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RESUMEN

Las enfermedades tropicales desatendidas son un grupo de patologias que suelen afectar a los sectores
menos privilegiados de la poblacién, y pese a que comprometen gravemente la salud de los afectados y
pueden llegar a ser mortales, no se les otorga la importancia debida. Hecho que se traduce en un
desconocimiento general sobre las mismas y en falta de tratamientos efectivos. La enfermedad de Chagas,
gue pertenece a esta categoria, es una patologia endémica de América causada por el Trypanosoma cruzi
(T. cruzi), 1a cual se caracteriza por graves afecciones cardiacas; sin embargo, pese a que estadisticamente
causa mas perjuicios que la malaria y el dengue juntos, carece de tratamientos eficaces en su etapa
cronica. En la busqueda de nuevos farmacos se han identificado diferentes factores de virulencia del T.
cruzi, dentro de los cuales destaca la proteina TcMIP (Potenciador de Infectividad de macréfagos de T.
cruzi, segun sus siglas en espaniol), la cual es producida en el estadio infectivo del tripanosoma y cuya
inhibicidon repercute negativamente en su capacidad infecciosa. En esta tesis proponemos establecer un
punto de partida que facilite la implementacidon de una metodologia de cribado molecular in vitro con
TcMIP, en busca de potenciales inhibidores de esta proteina que permitan desarrollar farmacos para
combatir el Mal de Chagas. Para ello se abordaran técnicas basadas en RMN, como STD, waterLOGSY y
CSP, las cuales, ademas de proporcionar pardmetros termodindmicos y cinéticos, permiten obtener
informacién estructural clave que facilitara un disefio de farmacos mas eficiente.
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1. Introduccion

Probablemente, uno de los aspectos mas importantes que ha permitido que la humanidad prospere como
civilizacién sea el relacionado a la salud, tanto en el desarrollo de tratamientos y curas frente a diversas
enfermedades, como en la prevencién de las mismas. En este sentido, resulta razonable que ciertas
patologias demanden mayor atencidn debido a su alta peligrosidad, mayor capacidad de contagio, u otros
factores. Lamentablemente, en pleno sigo XXl existe un buen nimero de enfermedades que, pese a que
afectan a un porcentaje relativamente alto de personas y comprometen gravemente su salud, no son
debidamente atendidas por las autoridades ni por la comunidad cientifica, como es el caso de las
enfermedades tropicales desatendidas (NTD, por sus siglas en inglés).

Existen 19 enfermedades categorizadas como NTDs segun la OMS, las cuales se estima que afectan a mas
de mil millones de personas a nivel mundial. Sin embargo, en 2013 entre todas ellas solo ocasionaron
alrededor de 142000 muertes, dado que dichas enfermedades no se caracterizan por una alta mortalidad.*
Por el contrario, comprometen progresivamente la salud de las victimas, privandolas de poder desarrollar
sus actividades cotidianas. Por este motivo resulta mas adecuado analizarlas en base a sus Afios de Vida
Ajustados por Discapacidad (DALY, por sus siglas en inglés), el cual es una medida de afios de vida
potencialmente perdidos debido a muerte prematura o a discapacidad producida por la enfermedad. En
este sentido, en 2016, las NTDs ocasionaron una pérdida de més de 15 millones de DALYs*, lo que equivale
al 30% de los DALYs ocasionados por la tuberculosis.?

Las NTDs son causadas por diferentes agentes patoldgicos, siendo la mayoria de caracter parasitario,
incluyendo helmintos (principalmente nemdatodos), protistas como tripanosomas o leishmanias vy
adicionalmente virus, bacterias y micobacterias (como Mycobacterium leprae, responsable de la lepra).?
El caracter tropical de dichas enfermedades no solo se basa en las condiciones favorables para el desarrollo
de dichos organismos, sino también en el hecho de que un gran porcentaje de la poblacidn considerada
pobre se ubica en zonas tropicales cercanas al ecuador, principalmente en Africa, Centroamérica,
Sudameéricay ciertas zonas de Asia. Inclusive, no es de extrafiar que una persona en estas regiones padezca
mas de una NTD a la vez.3*

El factor de pobreza al que estan asociadas las NTDs es una de las causas mds fuertes del contagio y al
mismo tiempo de la falta de interés en las mismas. En primer lugar, la escasez de recursos conlleva a un
pobre o nulo acceso a servicios bdsicos, como agua o desagle, permitiendo a los parasitos sobrevivir hasta
alcanzar la madurez sexual (ya que algunos poseen largos ciclos de vida), de ahi el estigma de que las
enfermedades parasitarias sean un sinénimo de pobreza.® Adicionalmente, algunas de estas
enfermedades requieren de cierto tiempo para que el parasito pueda poner en peligro la vida del huésped.
Y dado que las personas de este sector socioecondmico presentan preocupaciones tangibles a corto plazo
y suelen subsistir el “dia a dia”, no buscan atencién médica hasta que se encuentran en una fase realmente
grave.

