo de pellet. A la suspension celular se le agregan inhibidores de
proteasas [PMSF (Sigma-Aldrich, P7626) 1 mM; TLCK 40 pug.mL’; pepstatina
150 nM vy cistatina 4 nM] y 30 mg de lisozima (Sigma-Aldrich, L6876) por cada
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100 mL de buffer A. Luego de incubar 1 hora en hielo, la suspension celular se
sonica (Branson Sonifier Cell Disruptor 200V) 6 veces durante 30 segundos
(amplitud 40%), con interrupciones de 30 segundos cada vez. Por ultimo, el
lisado celular se centrifuga 1 o 2 veces (dependiendo del volumen de muestra y
la turbidez del sobrenadante) a 4 °C y 35000 g por 30 minutos (centrifuga
Sorvall™ RC 6 Plus Superspeed Centrifuge, Thermo Scientific™) y antes de
inyectar el lisado a la columna de purificacion, se lo clarifica en un filtro de 0,7
Mm (Millipore, USA).

3.2.2 Purificacion

El primer paso para la purificacion de ambas versiones de 75TryS consiste en
una cromatografia de afinidad a iones metalicos inmovilizados (IMAC) en
columna HisTrap™ FF de 1mL (GE Healthcare Life Sciences) aprovechando que
las proteinas recombinantes poseen una cola de histidinas. Esta purificacion se
realiza a 4 - 8 °C manteniendo un flujo de 1 mL.min? con una bomba
peristaltica TRIS™ (Teledyne Isco). La columna de la IMAC se equilibra con 10
volumenes de buffer A previo a cargar la muestra, y posteriormente, se lava
con 10 volumenes de buffer A + 25 mM de imidazol (Sigma-Aldrich, 56750). La
elucion se realiza inyectando 15 mL de buffer A + 500 mM de imidazol y
colectando fracciones de aproximadamente 1 mL, las cuales se analizan por
electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) como se

describe en la seccion 3.2.3.

Con el fin de obtener el maximo de pureza, las fracciones de la IMAC
conteniendo TryS fueron sometidas a una cromatografia de exclusion molecular
(SEC) en una columna Superdex™ 200 10/300 GL (GE Healthcare Life Sciences)
acoplada a un equipo de FPLC (AKTApurifier, GE Healthcare Life Sciences). La
SEC se realizd en el buffer de ensayo de actividad enzimatica, llamado “buffer
de reaccién” [10 mM MgSQ4, 100 mM HEPES (Sigma-Aldrich, H3784) y 0,5 mM
EDTA (Sigma-Aldrich, ED2SS) pH 7,2], agregado de 150 mM NaCl (buffer de
enzima). Las fracciones de la IMAC enriquecidas en TryS se concentran con un
filtro Amicon® (Millipore, USA) de 2 mL con corte de 30 KDa a 4 °C y 4000 g.

Se inyectan 500 pL de esta muestra en la columna de gel filtracion pre-
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equilibrada con buffer de reaccién. La SEC se realiza a temperatura ambiente
empleando un flujo constante de 1,2 mL.min’. El perfil de elucién se sigue

midiendo la absorcidon a 280 nm y se colectan fracciones de 1 mL.

La 75TryS"T requiere de un paso adicional de separacidén que consiste en una
cromatografia de intercambio idnico (IEC) en columna Mono Q™ HR 5/5 (GE
Healthcare Life Sciences). Previo a la inyeccidén en la columna se realiza un
cambio de buffer en la muestra de proteina proveniente de la SEC. Para ello se
emplea una columna PD-10 (Sephadex G-25, GE Healthcare Life Sciences)
equilibrada en buffer de reaccidn. A esta columna se inyectan 2,5 mL del poo/
de fracciones de elucién de la SEC. La fraccidn proteica se eluye de la columna
agregando 3,5 mL de buffer de reaccién. La muestra de 75TryS" es luego
inyectada en la columna Mono Q™ HR 5/5 pre-equilibrada en buffer de
reaccion. Luego se realiza un lavado con 5 mL de buffer de reaccion y se
procede a realizar una elucién en modalidad de gradiente de fuerza idnica de 0
a 500 mM NaCl en buffer de reaccidon. La cromatografia se realiza a
temperatura ambiente empleando un flujo constante de 1 mL.min en un
equipo de FPLC (AKTApurifier, GE Healthcare Life Sciences). El perfil de elucién

se sigue midiendo la absorciéon a 280 nm y se colectan fracciones de 1 mL.

Las proteinas son almacenadas a — 20 °C tal como eluyen de su ultimo paso de
purificacion y con glicerol 40% v/v. Bajo estas condiciones no se observa

pérdida significativa de actividad durante al menos 6 meses.

3.2.3 Electroforesis

Para analizar la presencia y nivel de pureza de las proteinas recombinantes se
empled el método de electroforesis en geles de poliacrilamida/bisacrilamida en
condiciones desnaturalizantes. Los geles se preparan de la siguiente manera:
3,4 mL de H,0O destilada; 4,0 mL de acrilamida/bis-acrilamida 30% p/v (Sigma-
Aldrich, A3574); 2,5 mL de buffer Tris-HCl (Sigma-Aldrich, T3253) 1,5 M, pH
8,8; 0,1 mL de SDS (Sigma-Aldrich, 62862) 10% p/v; 0,1 mL APS (Sigma-
Aldrich, A3678) y 6 puL de TEMED (Sigma-Aldrich, T9281) para 10 mL del gel
separador al 12% p/v acrilamida y 1,14 mL de H,O destilada; 340 pL de
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acrilamida/bis-acrilamida 30% p/v; 0,5 mL de buffer Tris-HCI 0,5 M pH 6,8; 20
ML de SDS 10% p/v; 20 yL APS y 2 uL de TEMED para 2 mL del gel
concentrador o compactador al 4% p/v acrilamida. Estas cantidades permiten la
preparacion de dos geles. Se empled el sistema de preparacion de geles de
Hoefer® Multiple Gel Caster (Amersham Pharmacia) y fuente de poder
PowerPac™ HC High-Current Power Supply (Bio-Rad). Las electroforesis se
realizaron a 0,03 A en buffer Tris-base (Sigma-Aldrich, T6066) 0,25 M, glicina
(Sigma-Aldrich, G7126) 0,52 My SDS 35 mM, pH 8,3.

Para revelar el gel, se sumerge el mismo en azul de Coomassie [0,1% p/v
brilliant blue R350, metanol 20% v/v y acido acético (Sigma-Aldrich, 695084)
10% v/v] durante un par de horas y seguidamente se destifie con una solucién

de etanol:agua 7:10 y acido acético 10% v/v.

3.2.4 Determinacion de la concentracion

La concentracién de proteina se determind mediante el ensayo del acido
bicinconinico (BCA) (Sigma-Aldrich, B9643) usando seroalbumina bovina (BSA)
(Sigma-Aldrich, 05479) como estandar. El ensayo se realiza en placas de 96
pocillos (Costar 3590, Corning Inc.) donde se agregan 10 pL por pocillo de la
proteina en estudio, o de concentraciones conocidas de BSA para realizar la
curva de calibracion del ensayo. Existe un comportamiento lineal entre 0,25 y
1,5 mg.mL? de BSA. Luego se agregan 200 pL de una mezcla de BCA y sulfato
de cobre en relacion 51:1 y se deja incubar 1 hora a 37 °C. La lectura se realiza
midiendo la absorcién a 570 nm de cada pocillo con el equipo Multiskan EX
(Thermo Scientific) y los datos de concentracidon se intrapolan de la grafica de
Absorcion vs. [BSA].

3.3 Ensayos de actividad tripanotion sintetasa

3.3.1 Ensayo cinético

Se utiliza para verificar que la enzima expresada y purificada tenga actividad. El
principio de este ensayo cinético consiste en un sistema acoplado de enzimas
(Figura 8) donde el trifosfato de adenosina (ATP) (Sigma-Aldrich, A2383)

(32]



consumido por TryS es regenerado por la piruvato quinasa (PK) (Sigma-Aldrich,
P1506) a partir de difosfato de adenosina (ADP) y fosfoenolpiruvato (PEP)
(Sigma-Aldrich, 860077) dando lugar a la formacion de piruvato el cual es
convertido en lactato por la lactato deshidrogenasa (LDH) (Sigma Aldrich,
L2500) a expensas de la oxidacion de nicotinamida adenina dinucledtido en su
forma reducida (NADH) (Sigma-Aldrich, N4505) a NAD" lo cual es posible

monitorear a A = 340 nm.

A una mezcla que contiene NADH, LDH, PEP, PK, ditiotreitol (DTT) (AppliChem,
A1101), glutation (GSH) (Sigma-Aldrich, G4251) y ATP disueltos en buffer de
reaccion, se le agregan 5 pL de enzima y luego para comenzar la reaccion, se
agregan 17 pL o 4 pL de espermidina (SPD) (Sigma-Aldrich, 85558) segun la
enzima (76TryS"YT o 78TryS"" respectivamente). La reaccién se realiza en un
volumen final de 150 pL y las concentraciones finales de los reactivos se
detallan a continuacién: 0,2 mM NADH; 10 U.mL? LDH; 2 mM PEP; 10 U.mL
PK; 5 mM DTT; 12,6 mM y 100 pM GSH para la 76TryS"T y 78Trys"T,
respectivamente; 2 mM y 120 pM ATP para la 78TryS™T y 78TrySV,
respectivamente; 20 mM y 1,2 mM SPD para la 76TryS™T y 78Trys"T,
respectivamente. Las reacciones se realizan en cubeta de cuarzo (QS 10.00
mm) y midiendo absorcién a 340 nm en un espectrofotémetro Varian Cary® 50
UV-Vis (Agilent Technologies).

2GSH+Sp > L T(SH):

o N
2ATP 2ADP + 2Pi
RS J

=

¥ K N\

2 Piruvato 2 PEP
Figura 8. Ensayo cinético acoplado de
u‘“’:° / actividad enzimatica. Para seguir la actividad
e de la TryS (produccion de ADP) se agrega
/ LDH ™\ PEP, NADH y las enzimas PK y LDH. La
2 NADH Azso oxidacién de NADH es detectada midiendo la
ZNA'D+ caida en absorcion a 340 nm.
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3.3.2 Ensayo de punto final

Se mide la actividad enzimatica mediante una reaccidon colorimétrica que
detecta uno de los productos de la reaccidn, el fosfato inorganico (Pi). La
reaccion emplea el reactivo comercial BML-AK111 BIOMOL Green™ (Enzo Life
Sciences, UK) el cual es una modificacion del clasico reactivo “verde de
malaquita”. El complejo coloreado que se forma en la reaccidn, tiene un

maximo de absorcion a ~650 nm.

El ensayo se realiza en placa de 96 pocillos (Costar 3590, Corning Inc.)
(formato HTS) donde en cada uno de ellos se colocan 5 pyL de compuesto
disuelto en dimetilsulfoxido (DMSO) (J.T. Baker, 9224) o el propio disolvente en
el caso del control, 40 pL de mezcla de reaccion (MR) y 5 uL de enzima o buffer
de la enzima en el blanco. La MR contiene todos los sustratos de la enzima -
300 pM y 50 pM GSH para la 76TryS"T y la 78TrySY, respectivamente, 2 mM
SPD y 150 uM ATP — y DTT a una concentracion de 5 mM, disueltos en el buffer
de reaccidon. Las concentraciones de sustrato se ajustan teniendo en
consideracion las concentraciones intracelulares reportadas para cada uno de
ellos en la forma infectiva de 7. brucei (Krauth-Siegel 2008; Taylor 2008;
Torrie 2009) y los parametros cinéticos reportados (Oza 2003) vy/o

determinados en este trabajo para las enzimas en cuestion.

La reaccidén se inicia con el agregado de 5 pL de enzima (Cs = 150 - 250 nM con
una Actividad Especifica = 0,010 — 0,017 nmol.min">.mL?) y luego de incubar
durante 15 minutos a temperatura ambiente (25 £ 2 °C) la reaccion se detiene
con el agregado de 200 pL del reactivo BIOMOL Green™ el cual contiene acido
clorhidrico. El color se deja desarrollar durante 20 minutos y se realiza la lectura
de absorcién a 650 nm en el lector de microplacas Multiskan EX (Thermo
Scientific).

Los resultados se expresan como actividad enzimatica remanente (%) y se
calculan cdmo: [ ( Agsonm Comp’ / Agsonm Ctrl” ) x 100 ] donde Agsonm Comp’
representa la diferencia de absorcidon a 650 nm para el compuesto X en la

mezcla de reaccién con y sin enzima [ Agsonm Comp - Agsonm BlancoComp ], y
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Agsonm Ctrl’ es el valor de absorcion a 650 nm del control de reaccién corregido
por el correspondiente blanco en ausencia de enzima, es decir: [ Assonm Ctrl -

Agsonm BlancoCtrl ].

Para cada ensayo la concentracion de enzima en la condicion sin inhibidor se
ajusta de forma que se genere una concentracion de Pi ~ 20 pM, la cual se

ubica en el rango lineal de Sefal (Agso nm) VS. Tiempo.

La interferencia de compuestos con el reactivo BIOMOL Green™ se evalla en la
mismas condiciones del ensayo de actividad de punto final excepto por la
exclusidon del agregado de enzima y la inclusiéon de K;HPO4 a una concentracion
final de 20 pM.

Ensayos de actividad bioldgica in vitro
contra parasitos

3.4.1 Cultivo de parasitos

Se trabaja con la forma infectiva del parasito 7rypanosoma brucei brucei cepa
427 linea celular 449 que fueron transfectados con un constructo que contiene
una fusion del gen de la glutarredoxina humana 1 con el de la proteina verde
fluorescente redox sensible (roGFP2) bajo el control de un promotor inducible
por tetraciclina (Sardi y Comini, no publicado). Las células se cultivan en medio
HMI-9 completo (Iscove's Modified Dulbecco's Medium, Invitrogen),
suplementado con 10% v/v de suero fetal bovino (FBS) libre de tetraciclina
(PAA, A15-109); 3,02 g de NaHCOs; (Sigma-Aldrich, S5761); 28,2 mg.L*
batocuproina (Sigma-Aldrich, B1125); 39 mg.L? timidina (Sigma-Aldrich,
T1895); 136 mg.L™ hipoxantina (Sigma-Aldrich, H9636); 182 mg.L" L-cisteina
(Sigma-Aldrich, C7880); B-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, M3148) G = 0,2
mM; 10 U.mL? penicilina/estreptomicina (Gibco); 0,2 ug.mL™ fleomicina
(Sigma-Aldrich, P9564) y 5 pg.mL™ higromicina (Invitrogen, 10687010); y se
incuban en condiciones aerdbicas y de atmdsfera himeda, a 37 °C en estufa

gaseada con 5% de CO..
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3.4.2 Ensayo semiautomatizado

El ensayo se realiza en placa de 96 pocillos (Costar 3599, Corning Inc.) donde
en cada uno de ellos se colocan 2 pL de compuesto disuelto en DMSO o el
propio disolvente (en el caso del control) y 200 pL de cultivo de parasitos a una
densidad de 0,5 x 10° parasitos.mL™. Este valor fue definido de manera tal que
a las 24 horas la densidad celular alcance los 2 x 10° parasitos.mL™ en los

cultivos no tratados con compuestos.

Cuarenta y ocho horas antes del dia del ensayo deben realizarse pasajes
sucesivos del cultivo de parasitos de la siguiente manera: a tiempo 0 se prepara
un cultivo con una densidad celular de 0,5 x 10° parasitos.mL™? en 5 mL de
medio HMI-9 completo contenidos en una botella de cultivo de 25 cm?
(#430168, Corning Inc.). A las 24 horas se realiza un recuento en camara de
Neubauer de dicho cultivo y se inocula 10 mL de medio HMI-9 completo de
manera de alcanzar una densidad celular de 0,5 x 10° parasitos.mL en botellas

de cultivo de 25 cm?.

El dia del ensayo los parasitos del pre-cultivo a una densidad de ~ 2 x 10°
células.mL™ (fase exponencial media) son contados en cdmara de Neubauer y
cosechados por centrifugacion a 25 °C y 2000 g por 10 minutos. El pellet
celular se resuspende en medio de cultivo HMI-9 completo y fresco a una
densidad de 0,5 x 10° pardsitos.mL?. Se induce dicha suspensién con
tetraciclina (Sigma-Aldrich, T7660) 5 ug.mL™ (excepto 1 mL de la misma, que
se utiliza como control negativo de induccion) y luego se agregan 200 uL de la
suspensién inducida por pocillo en la placa de cultivo segun corresponda. Las
soluciones stock de los compuestos se preparan a 24 mM en DMSO (en la
medida que la solubilidad del compuesto lo permita; en caso contrario se diluye
al medio hasta que disuelva), se realizan las diluciones seriadas
correspondientes a las concentraciones que se van a evaluar, e inmediatamente

se distribuyen en los pocillos (2 L por pocillo)®. La placa se incuba durante 24

2 .y
El agregado de los compuestos a la placa antecede al de la suspensién celular.
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horas en condiciones aerdbicas y de atmodsfera hiumeda, a 37 °C en estufa
gaseada con 5% de CO,. Se trabaja por triplicado para cada una de las

concentraciones evaluadas, incluyendo los controles.

Transcurridas las 24 horas de incubacidon, se evalla la actividad anti-
proliferativa mediante recuento por citometria de flujo con el equipo CyAn™
ADP Analizer (Dako Cytomation) trabajando a flujo constante (Preset: 20500,
que corresponde a 800 - 1200 eventos por segundo) y tiempo constante (1
minuto por muestra). Al momento de adquirir las muestras, éstas se diluyen al
tercio (100 uL:200 pL) en buffer PBS 1X - glucosa 1% p/v y se agregan 2 L de
ioduro de propidio 200 pug.mL™? (un agente intercalante de &cidos nucleicos no
permeable) que se utiliza como marcador de integridad de membrana y por lo

tanto de viabilidad celular.

Las muestras son excitadas con un laser de 488 nm y los parametros de

adquisicidn se especifican en la Tabla 1.

Nombre Voltaje | Ganancia | Tabla 1. Parametros de voltaje y
ganancia de los lasers y detectores

del equipo CyAn. El corte estd puesto

FSC N/A 1.0 en el FSC con un umbral (0 threshold)
SSC 400 1.0 de 0,23%. Todos los detectores
Filtro 530/40 nm 999 12.0 registran "Peak/Area/Log”y en ninguno

de los casos hay compensacion. N/A =
no aplica.

Filtro 613/20 nm 670 1.0

Las células (eventos) se discriminan de acuerdo al patrén de dispersion frontal
de luz (“forward-scatter") visualizado en un grafico de puntos “forward-scatter’
en funcién de la granulosidad de la muestra (“side-scatter”) ambos en escala
logaritmica, mientras que la fluorescencia de GFP y de ioduro de propidio se
detecta a Aemy = 530/40 en escala lineal y a Aem = 613/20 en escala logaritmica,

respectivamente.

Los datos son procesados con el programa Summit v4.3 (Dako Colorado, Inc) y
el andlisis de los mismos se realiza en batch con el software Flowlo 7.6.5 (Tree
Strar, Inc.). Se calcula el porcentaje de parasitos viables respecto al control de
la siguiente manera: [(nUmero de parasitos para el compuesto X a la

concentracion Y) / (nimero de parasitos en el control de proliferacion)] x 100 y
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de ser necesario se determinan las CEsp obtenidas a partir de curvas dosis-

respuesta ajustadas a la ecuacidn de la sigmoide de Boltzmann.

Los errores se calculan empleando propagacion de errores y se expresan como

2 veces la desviacion estandar muestral corregida (2s) siendo:

R T)’

5 oy
n—1

4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Produccion y caracterizacion de las 75TryS

4.1.1 Expresion y purificacion de las enzimas

En esta seccion y las secciones siguientes se presentaran los resultados
obtenidos en este trabajo intentando respetar el 6rden cronoldgico de los
mismos, no obstante antes de proseguir, es pertinente realizar algunas
aclaraciones. En principio se comenzd estudiando la 75TryS codificada por el
gen aislado y amplificado por Comini y col. 2003, la cual luego de su
caracterizacién cinética demostré no ser inhibida por GSH (K > 12,6 mM, ver
seccion 4.1.2) lo cual llevd a pensar que podria tener alguna modificacion en su
secuencia o estructura respecto a la 75TryS reportada por otros autores que si
era inhibida por GSH (K; = 95 pM; Oza 2003). Con el fin de resolver estas
discrepancias y verificar que las mismas no tengan una base
técnica/metodoldgica, se decidid llevar a cabo la caracterizacién enzimatica de
ambas secuencias de 7bTryS en las condiciones implementadas en nuestro
laboratorio. A fines practicos se denomind la 756TryS de Comini y col. 2003
como 75TryS™T vy la 7HTryS de Oza y col. 2003 como 78TrySV". El plasmido
que expresa la 78TryS"" fue gentilmente cedido por el Profesor Alan Fairlamb
de la Universidad de Dundee, Escocia. Las diferencias en el comportamiento

cinético de ambas son analizadas en la seccion 4.3.2.
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La 75TryS"T se obtuvo luego de 2 pasos de purificacion (IMAC y SEC) con un
rendimiento de ~ 1,5 mg de enzima por litro de medio de cultivo y una pureza

final superior al 95% (Figura 9).
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Figura 9. A) Perfil de eluciéon de la 76TryS"'" en una SEC. La proteina recombinante
eluye a los 13,7 mL, lo cual se corresponde con una masa molecular de aproximadamente 93
kDa segun la curva de calibracién de esta columna, que se muestra como insertos. El pico con
un volumen de retencion de 15,6 mL corresponde a un contaminante de aproximadamente 25
kDa. B) Ensayo del BCA para determinar cantidad de proteina. Se realiza una curva de
calibracién con concentraciones conocidas de BSA y se grafica contra la absorcién a 570 nm. Se
obtiene el dato de concentracién de la pendiente de esta grafica y corrigiendo por el factor de
dilucién. C) Analisis por SDS-PAGE de los pasos de purificaciéon de la 76TryS"'". En
cada carril de la SEC se siembran 10 pg de proteina. La enzima migra con un peso molecular
correspondiente a 75 kDa y no se observa contaminacion con otras proteinas.

La 78TryS"" se obtuvo luego de 3 pasos de purificacion (IMAC, SEC y IEC) con
un rendimiento de 2,6 mg de proteina por litro de medio de cultivo y una

pureza final superior al 95% (Figura 10).
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Figura 10. A) Perfil de elucion de la 756TryS"" en una SEC. La proteina recombinante
eluye a los 13,8 mL, lo cual se corresponde con una masa molecular de aproximadamente 88,9
kDa segun la curva de calibraciéon de esta columna, que se muestra como insertos en la Figura
9 A). El pico con un volumen de retenciéon de 15,6 mL corresponde a un contaminante de
aproximadamente 25 kDa. B) Perfil de elucién de la 76TrySY" en una IEC. La 75TryS""
recombinante eluye a una concentracion de aprox. 150 mM NaCl. C) Ensayo del BCA para
determinar cantidad de proteina. Se realiza una curva de calibracion con concentraciones
conocidas de BSA y se grafica contra la absorcion a 570 nm. Se obtiene el dato de
concentracion de la ecuacion de la recta y corrigiendo por el factor de dilucion. D) Analisis por
SDS-PAGE de los pasos de purificacion de la 756TrySY'. En los sucesivos pasos
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cromatograficos (IMAC: cromatografia de afinidad por metales, SEC: gel filtracion y IEC:
intercambio idnico) se logra incrementar la pureza hasta llegar a un producto final con un peso
molecular de 75 kDa y pureza > 95%. Por carril se sembraron 10 ug de proteina.

Las proteinas recombinantes presentaron perfiles de elucion en solucién y de
migracion en condiciones desnaturalizantes que fueron totalmente compatibles
con la presencia de una especie homogénea y monomeérica de la 75TryS en sus
versiones WT y MUT. Las proteinas se almacenaron en las siguientes
condiciones: [ 76TryS] ~ 1,5 uM en buffer de reaccidon con 40% v/v glicerol y a
-209C. Bajo estas condiciones las enzimas se mantuvieron activas (60-65 %

respecto a tiempo 0) durante al menos 10 meses.

4.1.2 Determinacidon de parametros cinéticos

Para calcular la K, y K;para GSH de la 76TryS"T se emplea el ensayo cinético
de actividad. Se comienza la reaccion con el agregado de GSH variando su
concentracién final de 0,26 a 12,6 mM y se trabaja a una [ 76TryS"V'] de 2 pM.
La K, calculada es de 2,85 mM y la K/ > 12,6 mM (Figura 11A). Para la
75TryS"YT se emplea el ensayo de actividad de punto final. Se comienza la
reaccion con el agregado de GSH variando su concentracién de 0,3 pM a 9 mM
y se trabaja a una [ 76TryS""] de 250 nM. La K, calculada para esta enzima es
de 30 yM y la K;de 95 uM (Figura 11B).
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Figura 11. A) Grafico de V, vs. [GSH] para la 76TryS""". B) Grafico de Agso vs. [GSH]
para la 76TryS"". A partir de estos graficos se calculan los pardmetros cinéticos para GSH de
las dos enzimas. Cabe aclarar que todos los valores de Agsy de B) corresponden a reacciones
que transcurrieron por un tiempo fijo de 15 minutos.

* Se define K, como la concentracion de sustrato a la cual la velocidad de reaccion enzimatica

alcanza un valor igual a la mitad de la velocidad maxima y K; como la constante de disociacion
. . . - * * . 7y

del complejo enzima-inhibidor. K, y K; son las constantes cinéticas aparentes.
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La gran diferencia observada en los valores de K, para GSH en ambas enzimas
puede estar dada por la diferencia de 4 residuos aminoacidicos que éstas
presentan entre si, de los cuales alguno esta afectando la interaccién con el
sustrato. En particular en la posicion 613 78TryS"T presenta un residuo de
treonina (aminoacido polar) que reemplaza a una isoleucina (aminoacido
hidrofébico no polar) en la misma posicién de la 756TrySV'. Resulta interesante
destacar que estudios de modelado molecular sobre la estructura de la TryS de
Leishmania major (Koch 2013) y nuestro propio analisis de las estructuras de £.
coli GspS (Pai 2011) y LmiTryS (Fyfe 2008) sefialaron que la Ile®’?, a pesar de
no estar en contacto con el sustrato ni adyacente a este, forma parte de una
extensa red de contactos hidrofébicos que contribuyen a estabilizar al sitio de
unién de GSH.

Para calcular la K" para ADP de ambas enzimas, se emplea el ensayo de
actividad de punto final y se aplica la ecuacién de Cheng-Prusoff Ki = Clsg /
([S]J/Km + 1). En una primera instancia, se asume que el mecanismo de
inhibicién es competitivo con ATP. Se realizan ensayos a concentracion de ATP
fija (igual al ensayo original) mientras se varia la de ADP en diluciones seriadas
al medio en el rango 1 mM - 40 uM. Luego se realizan ensayos a una
concentracion de ADP = ClIso mientras se varia la concentracion de ATP entre 1
mM y 40 pM. De esta manera se confirma el mecanismo de inhibicion
competitivo por producto y se obtiene la ki ADP que resultd ser de 162 + 7 uM
para la 78TryS"T y de ~ 40 pM para la 76TryS"" (Figura 12).

A) B)

1004 M T 60 4

= ATP (150 uM)
e ATP (75 uM)
A ATP (37,5 uM)

80+

60 35 ]

404 .

% Inhibicion

1/Al5'l'" corr
n
4

20 I 10 4

T T T T T T T T T T T T T
05 10 15 20 25 30 35 40 -100 -50 0 50 100 150 200 250 300

Log,, [ADP] (uM) ADP (uM)
Figura 12. A) Grafico de % Inhibicion actividad TryS vs. Log;, [ADP] para la
THTrySMY". B) Grafico de 1/Agso vs. [ADP] para la 76TrySW'. A partir de estos graficos se
calcula la ;" para ADP para ambas enzimas.

[42]



Los datos obtenidos de esta caracterizacion cinética resultaron importantes para
realizar los ajustes correspondientes en distintos parametros (concentracion de
sustrato y tiempo de reacciébn = acumulacion de productos) del ensayo de
cribado de compuestos contra 75TryS. No menor, esta caracterizacion nos
permitid estimar el rol regulatorio sobre la actividad de TryS que podrian
ejercer GSH y ADP a nivel fisioldgico, y la relevancia del residuo hidrofobico en

la posicidon 613 para influenciar la interaccién con el sustrato tidlico (GSH).

4.2 Ensayo de actividad de punto final

4.2.1 Puesta a punto

Se optimiza el tiempo del ensayo a 15 minutos y una actividad enzimatica
especifica entre 0,010 — 0,017 nmol.mint.mL? (tanto de 75TryS"™" como
76TryS"T ) para que la concentracién de fosfato inorganico (Pi) liberado sea 20
MM. En estas condiciones se mantiene la linealidad entre Absorbancia a 650 nm
y [Pi] (Figura 13).
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También se evalla la posible interferencia de todos los componentes que
participan en la reaccién (NaCl, DMSO, Glicerol, SPD, GSH, DTT) con el reactivo
BIOMOL Green™. Mientras que NaCl, SPD, GSH y DTT no afectan
significativamente la absorcién a 650 nm del reactivo BIOMOL Green™ a las
concentraciones utilizadas en el ensayo (150 mM, 2 mM, 0,3 mM y 5 mM
respectivamente) (Figura 14 A-C) el aumento en un 4% de la concentracién de
DMSO vy Glicerol disminuye aproximadamente un 10% la sensibilidad del ensayo
(Figura 14 D-E).
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Como control de calidad de los ensayos, se usa el factor Z' (Zhang 1999)
definido como Z' = 1 — [3 (op + on) / |up - pn|] (donde p y o corresponden al
promedio y desviacidon estandar, respectivamente, del control positivo, p, y el
control negativo, n) y el coeficiente sefal/ruido. Para considerar el ensayo
satisfactorio desde el punto de vista estadistico y técnico ambos parametros
deben presentar valores > 0,85 y ~ 2,5, respectivamente. En casi la totalidad
de los ensayos realizados se obtuvieron valores conforme a estos parametros

(Z'> 0,85 y valores promedio de 0,3 UA y 0,08 UA para sefal y ruido,
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respectivamente, para 20 uM de Pi) y de no ser asi, el ensayo se repitid hasta

cumplir con los criterios establecidos.

En cada ensayo se evaluaron 10 compuestos por placa (Figura 15) a una
concentracion de 30 pM, por cuadruplicado, incluyendo un control de actividad
de la enzima (con DMSO), un control de inhibicidon de la enzima y blancos para

cada uno de los compuestos a evaluar.

Blancos sin enzima
1] 23] 4| 5] 6 | 78] 9] 10 11]12

c+[cC2
c+ | C2
c+ | C2
c+ | C2
GHEE=NICc5" c7 c9

Cl | C3 | (o7 Boy NN )

[GH@E=<N'Cc5 c7 C9

Cl | C3 | o7 ey e

Figura 15. Esquema de organizacion de la microplaca de 96 pocillos para el ensayo
de actividad de punto final. C+ es el control positivo (de actividad de la enzima), C- es el
control negativo (de inhibicién de la enzima), C1 a C10 son los compuestos a evaluar con
enzima (columnas 1 a 6) o sin enzima (blancos, columnas 7 a 12).

T OmMmMmO O m >

El compuesto utilizado como control de inhibicién de la 75TryS™T

surgid en las
primeras rondas de cribado de la quimioteca y es el ZVR 165 (Figura 16) que
presentd una Clsy de 30 pM. Como control de inhibicion de la 78TrySVT se

utilizd GSH a 9 mM.

F Figura 16. Estructura del
0 F compuesto ZVR 165. Este
compuesto fue proporcionado

F por Lucija Peterlin Masic de la

N| e Facultad de Farmacia de la

)\ _ / U_nivgrsidad de I__jubljana en
HN N N NH, Ljubljana, Eslovenia.

4.2.2 Algoritmo de trabajo

Se establecid un método sistematico de trabajo (Figura 17) que consiste en
primera instancia en testear los compuestos con el ensayo de actividad
enzimatica de punto final a una concentracion fija de 30 uM vy, en caso limiten

la produccion de Pi a niveles <50% respecto del control, proceder a confirmar
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que éste sea un efecto inhibidor especifico sobre la enzima y no una
interferencia con el reactivo BIOMOL Green™. Una vez confirmada la actividad
anti- 76TryS del compuesto, se procede a determinar la Clsp a partir de ensayos

de actividad a distintas concentraciones del compuesto (curva dosis respuesta).

Cribado por ensayo
de punto final a

30 UM de compuesto
Compuestos activos
(inhibicion de
THTryS = 50%)
Andlisis de > Falso positivo
Interferencia (si absorcién < 75%)
Compuestos confirmados

como activos (si absorcién en
ensayo de interferencia > 75%)
Determinacion
de Cl;

Figura 17. Esquema de trabajo para la identificacion de inhibidores de TryS.

4.3 Screening primario de compuestos

4.3.1 Identificacién de hits y determinacion de Cls,

Se testearon mas de 200 compuestos de nuestra propia quimioteca conformada
por compuestos donados por nuestros colaboradores, algunos de los cuales han
sido disefados especificamente para actuar contra la enzima TryS (ZVR, ZEA,
AD, ADMRC, ADKPN, KuRK y KuMai), y otros con potencial actividad anti-
microbiana que fueron igualmente evaluados contra la TryS y la forma infectiva

del parasito.

Los resultados para la totalidad de los compuestos evaluados, se encuentran en
el Anexo 1. En la Tabla 2 se muestran sdlo aquellos que tienen moderada y alta
actividad inhibitoria (>50% inhibicién a 30 uM) contra alguna de las 75TryS y

un representante de cada familia de compuestos que no inhibieron a la enzima.
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Tabla 2. Actividad inhibitoria frente a 75TryS de algunos compuestos evaluados. Se
muestran todos los compuestos con una actividad inhibitoria > 50% frente a una u otra enzima
y alguno representativo de cada serie de compuestos que no inhibieron a ninguna de las
76TryS. La nomenclatura abreviada para los nlcleos estructurales es la siguiente: ND,
informacion no disponible; DAB, derivado de una diamina N,N’-bis(bencil)-sustituida; AI,
derivado de 4,5-dihidroazepino[4,5-b]indol-2(1H,3H,6H)-ona; AI (P), significa que es una
paulona y AI (AZ) que es una azapaulona; SL, derivado de una lactona de sesquiterpeno;
APPDA, derivado de 6-arilpirido[2,3-d]pirimidin-2,7-diamina; AOCA, derivado de 2-
aminooxazol-5-carboxamida; BBHPP, derivado de 1-(benzo[d]tiazol-2-il)-4-benzoil-3-hidroxi-5-fenil-
1H-pirrol-2(5H)-ona; TP, derivado de tieno[2,3-d]pirimidin-4(3H)-ona; BF, derivado de
benzo[c][1,2,5]oxadiazol N-6xido o benzofuroxano.

% Actividad Enzimatica
Compuesto EstrIz::s:ales Remanenhdte a 30 uM / CI5, (M)
ThTrysMYT TbTrysWT
ASP 11 ND 92,2+2,5/ - --
GAT 1075 ND 96,9+ 1,9/ - --
56 ND 81,3+2,1/- --
SPBISOXA2 ND 99,5+ 7,3/ - -
APC 1-89 DAB 886+26/-" | 49,1+15/-"
APC 1-101 DAB 82,1+56/-" 388+1,8/-"
APC 1-111 DAB 773+5,7/-" 444 +£3,2/--"
EAP 1-69 DAB 789+52/-" 81,4+56/- "
Mol 2008 Al (P) 41,0+60/-" —-/~30"
Schmidt 2 SL 101,2 5,9/ - --
KuRK 221 AI (P) - 452 +4,1 /"
KuRK 268 Al (P) - 47670/ "
KuMai 056 Al (AZ) 89,0 + 4,8/ -- 99,1 +2,3/ -
ZEA 3 APPDA —-/43+29" 855+29/ -
ZEA S5 APPDA —-/44+0,7" 99,1 +£5,0/ -
ZEA 8 APPDA —-/221+49" 77,3+3,1/ -
ZVR 100* APPDA 100+2,2/-" 773+4,28/ -
ZVR 105* APPDA 46,0+ 4,5/ " 90,5+ 4,5/ -
ZVR 107 APPDA —-/52+05" 88,9 5,0/ -
ZVR 108 APPDA 32,1+3,4/-" | 1184+8,0/ -
ZVR 113* AOCA 48,6 £3,5/ " 99,6 6,2/ -
ZVR 140 APPDA —-/3,7+05" 78,4+ 5,6/ --
ZVR 150 APPDA 33,1+4,1/-" 84,7 £54/ -
ZVR 157 APPDA —-/75+1.2" 80,6 £ 6,0/ --
ZVR 160 APPDA 346+24/-" 79,2 2,5/ -
ZVR 165 APPDA 246+95/--* 66,6 £ 4,0/ -
AD 81 BBHPP —-/90+15" 1282 +3,6/ "
AD 84 BBHPP -/41+08" 1190+ 6,3/ "
ADMRC 150* BBHPP 54+13/-° 101,4 £ 8,2/ --

4 . . . . ,
Para estos compuestos no se sigue el algoritmo de trabajo planteado ya que no se consideré relevante
profundizar el andlisis de los mismos al no mostrar una fuerte inhibicién contra ambas ThTrysS.
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ADMRC 154* BBHPP 93+15/--* 1103+ 8,7/ -
ADMRC 158 BBHPP 36,3+£35/-F | 119,1+46/-"
ADKPN 160 BBHPP 278+23/--F | 1164+42/--"
ADKPN 161* BBHPP 202+25/-% | 126,7+0,8/--"
ADKPN 164* BBHPP 2,7+16/-F | 1232+7,0/--"
ADKPN 165* BBHPP 44+£27/)--% 1236+9,1/-"
TC 225 TP 99,2 £52/ - 92,3+1,8/ -
JOSHA 16 BF 89,2+7,6/ - 92,6 +4,9/--

", valor corregido por la interferencia del compuesto con el ensayo.
¥, valor no corregido por la interferencia del compuesto con el ensayo.

Para los compuestos activos, se realizd una curva dosis-respuesta de 10 puntos

(Figura 18). El ensayo se realiza de la misma manera que el screening primario,

luego se grafica % Sefal vs. Logio [Conc.] y se ajusta la sigmoide a una funcion

de Boltzmann con el software Origin Pro 8.0 (Origin Lab Corporation). Con los

datos del ajuste se calcula la ClIsq utilizando un método de derivadas parciales y

se expresa como concentracion * error (el error se expresa como 2s, definido

anteriormente, y las unidades se expresan en micromolar).
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Figura 18. Estructuras y curvas dosis-respuesta de los compuestos mas activos
contra 76TryS"'". En linea continua se muestra el ajuste a la funcién de Boltzmann a partir
del cual se determinan los valores de Cls.

Estos resultados muestran como ciertas familias de compuestos son mas
efectivas que otras a la hora de inhibir las enzimas. Tres compuestos de la
familia de los ZEA, algunos ZVR y los AD 81 y 84 mostraron una alta capacidad
inhibitoria de la 78TryS"!T con Cls en el orden micromolar bajo, entre los que
se destacan ZEA 3 (Clso de 4,3 £ 2,9 uM), ZEA 5 (CI5o de 4,4 £ 0,7 uM), ZVR
107 (CIsp de 5,2 = 0,5 pM), ZVR 140 (CIsp de 3,7 = 0,5 uM), ZVR 157 (Cls de
7,5 £ 1,2 uM), y de los AD el 84 (CIs, de 4,1 £ 0,8 pM). Mientras que los
ADKPN, por ejemplo, mostraron un poder de inhibicion moderado (25% — 50%
de inhibicién a 30 uM) y los APC, EAP, TC, JOSHA, KuMai, ASP y GAT inhiben
poco 0 nada (<25% de inhibicion a 30 pM) a 75TryS"V'. Contra 75TrySV' se
encontraron Unicamente compuestos con un poder de inhibicion modereado,
entre los que se destacan APC 1-89 (% inhibicion de 49,1 £ 1,5 % a 30 uM),
APC 1-101 (% inhibicién de 38,8 £ 1,8 % a 30 uM), APC 1-111 (% inhibicion
de 44,4 + 3,2 % a 30 pM), KuRK 221 (% inhibicion de 45,2 + 4,1 % a 30 uM)
y KuRK 268 (% inhibicién de 47,6 = 7,0 % a 30 pM). Esto deja en evidencia
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una respuesta anti- 76TryS especifica para cada variante de esta enzima al igual

que se evidencid para la inhibicion por GSH.

Esta selectividad de los compuestos por distintas isoformas de la TryS de 7.
brucei se traslada también a TryS de distintas especies de tripanosomatidos

(Benitez y Charquero, no publicado).

4.3.2 Analisis de secuencias de 756TryS

Al alinear las secuencias codificantes para la 76TryS"YT y 78TryS"T se observé
que difieren entre si en cuatro aminoacidos, uno de ellos localizado en el
dominio que tiene actividad amidasa y los otros tres en la region con actividad

tripanotion sintetasa (Figura 19).

1 MIKSALADTKEEFHVEFGEIQGY TRCGVEAY SNGHDGFFSGERSIDGHLEFCGFEYQCVER
1 MIKSALADTKEEFHVEFGEI QG TRCGVEAY SNGHDGFFSGERSIDGHLEFCGFEYQCVER
*******************************************************:;:**

TbTryS-MUT
TeTrv5-KI

(=3 =)
I

al ARRWLYEAKGLVLFDVNWALRHIFDLTEVHDASTATEFVECVEVSNGIARKFVADSLLIYAV 120 TbTry5-MUT
&l ARRWLYEAKGLVLEDVNWALHIFDLTEVHDASTATEVECVEVSNGTALRKEVADSLLIYAV 120 TbTryS5-WI
FEE AR AR AR AR AR AR AR AR AR R AR AR AR R AR R R R s

121 HEDAPWGHVAVITEVGLDEWVRIADQNHRFHEWEGTIYSAELLLEHEGEVWIVEDHARAEGIF 180 TbIry3-MUT
121 HEDAFWGHVAVITEVGDEWVEIADQWHRFAKWKGIYSAELLLEKHEGSVWIVEDHRRZEGIF 180 TbIry3-WI

L e et E S R A L T T T T T T
4 4+ m

181 VELGWVIFESRFMENFEEFLVLHESLYFEQFEKFFLEEVVFIFENEKTDWLLDLTNEAERE 240 TbIry3-MUT
181 VELGWVIFFSRFNMENFEEFLVLHESLYFEQFEKFFLEEVVFIFPENEKTDWLDLTNEAERE 240 TbIry3-WI
e
241 FYETFGEEATRGGVYESCYYLMNRELYLNCVRYGTIQLHSFFLEATHOVLESDDELERFRETI 300 TbIry3-MUT
241 FYETFGEEATRGGVYESCYYLMNRELYLNCVRYGTQLHSFFLEATH(VLESDDELRRFRET 300 TbIry3-WI
e
301 PEEYWERIBHSWEIQPHAITGRFLEVFLENTQEFECFEYNADSASTLLECAVIQEEWANS 380 ThIryS-MUT
301 PEEYWPRIRHSWEIQFHAITGRFLDFVFDENTQEFECFEYNADSASTLLECAVIQEEWANS 360 TbIry3-WI
e
. Ak t#* *
361 W GEERYTALYVMEERRERGIDR 420 TbIry3-MUT
38l DX TVMEKRREAGIDRE 420 TbIry3-WI
e
* o bk
421 EKELCOVMFLDEFHFDEEGAVVDSDGIFATAVWEKIWMWETAISDHQAARECRGAEWKFTEEDEN 430 TbTry3-MUT
421 KLCVMFDEFHFDEKGAVVDSDGIENTAVWEIWMWRETAISDHQARAREQRGAEWKFTEFEDKY 480 TbIry3-WI

A R
) L

431 EBRLCDILLGHNNWLDVEVFEPMWELIPSNERILEFIIYNNHEDHFAILFASYELTDELERTGYR 540 TbTry3-MUT

431 RLCDILLGHNNWDIEVFEPMWELIPSNEARILFIIYNNHPDHEAILFASYELTDELERTGYR 540 TbTry3-WI
FEE AR AR AR AR R AR AR AR AR AR R AR R R R AR R AR R R R s

541 EEFIVGRVGRNVIVIEFDGEVIAESDGHNFINRODMVYQDLFRIPERGDYYAILGGWMLGDT 600 TbTry3-MUT

541 EEPIVGRVGRNVIVIEFDGEVLAESDGHNEISNROMVYQQLFRIFERGDYYAILGGWMLGDT 600 TbTry3-WI
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Figura 19. Alineamiento de secuencia de aminoacidos de 74TryS. Las secuencias de
THTryS-MUT (Nr de acceso AAO00721) y 7b6TryS-WT (Nr de acceso CAC87573) corresponden a
las reportadas por Comini y col. (2003) y Oza y col. (2003) respectivamente. La regién del
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dominio amidasa se sefiala con linea punteada y la del dominio sintetasa con linea continua. La
secuencia sin marcas corresponde a la regién que conecta ambos dominios. Los aminoacidos
mutados se muestran en turquesa, fucsia, amarillo y gris. *, residuos conservados; :, residuos
con mutaciones conservadas (score > 0.5 en la matriz Gonnet PAM 250); ., mutaciones no
conservadas (score < 0.5 en la matriz Gonnet PAM 250). Se indica también la triada catalitica
del dominio amidasa (flechas), residuos de unién a Gsp (cuadrados), a ATP (circulos), a GSH
(estrellas), SPD (rombos), y Mg®* (tridngulos)®. En particular los residuos de arginina R** y R%"’
han demostrado ser fundamentales para la actividad sintetasa de otra proteina de la misma
familia, la TryS de Grithidia fasciculata (Comini 2005).

Para verificar si estas mutaciones estan presentes en la cepa/linea celular de 7.
brucei utilizada en este trabajo o bien se originaron durante el proceso de
aislamiento/amplificacion y/o secuenciacién del gen, se procedié a determinar
nuevamente la secuencia del producto aislado originalmente y del gen de TryS
presente en el genoma de 7. brucei cepa 427 (trabajo llevado a cabo por la Lic.
Lucia Fiestas). En ambos casos, los resultados confirmaron que la secuencia
obtenida se corresponde exactamente con la secuencia WT reportada por Oza y
col. (2003). Por lo tanto se deduce que estas mutaciones aparecieron por error
durante la reaccién de PCR original destinada al aislamiento y amplificaciéon del
ADN codificante para su insercidon en el vector de expresién pET-22b(+)
(Comini 2003).

De acuerdo a la localizacién de estas mutaciones no se prevé que las mismas
alteren la actividad de la enzima ya que no estan directamente involucradas en
los sitios de unidn de los diversos sustratos de la TryS, excepto por el residuo
que ocupa la posicién 613 el cual se halla proximo al sitio activo, en un /oop
que conferiria estabilidad a la unién de GSH (Koch 2013) y espacialmente
adyacente a los sitios de union de ATP y SPD (Pai 2011; Fyfe 2008; Figura 20).
En este sentido nuestra hipdtesis es que el reemplazo de un residuo no polar

gWT SMYTy destruiria una red

como la isoleucina (76TryS™") por una treonina ( 76Try.
de interacciones hidrofdbicas que involucra a varias laminas B adyacentes que
dan forma al sitio activo y contribuyen a fijar la posicién del /oop que contiene a
613 y G|y615

2013). Este Udltimo residuo ha sido descrito como clave para el correcto

la Ile , que se extienden formando el bolsillo de unién de GSH (Koch

posicionamiento del grupo amino terminal de SPD y Gsp Yy, principalmente, para

5 .y . . 4 .
La doble marcacién de algunos residuos se debe a que distintos autores han propuesto diferentes roles
para los mismos.
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el glicil-carboxilato de GSH. Por lo tanto, la ruptura de dichas interacciones
dejaria espacialmente libre a este elemento no estructurado lo cual se
trasladaria en cambios conformacionales en el sitio de unién a GSH y en
consecuencia en una uniéon mas débil de este sustrato. Por otro lado, esta
conformacion mas abierta de los sitios de unién a sustratos (GSH v,
eventualmente, SPD/Gsp) mejoraria la accesibilidad de ciertos compuestos al
sitio catalitico de la 76TryS™" y no de la 75TryS"T, y en consecuencia
ejercerian la inhibicién de la primera. Esta hipotesis ha sido recientemente
validada mediante la generacion y caracterizacion cinética de mutantes reversos
en la 76TryS"YT (T1) y 78TrySVT (I%13T) (Fiestas, Benitez y col., no publicado)
y seran profundizados con estudios de simulacién molecular en colaboracién

con el grupo del Dr. Oliver Koch (Technische Universitat Dortmund, Alemania).

GSH loop

~—~SPD loop

Figura 20. Sitio activo y de union de sustratos de GspS de Escherichia coli. Modelo
estructural del sitio activo de GspS obtenido a partir de datos de difraccion de cristales de la
enzima de E£. coli en presencia de ADP y Gsp (PDB 3098). En la imagen se muestra el sitio
catalitico y de unién a sustratos (marco ovalado) y destacan las regiones no estructuradas
(foop) involucradas en contactar al GSH y SPD, asi como una molécula de ADP ligada al sitio de
unién de ATP. En naranja se muestra el residuo Ile®®, correspondiente a la posicion 613 de la
7bTryS, localizado en el /oop de unién de GSH y en proximidad con el ADP y region de unién a
poliamina. El cédigo de colores para el esqueleto de la estructura es: verde, regiones no
estructuradas, rojo, hélices a y amarillo, laminas B. La imagen fue generada con el programa
PyMOL™ (Molecular Graphic System).
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Actividad bioldgica contra la forma infectiva

4.4 de 7. brucei

4.4.1 Puesta a punto del ensayo

La actividad de los compuestos que integran la quimioteca, también fue
testeada contra el cultivo celular de la forma sanguinea de 7. brucei brucei
utilizando el ensayo descrito en el punto 3.4.2. Este ensayo es equivalente al
recuento mediante cdmara de Neubauer pero a gran escala, de manera mas
sensible, estadisticamente robusta y rapida. El formato del ensayo es en placa
de 96 pocillos y permite testear 14 compuestos por placa, donde parte de la
alta procesividad y sensibilidad de la técnica vienen dadas principalmente por el
uso de la citometria de flujo para el conteo celular y un software asociado que

permite procesar los datos adquiridos en bloque.

El tiempo de incubacidon con los compuestos es de 24 horas, el tiempo de
lectura de una placa ronda las 4,5 horas y el procesamiento completo de los
datos, cerca de 1 hora. El tiempo de lectura de la placa podria reducirse si se

contara con un sistema de auto-sampling.

Otras ventajas que ofrece este método es el conteo directo de las células y no
una medida indirecta como seria la medida de absorbancia de una reaccién
colorimétrica, por ejemplo, que puede dar lugar a falsos positivos,
subestimacidon o sobreestimacién del nimero de células. En consecuencia de la
medida directa de las células que atraviesan el haz del laser este método es
capaz de distinguir entre células viables y muertas por diferencias en su tamafio
y granulosidad (Figura 21), con la posibilidad adicional de utilizar marcadores
especificos ya sea de integridad de membrana (como el ioduro de propidio que
se utiliza en este ensayo), apoptosis y otros mas, e indagar asi sobre el
mecanismo de muerte. En ese sentido, en este trabajo se explora de manera
preliminar el empleo de un sensor redox Grx1-roGFP2 que es capaz de detectar
cambios en la relacion GSH/GSSG a nivel intracelular (Sardi y Comini, no
publicado). El biosensor es expresado por los parasitos de manera inducible y la

intensidad de fluorescencia luego de excitacién a 488 nm es proporcional a la
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relacion GSH/GSSG. Este método respeta la integridad celular y permite

monitorear cambios dinamicos en los niveles de GSH/GSSG.
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Figura 21. "Dot-Plot” de tamaiio vs granulosidad. La regién R2 se utiliza para estimar el

n° de células viables frente al total (regién R4).

Para demostrar la relacién que existe entre el método tradicional de recuento
manual en camara de Neubauer y este novedoso método de citometria celular
desarrollado en nuestro laboratorio se llevd a cabo un experimento donde se
compard la sensibilidad, linealidad y error obtenidos para ambos métodos. En
un principio se normalizaba cada adquisicién agregando perlas de conteo a la
muestra y estableciendo el limite en 500 eventos para la regién correspondiente
a las perlas. Debido al alto costo de las mismas, se probd realizar adquisiciones
a tiempo fijo (1 minuto) y fijando un flujo de adquisicion entre 800 y 1200
eventos (células) por segundo que se mantuvo constante para cada ensayo, lo

cual resulto ser exitoso para normalizar las medidas.

Asi podemos afirmar que en las condiciones en que se trabaja, existe una
relacion lineal comprobada entre el nUmero de parasitos vivos contados por
citometria y el nimero de parasitos vivos contados en la cdmara de Neubauer
(Figura 22) aunque la misma no es directamente proporcional. El rango de

linealidad abarca desde 5 x10? células.mL™ hasta 5 x10° células.mL™.
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Figura 22. Grafico de linealidad para el ensayo de recuento celular semi-
automatizado de citometria de flujo versus conteo manual en camara de Neubauer.

El limite de deteccién por recuento en camara de Neubauer (sin tener que
concentrar la muestra) es de 1250 células.mL™ siendo el limite de deteccién del
citometro de 460 células.mL™. Ademds, en el conteo manual por Neubauer es
necesario diluir muestras con una densidad mayor a 2,5 x10° células.mL* para
facilitar el conteo, mientras que el maximo en citometria se ubica por encima de

5 millones de células.mL™.

En cuanto al error de la técnica, para Neubauer estd estimado en <20%
mientras que para el ensayo de citometria de flujo este fue significativamente

inferior: <5%.

4.4.2 Identificacion de Aits

Los compuestos se testean a dos concentraciones: 5 y 30 uM por triplicado, se
incluye un control positivo de viabilidad: DMSO al 100% y un control del 50%
de viabilidad: Nifurtimox 15 pM (Lampit®, Bayer). Ademas, al trabajar con la
forma infectiva del parasito 7rypanosoma brucei brucei cepa 427 linea celular
449 hGrx/roGFP2 se debe incluir un control no inducido por tetraciclina del
sensor redox. Luego para los compuestos que muestran una alta tasa de

muerte (>90% a 5 pM), se realiza un nuevo test de viabilidad a diferentes
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concentraciones del compuesto, ajustadas de acuerdo a la actividad del

compuesto y su solubilidad en DMSO, para establecer su CEsp.

Los resultados para la totalidad de los compuestos evaluados se encuentran en
el Anexo 1. En la Tabla 3 se muestran sélo aquellos compuestos que tienen alto
efecto citotdxico (inhibicion del crecimiento >50% a 5 UM) y un representante
de cada familia de compuestos que carece de actividad bioldgica contra el

parasito.

Tabla 3. Actividad biologica de compuestos contra la forma infectiva de 7. b. brucei.
Se muestran todos los compuestos con una actividad inhibitoria del crecimiento > 50% a una
concentracion de 5 UM y alguno representativo de cada serie que no mostro efecto citotdxico.
La nomenclatura abreviada para los nucleos estructurales es la siguiente: ND, informacién no
disponible; AI, derivado de 4,5-dihidroazepino[4,5-b]indol-2(1H,3H,6H)-ona; AI (P), significa
que es una paulona y AI (AZ) que es una azapaulona; SL, derivado de una lactona de
sesquiterpeno; APPDA, derivado de 6-arilpirido[2,3-d]pirimidin-2,7-diamina; BBHPP, derivado
de 1-(benzo[d]tiazol-2-yl)-4-benzoil-3-hidroxi-5-fenil-1H-pirrol-2(5H)-ona; NFPQ, derivado de
2-(3-(5-nitrofurano-2-il)propil)quinolina; BF, derivado de benzo[c][1,2,5]oxadiazol N-Oxido o
benzofuroxano.

Datos % Viabilidad’a 5pMo 30 pM /.CE50 (uM) )
Compuesto Estructurales forma sanguina de T. b. bruceicepa 427 | Intensidad GFP *
(linea celular 449)
GAT 1033 ND 33,3+4,8/ - --
GAT 1088 ND 24,9+ 2,6/ - --
GAT 02111 ND 13,3+3,1/ - --
DM 1005 ND 19,1 +4,8/ - --
DM 1015 ND 0/09+0,1 -8
DM 1025 ND 1,1+£09/38+0,7 +5
DM 1035 ND 1,1+£05/18%0,1 +6
DM 1120 ND 0/08+0,1 -3
DM 1180 ND 0/2,60+0,03 +1
DM 1215 ND 0/0,46 £ 0,03 -4
DM 1223 ND 6,5+28/- --
DM 1257 ND 03+03/18%0,3 -7
DM 1260 ND 0/062+0,17 -5
DM 1270 ND 16,8 £ 6,5/ -- --
DM 1273 ND 0/41+1,3 -1
DM 1298 ND 0/~1,41 -9
PL 06 ND 0/0,81+£0,15 0
PL 07 ND 0/0,49 £ 0,08 -3
PL 08 ND 0/0,57 £ 0,05 -5
PL 13 ND 0/~0,71 0
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PL 48 ND 3,7+1,3/2,6+0,3 -12
PLO1 ND 24,4 £5,3 ] - -
PL 106 ND 39,1 £2,5/ - -
PL 228 ND 2,3+03/ - -21
PL 229 ND 26,9 0,7 / -
PL 299 ND 41+2,7/33%06 -3
T3.5 ND 47,1+ 4,0/ - -
T16.5 ND 0/~ 0,47 -8
KuRK 50 Al (P) 21,4 2,0/ - +9
KuRK 60 Al (P) 51+0,2/~1 +99
KuRK 107 Al (P) 1,2+ 0,5/0,13 £ 0,01 +47
KuRK 114 Al (P) 0,8+0,2/0,11 0,01 +28
KuRK 130 Al (AZ) 4,0+ 0,6 /1,09 0,32 -2
KuRK 174 Al (P) 2,6 £0,6/0,17 + 0,03 +15
KuRK 197 Al (P) 41+0,0/0,5-1 +48
KuRK 221 Al (P) 1,9+ 0,4/ 0,04 £ 0,02 +34
KuRK 249 Al (P) 0,8+0,1/0,31 % 0,08 +14
KuRK 256 Al (P) 55+0,2/05-1 +48
KuRK 258 Al (P) 354+ 0,4/ - +42
KuRK 259 Al (P) 4,3 +4,0/0,43 0,21 -7
KuRK 268 Al (P) 13,9+272/ - -9
KuRK 269 Al (P) 19,4+0,1/ - - 34
KuRK 270 Al (P) 2,2+0,1/05-1 +30
KuRK 278 Al (P) 14,0 £ 2,6 / - -30
KuRK 279 Al (P) 3,904/ ~2 +36
KuMai 104 Al (AZ) 19,3572/ +39
KuMai 163 Al (AZ) 92,0 + 11,6 / -- -41
KuMai 348EE Al (AZ) 12,1+ 44/ +78
KuMai 358EE Al (AZ) 1,2+0,1/~25 +102
KuMai 360EE Al (AZ) 7,8 +1,5/0,12 0,04 +23
KuMai 361He Al (AZ) 7,3+0,9/0,45 £ 0,12 +2
KuMai 372EE Al (AZ) 3,9+0,3/0,18 + 0,02 +24
KuMai 380 Al (AZ) 44,5 + 2,7 [ - +85
KuMai 385 Al (AZ) 48,1 + 4,6 / -- +55
KuMai 423 Al (P) 2,5+0,2/0,14 + 0,07 +28
ZEA 5 APPDA 88,5 £ 6,5/ - -
ZVR 140 APPDA 65,6 + 4,5 / -- -
AD 81 BBHPP ~/13,3+3,3 -
AD 84 BBHPP -~/ ~23 -
ADMRC 154 BBHPP 27212/ - -
ADKPN 165 BBHPP 51,7 £ 1,5/ - -
JOSHA 02 NFPQ ~/35+0,5 -
JOSHA 06 NFPQ ~/42%1,2 -
JOSHA 07 NFPQ ~/1,7+0,1 -
JOSHA 11 BF -~ /18,0 £3,7 -

(57]



JOSHA 12 BF ~-/142+9,5 -
JOSHA 13 BF ~/4,6%0,2 -
JOSHA 15 BF ~/11,8+2,0 -
JOSHA 16 BF -~ /1,24 £ 0,04 -
JOSHA 20 BF ~/133+3,3 -
JOSHA 33 ND 80,7 + 2,5/ - -
JOSHA 38 ND 17,7 40,5/ - +73

*, valor calculado como Igep = IFRcompuesto — IFRc siendo IFR (intensidad de fluorescencia
relativa) = [(I/I.)*100]-100 donde I. es la intensidad de fluorescencia del compuesto (o
control positivo de induccion sin tratamiento con compuesto simbolizado como ) e I.. es la
intensidad de fluorescencia del control negativo no tratado y no inducido.

Dentro de las series de compuestos mas activos se encuentran algunos DM, PL,
KuRK y KuMai mientras que los ZEA, ZVR, ADMRC, ADKPN y la mayoria de los
JOSHA, excepto por JOSHA 16 y 38, no son tan potentes.

4.4.3 Calculo de CEsg

En el ensayo contra parasitos viables, la curva dosis respuesta se construye con
7 medidas graficando % Viabilidad vs. Logio [Conc.] (Figura 23) y se ajusta la
sigmoide a una funcién de Boltzmann con el software Origin Pro 8.0 (Origin Lab
Corporation). De los datos del ajuste se calcula la CEsq utilizando un método de
derivadas parciales y se expresa como concentracion + error (siendo el error

25, definido anteriormente, y las unidades se expresan en micromolar).

120

80 -

40 4

Parasitos Viables (%)
Parasitos Viables (%)

o4 DM1215 - 3 3 P PLO7
CEsp = 0,46 £ 0,03 uM CEs, = 0,49 + 0,08 M -
04 - - ]

-20

T T T T T T T T T T
-15 -1.0 -05 00 05 1.0 15 -1.0 05 0.0 05 10

Log,, Concentracion Log,, Concentracion

(58]



o]
120 -
. HN
100 - .
100 /N
v » \
S § 80 . —
g $ :
g ®1 s 60
2 %
@
S 40 ’% 40 4
X £
g < HN
o 20 & 2 L
KuRK 221 KuMai 360EE
o] CEso=00420024M o] CEx=0122004pm . @
T T T T T ) T T T T T T T T d
3 2 A 0 1 2 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Log, Concentracion Log, Concentracion
140 -
140 4 ) H
[ ‘ 1204 ‘
120 P o, N N
- !
100 AN
. 1004 o
s g \N/
= < 80 o N
g = g \ h\
r -] o
S @ 604 H
S 60 g
8 g
1« 2 “
(d ©
s 204 a 204
AD 81
[] JOSHA 16 -
04 CEy=133£33uM LR O CE=1,24£0,04 M S A T
-20 20

T T T T T T 1 2 T T T T T T T
-10 05 00 05 10 15 20 25 -15 -1.0 05 00 05 10 15 20

Log, Concen tracion Log, Concentracion

Figura 23. Estructuras y curvas dosis-respuesta para los compuestos mas activos
contra la forma sanguinea del parasito 7. b. brucei. En linea continua se muestra el
ajuste a la funcidn de Boltzmann a partir del cual se determinan los valores de CEs.

Los compuestos con mayor actividad antiproliferativa identificados para cada
familia son DM 1215 (CEsp = 0,46 £ 0,03 uM) y DM 1260 (CEsp = 0,62 £ 0,17
KM); PL 07 (CEso = 0,49 £+ 0,08 uM) y PL 08 (CEsp = 0,57 £ 0,05 pM); T 16.5
(CEso~ 0,47 uM); KuRK 107 (CEsp = 0,13 £ 0,01 pM), KuRK 114 (CEsp = 0,11 %
0,01 uM), KuRK 174 (CEsp = 0,17 £ 0,03 pM), KuRK 249 (CEsp = 0,31 + 0,08
MM), KuRK 259 (CEsp = 0,43 + 0,21 pM) y KuRK 221 (CEsp = 0,04 £ 0,02 uM);
KuMai 360EE (CEsp = 0,12 + 0,04 uM), KuMai 361He (CEsp = 0,45 £ 0,12 pM),
KuMai 372EE (CEsp = 0,18 = 0,02 uM) y KuMai 423 (CEsp = 0,14 + 0,07 pM);
AD 81 (CEsp = 13,3 £ 3,3 pM), y JOSHA 16 (CEsp = 1,24 £ 0,04 pM). En
comparacién con Nifurtimox la mayoria de estos novedosos compuestos
presentaron indices de toxicidad contra 7. brucei en el orden nanomolar y una

potencia desde 10 (JOSHA 16) y hasta 375 (KuRK 221) veces superior al
mismo.
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Los compuestos mas destacados por su potencia anti-tripanosoma son aquellos
cuya estructura se basa en el nlcleo heterociclico de una paulona (7,12-
dihidroindol[3,2-d][1]benzacepin-6(5H)-ona).

Si bien esta familia de compuestos son reconocidos inhibidores de protein
quinasas de mamiferos, estudios de relacién estructura-funcion demostraron
que dicha selectividad puede ser eliminada al insertar un atomo de nitrégeno
en la posicion 4 del ndcleo paulona (Kunick 2004). Los resultados de las
evaluaciones realizadas aqui para la serie de compuestos KuMai sobre 75TrySVT
y la forma infectiva de 7. brucei fueron recientemente publicados (Maiwald
2014). A modo de resumen, se encontr6 que de la serie de azapaulonas
sustituidas en la posicion 9, las cianamidas secundarias KuMai 348EE y KuMai
358EE (Figura 24) mostraron una mayor actividad que la amida terciaria KuMai
336EE. Esta observacion indica que tanto un dador de electrones en un enlace
de hidrégeno, como un anillo aromatico al final de la cadena lateral de estos
derivados, otorgan cierta ventaja en cuanto a actividad. Mientras que los
resultados con las azapaulonas sustituidas en la posicion 11 son mas
heterogéneos. El hibrido chalcona-4-azapaulona KuMai 372EE presenté mayor
actividad en comparacién con sus analogos con un sustituyente metdxi- (KuMai
381) o cloro- (KuMai 410He) en el fenilo terminal. Pero el compuesto mas
potente de esta serie fue el KuMai 360EE. Esto demuestra que el motivo
carbonilo a,b-insaturado juega un papel importante en cuanto a la potencia anti

tripanosoma (ej. los compuestos KuMai 158 y KuMai 176 no los poseen).

Nombre Scaffold R
KuMai 348EE fenilamino-
KuMai 358EE bencilamino-
KuMai 336EE dietilamino-

H o]
KuMai 372EE N Ph-
|
KuMai 381 Z N 4-MeO-Ph-
N/ )
KuMai 410He s 4-Cl-Ph-
J—':;_—__/L h
KuMai 360EE i \ fenilamino-
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Figura 24. Estructura de los compuestos mencionados en el analisis
de relacion estructura-actividad.

La toxicidad no especifica de todos estos compuestos también fue evaluada
sobre macrofagos murinos como modelo celular de mamifero utilizando el
sistema xCELLigence (Roche) siendo dicha toxicidad limitada en la gran mayoria
de los casos. Esto quiere decir que a la mayor concentracién testeada, la cual
depende de la solubilidad de cada compuesto, ninguno de los derivados
provocd una reduccion en la viabilidad de mas del 50%. Aquellos que
mostraron mayor actividad anti-tripanosoma, KuMai 372EE y KuMai 360EE,
tienen un % de toxicidad de (28,3 £ 7,9) % a 26 upM y (74,7 £ 4,4) % a 60 uM
respectivamente. De estos datos se infiere que el indice de selectividad
estimado frente a parasitos es al menos dos érdenes de magnitud mayor que
contra macréfagos para el compuesto KuMai 372EE y a su vez éste no inhibe
ninguna de las quinasas de la familia CMGC a 10 pM. Por otra parte, la
azapaulona KuMai 360EE fue identificada como un inhibidor selectivo de la

caseina quinasa 1 de mamifero con una Clso de 0,49 uM.

Para finalizar, teniendo en cuenta que la 75TryS expresada por la linea sobre la
que se evaluaron los compuestos es idéntica a la 76TryS"" (ver seccién 4.3.2) y
que algunos compuestos que no inhibieron a la enzima en el ensayo /in vitro si
presentaron actividad anti-tripanosoma (KuRK 60, 107, 114, 130, 174, 197,
221, 249, 256, 259, 270, 279, KuMai 358EE, 360EE, 361He, 372EE, 423, JOSHA
02, 06, 07, 13 y 16), esto indica fuertemente que dichas moléculas tienen como
blanco otra enzima o ruta metabdlica que no es la TryS tal cual lo sugieren
algunos experimentos de docking (Maiwald 2014); sin embargo el modo de

accion no se conoce aun.

4.4.4 Uso del biosensor redox ro-GFP2

La sonda fluorescente ro-GFP2 es una proteina derivada de la GFP a la cual se

le introdujeron 2 residuos de cisteina en la posicién 147 y 204 (dentro del barril
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beta), el primero de ellos adyacente a un residuo de histidina (posicion 149)
que influye en el estado de protonacién del cromdforo y por lo tanto en las
propiedades espectrales de la proteina. Justamente, el estado redox de ese par
de cisteinas (ej. reducido o formando un disulfuro intramolecular) conlleva

9y la absorcién

cambios conformacionales que afectan la localizacidon de la His
de luz a 488 nm (y 405 nm) de la roGFP2, y en consecuencia, la intensidad de
emision de fluorescencia a 510 nm (Meyer y Dick 2010). En la fusién Grx-
roGFP2, la glutarredoxina cumple el rol de transductor de sefal ya que ésta
oxidorreductasa posee gran especificidad para reaccionar con GSH/GSSG y de
esta forma acelerar la reduccién y oxidacion de la roGFP2 mediada por GSH y
GSSG, respectivamente. Expresando esta proteina en la cepa de 7. b. brucei
utilizada para este ensayo es que podemos inferir el estado redox de la dupla
GSH/GSSG, cuyo equilibrio dependeria en Ultima instancia del tripanotién. Se
espera que compuestos interfiriendo con el metabolismo redox del parasito
produzcan cambios en los niveles de GSH/GSSG y por lo tanto puedan medirse
con este biosensor. Vale la pena destacar que este biosensor demostré ser
extremadamente sensible para detectar concentraciones nanomolares (10 nM)

de GSSG (Gutscher 2008).

Respecto a la intensidad de fluorescencia de la GFP, se obtuvieron datos
interesantes. Para una mejor comprension de los mismos se ha elaborado una
escala arbitraria (reflejada en la Tabla 3) que compara por diferencia, la
intensidad de fluorescencia del control negativo (sin tratamiento) con los
parasitos tratados. Cabe aclarar que mientras una disminucion en la
fluorescencia indica oxidacion de los tioles de roGFP2 y por ende un estado de
mayor stress para el parasito, un aumento en la fluorescencia puede deberse a
la autofluorescencia del compuesto, por lo que andlisis futuros incluirdan un
control de parasitos tratados pero no inducidos para descartar dicha
interferencia. A modo de ejemplo, se destacan los compuestos de la serie DM
que mostraron buena actividad anti-proliferativa e intensidades GFP 10
unidades por encima o por debajo del valor del control no inducido pero los
compuestos KuRK con aun mayor potencia bioldgica mostraron intensidades

GFP positivas en su mayoria.
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5 CONCLUSIONES

En este trabajo se logro expresar y purificar la tripanotion sintetasa de
Trypanosoma brucei en sus versiones WT y MUT con rendimientos de
aproximadamente 1,5 mg (756TryS"V) y 2,6 mg ( 75TryS"") de enzima por litro
de medio de cultivo y una pureza mayor al 95% en ambos casos. Se
optimizaron las condiciones de almacenamiento de estas enzimas a una
concentracion de ~ 1,5 uM en buffer de reaccion y 40% v/v de glicerol a -20°C
logrando que sean estables por un tiempo prolongado (retencion de al menos

60% de actividad enzimatica inicial al cabo de 10 meses).

El laboratorio cuenta con una biblioteca de compuestos de los cuales se han
analizado algo mas de 250 mediante el ensayo de punto final en formato de
alta procesividad. La caracterizacién cinética de estas enzimas (realizada
parcialmente en este trabajo y de manera completa en nuestro laboratorio;
Benitez y col. no publicado) permitid ajustar las concentraciones de sustrato
(GSH y ATP) de acuerdo a los valores de inhibicién por sustrato y producto que
poseen estas enzimas y, en la medida de lo posible, respetando los valores de
concentraciones intracelulares reportados en la bibliografia para 7. brucei. Un
par de datos sumamente interesantes fueron obtenidos a partir del analisis
cinético y molecular de las 75TryS. Por un lado logramos identificar al producto
ADP como un potencial regulador fisioldgico negativo de la actividad enzimatica.
Por otro lado, logramos poner en evidencia la importancia estructural de un
residuo hidrofdbico en la posicién 613 que da forma al sitio activo de la enzima
y estaria involucrado en la interaccion con GSH, lo cual nos permitio
comprender la marcada especificidad de ciertos inhibidores por la enzima

mutada.

Fue posible desarrollar un ensayo colorimétrico relativamente econdmico
(precios al 02/05/2013: U$S 0,06 de reactivo BIOMOL Green™ por pocillo del
ensayo de punto final frente a U$S 0,08 por cada medida del ensayo cinético),
robusto, altamente reproducible y en formato HTS para el cribado de

compuestos con actividad anti-TryS. La estrategia de screening incluyé ademas
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el disefo de un algoritmo de trabajo que permitid seleccionar verdaderos
inhibidores con una tasa de error igual a 0. Los pasos implementados
incluyeron: 1) el cribado de compuestos a una concentracion de 30 uM, 2) la
evaluacion de interferencia con el reactivo colorimétrico para compuestos que
presentasen una inhibicion de la actividad enzimatica > 50% y 3) la

determinacion de la Clsp.

Para el procesamiento y almacenamiento de la gran cantidad de datos que
generan los ensayos de este tipo, se elaboraron planillas de calculo optimizadas
en Microsoft Excel que permitieron la obtencidon automatica de los célculos de
resultados y errores asociados al experimento luego del ingreso (por copiado y
pegado) de los datos obtenidos del lector de placas. Dichos resultados fueron
siempre sometidos a un posterior analisis y validacion por parte del

investigador.

El cribado contra la enzima salvaje permitié detectar algunos scaffolds
estructurales derivados de paulonas (KurK 221 y 268) y las bis-bencil
poliaminas con sustituciones en los anillos bencénicos (APC 1-89, 1-101 y 1-
111) con valores de CIso de aproximadamente 30 uM, lo cual los convierte en
moléculas modelo para avanzar en el disefio racional de inhibidores mas
potentes contra TryS. Es importante destacar que el modo de accion
previamente reportado para ambas clases de compuestos esta estrechamente
relacionado a la TryS. Las paulonas aqui identificadas estan relacionadas a las
descritas recientemente como inhibidores de TryS de C fasciculata (Flohé
2012) y de L. infantum (Sousa 2014), y que las bis-bencil poliaminas son
compuestos con capacidad de inhibir componentes del metabolismo de
poliaminas (Bitonti 1988; Bitonti 1990).

Por su concepcion y por cuestiones de especificidad ligando-proteina,
esperabamos que muchos compuestos de la quimioteca no tuvieran como
blanco Unico o principal a la 756TryS pero que de todos modos pudieran
presentar una buena actividad bioldgica contra la forma infectiva del parasito y
por tanto ser buenos candidatos a farmacos. Por eso consideramos sumamente

importante evaluar el potencial de los mismos para inhibir la proliferacion de la
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forma infectiva del patdgeno en condiciones de cultivo /n vitro y mediante un
ensayo de alta procesividad. Para ello se desarrollé un ensayo multiparamétrico
de cribado de compuestos que se basa en el recuento y caracterizacion por
citometria de flujo de la cepa 427 linea 449 de 7. brucei brucei (forma
sanguinea transfectada con el gen que expresa el biosensor redox Grxl1-
roGFP2). Este ensayo fue puesto a punto para su realizacién en formato HTS
sobre placas de 96 pocillos por triplicado para dos concentraciones de
compuestos e incluyendo 6 réplicas de los controles, y mostrd poseer una
importante robustez estadistica (errores menores al 5%) y velocidad de
ejecucidon y procesamiento (4,5 horas/placa) respecto del recuento manual
(error del 20% y > 10 horas/placa). También hemos logrado explorar el
potencial que ofrece esta técnica de realizar determinaciones multiparamétricas
mediante el empleo de una linea celular del patdgeno que expresa un biosensor
redox derivado de la proteina verde fluorescente y del ioduro de propidio. Estos
marcadores resultaron validos para detectar cambios redox intracelulares (por
ej. estrés oxidativo) y dafio de membrana celular generada por la accién de los

compuestos.

También para este ensayo celular se trabajo en el desarrollo de un algoritmo de
trabajo que permitio realizar un screening primario de actividad para una rapida
seleccion de compuestos con potencia bioldgica contra tripanosomas. Para
incrementar la velocidad de procesamiento e interpretacion de los datos
adquiridos por citometria se implementd el trabajo con el programa FlowJo

7.6.5 (Tree Strar, Inc.) que permite hacer analisis “en batch” de los resultados.

Este trabajo dio lugar a la identificacion de cerca de 21 compuestos (de un total
de 137 evaluados) que presentaron una CEsy en el orden submicromolar (£ 1
MM) contra 7. brucei infectivo, lo cual representa una tasa de éxito del 10%.
Casi un tercio de de estos compuestos mostraron ademas una potencia
citotoxica contra el patdgeno dos ordenes de magnitud superior a la de
Nifurtimox, ultimo farmaco aprobado para uso terapéutico de tripanosomiasis
africana en combinacién con efluornitina. Un grupo de estos compuestos, las 4-

azapaulonas, presentaron ademas una baja toxicidad contra células de
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mamiferos y no resultaron ser inhibidores de un conjunto de 8 quinasas de
mamiferos, siendo la Unica excepcion KuMai 360EE que presentd una Clsy de
0,49 uM para la caseina quinasa 1. Estas estructuras estan siendo actualmente
sometidas a optimizacion para incrementar ain mas su actividad anti-
tripanosoma dado que ofrecen gran potencial para el desarrollo de farmacos
contra tripanosomas africanos. Los resultados de este trabajo han sido
publicados en el articulo de Maiwald y col. (2014) y el resto de los datos
obtenidos para las paulonas bajo el cédigo de KurK forman parte de un

manuscrito que se encuentra en preparacion.

Mas alla de los logros técnicos alcanzados en este trabajo, como la puesta a
punto de técnicas de cribado de compuestos por blanco molecular o fenotipo
celular, se resalta el haber logrado identificar varios compuestos con potencial
para ser desarrollados como inhibidores de TryS o parasiticidas contra 7.

brucei.
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ANEXO 1

Compuesto

Datos
Estructurales

% Actividad a 30 pM / CI5, (M)

% Viabilidad a 30 pM
0a5 pM / CEso (M)

Intensidad
GFP "

THTrySMUT

THTryS"T

Tbb 427 (linea 449)

Origen: Dra. Mercedes Gonzalez, Lab. de Quimica Medicinal, Facultad de Ciencias, UdelaR, Montevideo, Uruguay.

ASP 1 ND 110,5+ 8,4/ -- -- - --
ASP 2 ND 112,3+9,8/ -- -- -- -
ASP 3 ND 104,2 £ 8,2/ -- -- -- -
ASP 4 ND 844+78/ - -- -- --
ASP 5 ND 96,2 £ 4,8/ -- -- -- -
ASP 6 ND 96,5+ 6,3/ -- -- -- --
ASP 7 ND 92923/ - -- -- -
ASP 8 ND 949 +5,0/ - -- -- --
ASP 9 ND 99,5+6,5/ - -- -- --
ASP 10 ND 973x79/- -- -- -
ASP 11 ND 92,2+2,5/ - -- -- --
ASP 12 ND 104,1 £ 3,3/ -- -- -- -
ASP 13 ND 105,7 £ 10,4/ -- -- - --
ASP 14 ND 98,179/ - -- -- -
ASP 15 ND 100,7 £ 11,2/ -- -- -- -
ASP 16 ND 102,0 £ 7,7/ - -- - --
ASP 17 ND 106,4 + 5,9/ -- -- - --
ASP 18 ND 105,6 + 4,6 / -- - -- -
ASP 19 ND 105,0 £ 3,9/ -- -- - --
ASP 20 ND 108,7 £ 9,5/ -- -- -- -
ASP 22 ND 957+11,0/ - - -- -
ASP 23 ND 885+79/- -- - --
EC1 NF 108,0 £ 5,7/ -- - - -
Nfx NF -- -- 32,252/ - --
Origen: Dr. Guzméan Alvarez, Lab. de Quimica Medicinal, Facultad de Ciencias, UdelaR, Montevideo, Uruguay.

GAT 0803 NF 97,1+£6,5/ - -- - --
GAT 0804 NF 973x7,6/ - -- - --
GAT 0908 ND 110,1 +£9,8/ -- -- -- -
GAT 0918 ND 105,2 + 3,3/ -- -- -- --
GAT 0923 ND 99,4 +5,7/ - - - -
GAT 0925 ND 106,4+£ 9,9/ -- -- - --
GAT 1012 ND 93,7+7,8/ - - -- -
GAT 1027 ND 94,3 +5,8/ - -- -- -
GAT 1029 ND 101,9+9,9/ -- -- - --
GAT 1031 ND 953 +139/ - -- -- -
GAT 1033 ND -- -- 33,3+48/ - --
GAT 1049 ND 106,5+ 2,8/ -- - -- -
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GAT 1057 ND 108,5 + 6,3 / -- - - -
GAT 1058 ND 104,5 4,3/ - - - ~
GAT 1060 ND 97,0+ 5,8/ -- - - -
GAT 1062 ND 110,9 + 10,3/ -- - - -
GAT 1063 ND 83,7 +4,9/ - - - -
GAT 1064 ND 101,8 + 4,7/ - - - -
GAT 1068 ND 107,7 £7,0 / - - - ~
GAT 1075 ND 96,9+ 1,9/ - - - -
GAT 1082 ND - - 42+03/ - -
GAT 1088 ND 76,2 £ 4,9/ - - 249+ 2,6/ - -
GAT 1092 ND 93,7 3,4/ - - - -
GAT 1096 ND 98,9+ 8,0/ -- - - -
GAT 1112 ND 87,6 6,7/ - - - -
GAT 1212 ND 91,8+ 4,6/ - - - -
GAT 02111 ND - - 13,3+3,1/ - -
GAT 02311 ND 91,4+ 4,5/ - - - -
GAT 10102 ND 74,1 +9,0/ - - - -
GAT 10117 ND 79,3 £ 4,4/ - - - -

Origen: Dra. Gloria

Serra, Departamento de Quimica Organica, Facultad de Quimica, UdelaR, Montevideo, U

46 ND 1045+ 7,7/ - -- -- -

48 ND 1095+ 6,4/ -- -- -- --

49 ND 101,1+ 6,9/ -- -- -- -

54 ND 102,3+3,7/ - -- -- --

55 ND 110,2 £ 6,2/ -- -- -- --

56 ND 81,321/~ -- -- -

57 ND 1043+7,2/ - -- -- -

SP 14 ND 106,7 £ 5,6/ -- -- -- --

SP 19 ND 100,8 £ 5,3/ -- -- -- -

SP 22 ND 1098 £4,1/ - -- -- --

SP 27 ND 103,4 £8,3/ -- -- -- --

SP 29 ND 101,8+ 3,5/ - -- -- -

SP 33 ND 121,1+12,6 /-7 - - -

SP 36 ND 1102+ 3,4/ -- -- -- -

SP 38 ND 1176 +6,0/ " - - -

SP 39 ND 1039+0,5/ - -- -- -

SP 076 ND 105,7 £3,0/ - -- -- -

FPBT 1 ND 103,8 £ 3,5/ -- -- -- --

FPBT 2 ND 110,7 £ 3,4/ -- -- -- -

SPBISOXA2 ND 99,5+ 7,3/ - -- - .

SPMacro30XA2 ND 1049 £5,2/ - -- -- -

SPOXA10XA2 ND 109,3+6,7/ - -- -- --

SPTZ 1 ND 1025+7,5/ - -- -- --
Origen: Dr. Guillermo Labadie, IQUIR, Universidad Nacional de Rosario, Santa Fe, Argentina.

APC 1-67 DAB 97,4 +6,0/ - 71,9+ 4,6/ -- -- --

APC 1-71B DAB 71,8+ 28/ -- 66,0 £ 0,7/ -- -- --




APC 1-79 DAB 86,7+55/--" | 66,0+29/- - --
APC 1-82 DAB 1156 +59/-- | 88,144/ - - -
APC 1-87 DAB 840 £28/--" | 62,1 £4,0/ - -- --
APC 1-89 DAB 886+26/-" | 491+15/-" - --
APC 1-93 DAB 1059+8,6/-- | 940+9,1/- -- --
APC 1-98 DAB 101,0+3,4/- | 728+3,7/- -- --
APC 1-99 DAB 880 £58/--" | 51,1+3,7/-" -- --

APC 1-101 DAB 82,1+56/--" | 388+1,8/-" -- --

APC 1-109 DAB 108,1+28/-- | 655+1,2/-" -- --

APC 1-111 DAB 773+57/--" | 444+£32/--" -- --

APC 1-113 DAB 92,7+ 1,8/ - 89,5+ 3,6/ - -- --

APC 1-115 DAB 759 +3,4/ - 69,0 £ 6,3/ - -- --

APC 1-117 DAB 96,1 + 6,6 / - 71,4 +6,1/ - -- --

APC 1-119 DAB 96,9+36/-- | 555+18/-" - -

APC 1-121 DAB 111,2+54/-- | 91,1+48/- -- --

APC 1-122 DAB 1100+6,0/-- | 91,6+3,6/- -- --

APC 1-123 DAB 1000+3,8/-- | 860+55/- -- --

Origen: Mag. Esteban Panozzo, IQUIR, Universidad Nacional de Rosario, Santa Fe, Argentina.

EAP 1-5 (I) DAB 1055+4,7/-- | 783+3,6/- -- --
EAP 1-9 DAB 83,6 3,8/ - 749 4,1/ - -- --
EAP 1-11 DAB 89,174/~ | 772+45/-" -- --
EAP 1-37 DAB 745+80/--" | 568+56/--" - -
EAP 1-39 DAB 101,5+ 0,6 / -- 85,7 +2,0/ - -- --
EAP 1-41 DAB 89,7 5,1/ - 86,5+ 3,8/ - -- --
EAP 1-43 DAB 80,9+ 7,4/ - 69,7 £ 3,0/ - -- --
EAP 1-45 DAB 852 +3,9/ - 78,4+ 0,6/ - -- --
EAP 1-46 DAB 90,3+ 1,0/ - 73,4 +1,7/ - -- --
EAP 1-47 DAB 98,1+66/--" | 489+4.2/--" - -
EAP 1-49 DAB 86,0 + 6,8/ - 91,8 5,1/ - -- --
EAP 1-51 DAB 81,3+1,6/ - 81,075/ - -- --
EAP 1-53 DAB 872+51/-" | 639+x4,1/--" - -
EAP 1-55 DAB 70,7 £ 2,1/ - 61,8 + 4,8/ - -- --
EAP 1-57 DAB 90,4+ 7,1/ 62,6 £3,6/-" - --
EAP 1-63 DAB 746+£30/-- |525+28/-" - -
EAP 1-67 DAB 71,3+68/--" | 576+16/-" - --
EAP 1-69 DAB 789+52/--" | 81,456/ " -- --

EAP 220AA DA 101,6 £2,3/- | 1055+4,2/ - -- --

EAP 220CA DA 100,3+£9,7/- | 98,478/~ -- --

EAP 1147CA DA 1041+50/- | 973+5,3/- -- --

Origen: Dr. Steven Burguess, Design Medix, Portland, Estados Unidos.
DM 1005 ND -- -- 19,1 + 4,8/ - --
DM 1015 ND -- -- 0/0,9+0,1 -8
DM 1025 ND - - 1,1+09/3,8+0,7 +5
DM 1026 ND -- -- 704+ 7,6/ - --
DM 1030 ND - - 264 +1,1/- -




DM 1035 ND -- -- 1,1+05/18+0,1 +6
DM 1120 ND -- -- 0/08=x0,1 -3
DM 1166 ND -- -- 33,369/ - --
DM 1178 ND -- -- 243+39/ - --
DM 1180 ND -- -- 0/2,60 0,03 +1
DM 1215 ND -- -- 0/0,46 +0,03 -4
DM 1223 ND -- -- 6,5+28/- --
DM 1252 ND -- -- 455+£3,5/ - --
DM 1253 ND -- -- 274+2,0/ - --
DM 1257 ND -- -- 03+03/18+0,3 -7
DM 1260 ND -- -- 0/0,62+0,17 -5
DM 1269 ND -- -- 37,5+06/ - --
DM 1270 ND -- -- 16,8 £6,5/ -- --
DM 1273 ND -- -- 0/41+1,3 -1
DM 1280 ND -- -- 67,154/ - --
DM 1293 ND -- -- 73,2+8,1/ - --
DM 1298 ND -- -- 0/~1,41 -9
FR 3 ND -- -- 33,131/ - --
GR3 ND -- -- 55,7+0,2/ - --
PL 06 ND -- -- 0/0,81+£0,15 0
PL 07 ND -- -- 0/0,49 £ 0,08 -3
PL 08 ND -- -- 0/0,57 £0,05 -5
PL 13 ND -- -- 0/~0,71 0
PL 48 ND -- -- 37+13/26%0,3 -12
PL 91 ND -- -- 244 +53/ - --
PL 106 ND - - 39,1+2,5/ - --
PL 228 ND -- -- 2,3+£03/- -21
PL 229 ND -- -- 269+0,7/ - --
PL 241 ND -- -- 0/- --
PL 299 ND -- -- 41+£2,7/33£06 -3
PL 300 ND -- -- 142+1,0/ -- --
T2 ND -- -- 30,3+4,2/ - --
T3.5 ND -- -- 47,1+4,0/ -- --
T13 ND -- -- 650+1,8/ - --
T 16.5 ND -- -- 0/~0,47 -8
Origen: Dra. Helena Castro, Instituto de Biologia Molecular y Celular, Universidad de Porto, Portugal.
FS554 Al (P) 56,0+ 3,2/-" —~/~75" - -
Mol 2008 Al (P) 41,0£6,0/-" —~/~30" -- --
Origen: Prof. Dr. Tomas Schmidt
Schmidt 1 SL 103,6 £52/ - -- -- --
Schmidt 2 SL 101,2+ 5,9/ - -- -- --
Schmidt 3 SL 1034+73/ - -- -- --
Origen: Dr. Conrad Kunick, Instituto de Medicina y Quimica Farmacéutica, Universidad Técnica de Braunschweig, Alemania.
KuRK 19 AI (P) 108,3 £ 7,0/ -- 106,8 £ 6,7 / -- 129+04/ - + 24
KuRK 21 AI (P) 105,7 £ 5,0/ - 98,0 £ 3,1/ -- 142 £ 3,2/ -- + 34
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KuRK 45 Al (P) 102,576/ | 1050+7,4/ - 77,8+ 4,5/ - +11
KuRK 50 AlI (P) 101,6 £43/- | 91,4+55/ - 21,4+2,0/ - +9
KuRK 60 Al (P) 96,1 + 4,8/ - 82,9 +4,0/ - 51+02/~1 +99
KuRK 93 AlI (P) - 87,8 6,0/ - 102,2 + 8,4 / -- +21
KuRK 107 Al (P) - 1026 £1,6/- | 1,2+0,5/0,13+0,01 +47
KuRK 114 Al (P) - 86,6 +8,6/- | 0,8+0,2/0,11 0,01 + 28
KuRK 118 AlI (P) - 1164 +6,8/-* 61,2 £8,1/ - -2
KuRK 130 Al (AZ) - 103,9+9,1/- | 40+0,6/1,09 0,32 -2
KuRK 174 AL (P) - 702+55/- | 2,6+0,6/0,17 £ 0,03 +15
KuRK 197 Al (P) - 91,7 5,8/ - 41+00/05-1 + 48
KuRK 221 AlI (P) - 452+4,1/--" 1] 1,9+0,4/0,04 £ 0,02 +34
KuRK 249 AL (P) - 81,3+1,9/- | 0,8+0,1/0,31%0,08 + 14
KuRK 256 Al (P) - 71,7 £3,2/ - 55+02/05-1 +48
KuRK 258 AlI (P) - 72,7 £59/ - 354+ 0,4/ - + 42
KuRK 259 Al (P) - 50,2+3,8/-" | 43+4,0/0,43 0,21 -7
KuRK 268 Al (P) - 476 7,0/ " 139+22/- -9
KuRK 269 Al (P) - 68,4 £ 6,0 /-- 19,4+0,1/ - -34
KuRK 270 Al (P) - 80,1 2,5/ - 22+0,1/05-1 +30
KuRK 278 AlI (P) - 95,7 +3,8/ - 140+2,6/ - -30
KuRK 279 Al (P) - 90,2+ 2,8/ - 39+04/~2 +36
KuMai 056 Al (AZ) 89,0 + 4,8/ -- 99,1 +2,3/ - 86,7 £ 8,4/ - -6
KuMai 100 Al (AZ) - 104,1 £ 9,0/ -- 67,6 £ 5,8/ - -52
KuMai 104 Al (AZ) 1051 +3,3/- | 107,0+89/ - 19,352/ - + 39
KuMai 116 Al (AZ) 67,2+86/- | 1005+7,6/-- 36,7 £2,2/ - -7
KuMai 121 Al (AZ) - 97,4+ 7,4/ - 88,122/ - - 25
KuMai 1382 Al (AZ) - 97,2+7,7/ - 54,3 + 13,4/ -- -37
KuMai 148 Al (AZ) - 9,3+ 7,1/ - 67,2+ 1,8/ - -51
KuMai 149 Al (AZ) - 98,7 3,6/ - 91,3+6,2/ - - 54
KuMai 158 Al (AZ) - 111,7 £ 8,1/ - 61,3 + 18,5/ -- - 40
KuMai 163 Al (AZ) - 101,8 7,1/ - 92,0+ 11,6/ - -41
KuMai 176 Al (AZ) - 96,7 £ 6,1/ - 721+7,6/ - - 47
KuMai 209 Al (AZ) - 61,9 + 6,4/ - 54,0 £ 3,1/ - +18
KuMai 334 Al (AZ) - 96,1 + 8,8/ - 82,3+ 24,7/ - + 25
KuMai 336EE Al (AZ) - 91,5+5,2/ - 22,1£0,6/ - +32
KuMai 339 Al (AZ) - 63,8+ 7,8/ - 88,9 +2,6/ - + 62
KuMai 348EE Al (AZ) - 67,5+4,2/ - 121+ 4,4/ - +78
KuMai 351 Al (AZ) - 798 £5,7 /- 38,4 2,7 /- +73
KuMai 358EE Al (AZ) - 68,1+ 2,4/ - 1,2+0,1/~2,5 +102
KuMai 360EE Al (AZ) - 946+27/- | 78+1,5/0,12 £ 0,04 +23
KuMai 361He Al (AZ) - 81,8+55/- | 7,3+0,9/0,45 0,12 +2
KuMai 362 Al (AZ) - 102,0 £ 8,3/ - 81,6 £3,9/ - +26
KuMai 372EE Al (AZ) - 91,172/~ | 3,9+0,3/0,18 £ 0,02 + 24
KuMai 380 Al (AZ) - 77,6 £5,4/ - 445+2,7 [ - + 85
KuMai 381 Al (AZ) - 80,4 £3,1/ - 79,9 + 10,5/ -- +2
KuMai 385 Al (AZ) - 92,2+4,9/ - 48,1+ 4,6/ - +55
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KuMai 403 Al (AZ) -- 91,3+56/ - 64,7 £ 2,3/ - +21
KuMai 405 Al (AZ) - 100,0 £ 1,1/ - 64,7 £ 6,8/ - + 19
KuMai 409 Al (AZ) -- 90,2 £ 3,8/ - 21,9+0,1/ - +45
KuMai 410He Al (AZ) - 732+78/ - 746 £ 7,3/ - +8
KuMai 422 Al (AZ) -- 842+1,1/- 750+ 1,4/ - +53
KuMai 423 Al (P) -- 91,2+75/- | 2,5+0,2/0,14 + 0,07 + 28
Origen: Dra. Lucija Peterlin Masic, Facultad de Farmacia, Universidad de Ljubljana, Eslovenia.
ZEA3 APPDA —-/43+£29" 85,5+2,9/ - 81,2 + 16,1/ -- -
ZEA S APPDA —-/44+07" 99,150/ - 88,5+6,5/ - --
ZEA 8 APPDA ~-/221+49" | 773+3,1/- - -
ZEA 10 APPDA 781+23/- | 51,3+28/-" -- --
ZEA 34 APPDA 89,4+ 38/ - 83,4+ 4,6/ - -- --
ZEA 35 APPDA 82,0+59/ - 75,7 £ 6,1/ - - --
ZEA 40 APPDA 75,6 £9,2/ - 74,7 £52/ - - -
ZEA 41 APPDA 81,3+9,1/ - 79,1+ 4,4/ - - --
ZVR 100 APPDA 10,0+22/--" | 77,3+4,8/ - -- --
ZVR 102 AOCA 68,8 £ 5,3/ - 97,3+56/ - - --
ZVR 103 AOCA 69,3+ 7,8/ - 82,4+4,7/ - - --
ZVR 105 APPDA 46,0+45/-" | 90,5+4,5/ - -- --
ZVR 106 APPDA 67,9+ 5,0/ - 751 +54/ - - --
ZVR 107 APPDA —-/52+05" 88,9+50/ - 69,5+6,9/ - -
ZVR 108 APPDA 32,1+3,4/-" |1184+8,0/-* - -
ZVR 110 APPDA 81,4+4,1/- 93,8+58/ - -- --
ZVR 111 APPDA 62,1 £ 4,6/ - 92,3+2,9/ - -- --
ZVR 113 AOCA 486 £35/--" | 99662/ - - -
N,N-dibencil-1-
ZVR 117 et"p‘?’ra";glt"SlH 98,4+ 46/~ | 91,8+58/- - -
carboxamida
2-amino-N,N-
ZVR 119 mdelgﬁ?acztﬁ:j— 992+30/~ | 943+32/- - -
carboxamida
ZVR 130 APPDA 107,233/ | 96,5%3,2/- - -
ZVR 131 APPDA 100,6 £54 /- | 89,2+5,0/-- -- --
ZVR 132 APPDA 64,0+ 1,8/ - 75,8 £ 4,6/ - - -
ZVR 133 APPDA 104,027/ | 698+4,2/- - -
ZVR 134 APPDA 84,151/ - 89,1+1,3/- - -
ZVR 135 APPDA 100,8 £2,5/-- | 88420/~ -- --
ZVR 140 APPDA —-/37+05" 78,4+ 56/ - 65,6 £ 4,5/ - --
ZVR 141 APPDA 55,7 £ 4,7/ - 89,3+7,8/ - -- --
ZVR 150 APPDA 33,1+4,1/--" | 847+54/- - -
ZVR 151 APPDA 957+1,9/ - 92,085/ - -- --
ZVR 152 APPDA 116,166/ | 93,8+4,0/- -- --
ZVR 156 APPDA 100,0+6,5/-- | 842+6,4/-- - -
ZVR 157 APPDA —-/75+12" 80,6 £ 6,0/ - 56,1 +9,9/ - -
ZVR 158 APPDA 86,8+ 2,7/ - 63,5+ 5,7/ - - -
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ZVR 159 APPDA 79,6 £2,2/ - 81,3+ 1,6/ - - --
ZVR 160 APPDA 346+24/--" | 79225/ - -
ZVR 163 APPDA 87,3+52/ - 92,0+5,7/ - -- --
ZVR 165 APPDA 246+95/--% | 66,6 +4,0/ - - --
ZVR 167 APPDA 76,0 £ 4,5/ - 80,0 £ 5,0/ - -- --
ZVR 175 APPDA 88,3+24/- 71,5 6,0/ - -- --
Origen: Dr. Tomaz Solmajer, Instituto Nacional de Quimica, Ljubljana, Slovenia.
N-(1-(1H-
indazol-3-
76057697 pﬁ)agﬁgm'zl 1012 £49/ — - - -
ilmetan
sulfonamida
Origen: Dra. Anastasia Detsi, National Hellenic Research Foundation, Atenas, Grecia.
AD 81 BBHPP -/90+15" [1282+36/-" /13,333 -
AD 82 BBHPP 94,4+ 11,3/~ | 107,7+6,4/ - -- --
AD 83 BBHPP 97,8+4,7/- | 1069+4,7/- -- --
AD 84 BBHPP -/41+08" [1190+6,3/-" -/ ~23 -
AD 85 BBHPP 1042 +58/- | 1029+6,1/ - -- --
Origen: Dra. Theodora Calogeropoulou, National Hellenic Research Foundation, Atenas, Grecia
ADMRC 150 BBHPP 54+13/--% | 101,4+8,22/ - 11,4+1,1/- --
ADMRC 151 BBHPP 53,8+4,8/--% | 107,7+6,1/-- -- --
ADMRC 152 BBHPP 589+4,7/-% |1154+4,3/--* - -
ADMRC 153 BBHPP 773+18/- | 1033+3,2/- -- --
ADMRC 154 BBHPP 93+15/--% | 110387/~ 27,2+1,2/ - --
ADMRC 155 BBHPP 869 7,2/ - 97,5+3,4/ - -- --
ADMRC 156 BBHPP 51,2+4,9/--% | 108,1+6,5/-- -- --
ADMRC 157 BBHPP 83,8+4,0/- |102,1+0,01/-- -- --
ADMRC 158 BBHPP 36,3+3,5/-F |1191+4,6/--" - --
ADMRC 159 BBHPP 509+4,7/--% | 91,7+6,5/ - -- --
ADKPN 160 BBHPP 278+23/--% |1164+42/--" -- --
ADKPN 161 BBHPP 202+25/-% |126,7+0,8/-" - -
ADKPN 162 BBHPP 91,7+ 0,6/ - 820+1,6/ - - --
ADKPN 163 BBHPP 73,0+4,7/ - 88,0 5,0/ - - --
ADKPN 164 BBHPP 22,7+16/-% |1232+7,0/-"1 - -
ADKPN 165 BBHPP 44+2,7/--% (123691 /" 51,7+ 1,5/ - --
(R)-2-hidroxi
-3-(4-(2-
PZBAS Tiglr;’]‘:(tiill)) 96,7 £3,7/— | 787 £3,7/ - -
propano-1-acido
sulfénico
TC 220 TP 1092+29/- | 98077/~ -- --
TC 221 TP 108,8+85/- | 935+3,8/- -- --
TC 222 TP 107,0+ 44/ | 97,7+8,7/- -- --
TC 223 TP 1083+66/- | 982+9,7/- -- --
TC 224 TP 108,4+89 /- | 945+4,0/-- - --
TC 225 TP 99,2 +52/ - 92,3+1,8/ - -- --
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TC 226 PD 97,2+5,0/ -- 839x71/- -- --
TC 227 PD 127,7 £13/--" | 102,0+2,3/ - - --
TC 230 TP 1056 £6,1/ - 73,8+ 8,4/ -- -- --
TC 231 TP 1052+ 7,7/ -- 87,2+4,0/ - -- --
TC 232 TP 106,1 £4,1/ - 100,2 £ 8,1/ -- -- --
TC 233 TP 98,9 £4,7/ - 104,2+£9,6 / -- -- --
TC 234 TP 105,1 £ 10,5/-- | 112,1+4,7/-- -- --
TC 235 TP 102,1£6,7/ - 1009+4,9/-- -- --
TC 236 TP 130,1+£56/--" | 787+43/ - -- --
Origen: Dr. Jonas Sarlauskas, Departamento de Bioquimica de Xenobidticos, Universidad de Vilnius, Lituania.
JOSHA 01 NFPQ 96,0+ 1,9/ -- 83,952/ - -- --
JOSHA 02 NFPQ 86,7 4,6/ -- 96,9 6,4/ -- -/35+£05 --
JOSHA 03 NFPQ 91,8+22/- 86,6 £ 5,3/ -- -- --
JOSHA 04 NFPQ 90,6 + 8,3/ -- 91,5+6,1/ - -- --
JOSHA 05 NFPQ 1050 £ 3,7/ - 99,4 +6,0/ - -- --
JOSHA 06 NFPQ 934+53/- 100,2 £ 4,7/ - -/42+12 --
JOSHA 07 NFPQ 87,157/ - 90,4 +£9,7/ -- -/17£0,1 --
JOSHA 08 NF 86,0x29/-- 77,3+3,6/ - -- --
JOSHA 09 BF 90,9 +£3,0/ -- 91,5+9,9/ - -- --
JOSHA 10 BF 90,5+ 3,6/ - 92,7 £ 3,4/ -- -- --
JOSHA 11 BF 101,4£7,1/ - 88,8 +5,8/ - --/18,0 £ 3,7 --
JOSHA 12 BF 99,7 +0,9/ -- 92,7 £2,7 [ -- -/142+9,5 --
JOSHA 13 BF 1010+ 1,9/ - 88,9 +27/- -/46£0,2 --
JOSHA 14 BF 88,353/ - 93,1+5,6/ - -- --
JOSHA 15 BF 876x1,7 /- 88,4 +8,2/- -/11,8+2,0 --
JOSHA 16 BF 89,2+76/ - 92,6 £4,9/ - --/1,24 £ 0,04 --
JOSHA 17 BF 93,3+3,7/- 89,2+6,4/ - -- --
JOSHA 18 BF 111,54+ 14,5/ -- 92,7 +5,9/ - -- --
JOSHA 19 BF 95924/ - 99,6 £ 5,8/ -- -- --
JOSHA 20 BF 86,5+75/- 118,824/ -/133+3,3 --
JOSHA 21 BF 80,6 £5,9/ -- 112,2+ 4,8/ -- -- --
JOSHA 22 BF 97674/ - 111,2+ 6,5/ - -- --
JOSHA 23 BF 97,2+7,2/ - 108,4 £ 0,9/ - -- --
JOSHA 24 BF 96,7 £7,3/ - 102,7+ 7,2/ - 81,2+6,3/> 240 --
JOSHA 25 BF 100,5+9,7/ -- 98,4 +4,2/ - 485+10/151+1,4 --
JOSHA 26 BF -- 1049 £ 5,7/ - 56,0+ 5,7/ - --
JOSHA 27 BF -- 98,256/ - 60,9 +49/ - --
JOSHA 28 ND -- 91,6 £4,9/ - 20,6 +1,8/ -- --
JOSHA 29 ND -- 93,854/ - 352+0,1/- --
JOSHA 30 ND -- 91,8+ 3,3/ - 240+ 2,3/ - +73
JOSHA 32 ND -- 93,4+t4,5/ - 48903/ - --
JOSHA 33 ND -- 96,5+£6,3/ - 80,7+ 25/ - --
JOSHA 34 ND -- 90,9 +£5,9/ - 53651/ - --
JOSHA 35 ND -- 1064+ 1,1/ - 77,6 £8,0/ - --
JOSHA 36 ND -- 106,1 £ 2,5/ -- 60,1 +6,9/ - --




JOSHA 37 ND - 86,3+ 22/ - 258+1,6/-- --
JOSHA 38 ND -- 91,1+0,7/ - 17,7+ 0,5/ -- +73
JOSHA 39 ND - 88,427/ - 23,9+0,5/ - --
JOSHA 40 ND -- 850+1,4/-- 52,1 +£ 15,2/ -- --
JOSHA 41 ND - 90,7+7,2/ - 56,6 £2,5/ -- --
JOSHA 42 ND - 92,2+5,1/ - 10,3+ 2,8/ -- --
JOSHA 43 ND -- 89,758/ - 84,8+ 1,8/ -- --
Origen: Reactivos de uso comercial (Sigma-Aldrich).
(3S,55,8R,95,
10S,13S,14S)
-3-hidroxi-
. 10,13-dimetil- _ . _ _
Epiandrosterona tetradecahidro 82,708/
-2H-ciclopenta
[a]fenantren-
17(14H)-ona
2-cloro-10-
(3-(4-metil
Prochlorperazine piperazin-1- 578+75/-* | 725+64/-" - -
iNpropil)-10H-
fenotiazina

Leyenda:

La nomenclatura abreviada para los nlcleos estructurales es la siguiente: ND, informacion no
disponible; NF, derivado de 2-nitrofurano; DAB, derivado de una diamina N,N’-bis(bencil)-
sustituida y DA derivado de diamina; AI, derivado de 4,5-dihidroazepino[4,5-blindol-
2(1H,3H,6H)-ona; AI (P), significa que es una paulona y AI (AZ) que es una azapaulona; SL,
derivado de una lactona de sesquiterpeno; APPDA, derivado de 6-arilpirido[2,3-d]pirimidin-2,7-
diamina; AOCA, derivado de 2-aminooxazol-5-carboxamida; BBHPP, derivado de 1-
(benzo[d]tiazol-2-il)-4-benzoil-3-hidroxi-5-fenil-1H-pirrol-2(5H)-ona; TP, derivado de tieno[2,3-
d]pirimidin-4(3H)-ona; PD, derivados de P, 1H-purina-2,6(3H,7H)-diona; NFPQ, derivado de 2-
(3-(5-nitrofuran-2-il)propil)quinolina; BF, derivado de benzo[c][1,2,5]oxadiazol N-O0xido o
benzofuroxano.

* La “Intensidad GFP” se calcula como Ige = IFRcompuesto — IFRc+ siendo IFR la intensidad de
fluorescencia relativa calculada como IFR = [(I/I..)*100]-100 donde I. es la intensidad de
fluorescencia del compuesto (o control positivo de induccion sin tratamiento con compuesto
simbolizado como ;) e I.. es la intensidad de fluorescencia del control negativo no tratado y no
inducido.

El simbolo " significa que el compuesto interfiere con el ensayo pero dicha interferencia fue
corregida. El simbolo * indica que se sabe que el compuesto interfiere pero no se ha corregido
la interferencia en los resultados informados en la tabla.

El compuesto con el simbolo * fue evaluado a 300 uM.
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