¥ No se ha tomado en cuenta la helmintiasis transmitida por suelos por falta de informacidn actual, pero podrian
incrementar enormemente el valor de DALYs de las NTDs



En segundo lugar, los bajos recursos de los infectados les impiden acceder a los costosos tratamientos (si
es que existen), al mismo tiempo que desaniman a las empresas farmacéuticas a desarrollar mejores
medicamentos por no ser un publico rentable. Sumado a ello, las malas gestiones publicas de salud, asi
como el bajo presupuesto que poseen los paises afectados ocasionan trabas en el desarrollo de
tratamientos efectivos.® Afortunadamente, en los Ultimos afios, el interés de la comunidad cientifica por
ciertas NTDs parece ir en aumento, lo que supone un rayo de esperanza para los afectados.

Una de las enfermedades desatendidas mads prevalentes en América Latina es la enfermedad de Chagas
(también conocida como tripanosomiasis americana), la cual es endémica de la region. La OMS estima que
aproximadamente 7 millones de personas padecen esta enfermedad, y se calcula que causa la muerte de
méas de 7 000 personas al afio.” El patégeno responsable de ésta es el Trypanosoma cruzi (T. cruzi), un
protozoo que actla como parasito, produciendo principalmente afecciones cardiacas que en la fase
crénica pueden derivar en insuficiencia cardiaca permanente e incluso la muerte del paciente.?

Pese a que la enfermedad ha sido descubierta hace mas de 100 afios, solo existen dos medicamentos
disponibles para combatirla, Benznidazol y Nifurtimox, los cuales poseen un alto grado de ineficacia, largos
periodos de tratamiento y efectos secundarios nocivos. °*! Debido a ello, resulta necesario el desarrollo
de nuevos compuestos que puedan combatir la enfermedad eficazmente sin afectar la salud del paciente.
Uno de los medios para lograr este objetivo es el desarrollo de compuestos que inhiban selectivamente
proteinas necesarias para el tripanosoma, ya sean de caracter vital o las que utiliza para permanecer como
huésped (factores de virulencia). De esta manera, o se mata directamente al parasito; o se afectan sus
habilidades de movilidad, inmunosupresién, inmunoevasion, capacidad de conseguir alimento, entre
otras, lo cual termina causando su muerte.

Para poder detectar la interaccion entre moléculas, en este caso entre el inhibidor y la proteina, existe un
amplio catalogo de métodos, como por ejemplo, la Resonancia Plasmdnica de Superficie (SPR), la
Termoforesis a Microescala (MST), la Calorimetria Isotérmica de Titulacién (ITC), y la Resonancia
Magnética Nuclear (RMN), entre otros.'? Sin embargo, lo que hace particularmente util al RMN es que nos
permite detectar simultdneamente tanto informacidn estructural, con resolucién atdmica, como la
cuantificacién de dicha interaccién.’® Es decir, permite corroborar exactamente qué dtomos de una
molécula estan interaccionando y, adicionalmente, nos proporciona informacién sobre su afinidad. En este
sentido, una de las técnicas mas utilizadas es el SAR by NMR, lo que en espafiol quiere decir “Relacion
Estructura-Afinidad mediante RMN”. A parte de lo ya mencionado, esta técnica también cuenta con
beneficios adicionales, como su gran versatilidad y el hecho de que no requiere fijar a la proteina sobre
una superficie sélida, por lo que no se resta libertad de movimiento ni se altera su estructura.'? En este
trabajo se expondrd sobre la enfermedad de Chagas y se explicardan metodologias mediante RMN que
pueden ser utiles en el desarrollo de nuevos farmacos.



2. Enfermedad de Chagas

2.1. Epidemiologia: Poblacion de riesgo

Endémica de América Latina, la enfermedad de Chagas fue diagnosticada por primera vez en 1909 en
Brasil, por el Dr. Carlos Chagas. Sin embargo, su existencia se remonta hasta tiempos prehominidos.**
Incluso, como dato histdrico, se sospecha que Charles Darwin la contrajo en uno de sus viajes a
Sudamérica.’ Actualmente se estima que entre 6 y 7 millones de personas padecen esta tripanosomiasis,
la cual se cobra 7 000 vidas anuales.” La mayor cantidad de afectados se encuentran repartidos entre
Centroamérica y Sudamérica, con un total de 21 paises infectados (imagen 1), los cuales concentran 5,7
millones de casos. Es decir, aproximadamente entre el 80 y 90% de casos reportados ocurren en esta
region.’*!> Esta enfermedad representa un grave problema en el continente americano y deberia ser
tratada de manera prioritaria, ya que en el 2016 su valor en DALYs en la regidn fue de 250 893. Dicho valor,
a pesar de no igualar a la enfermedad isquémica del corazén (la cual lidera las estadisticas), supera a
muchas enfermedades, incluyendo a la malaria y dengue juntos (tabla 1).2

NGmero estimado de casos infectados con T. cruzi

<900 Sin informacion
900 - 89 999 No aplicable

90 000 — 899 999
2900 000

Imagen 1: Distribucion de casos de enfermedad de Chagas segtin la OMS 2006-2015 (Adaptado).15

Como se ha mencionado anteriormente, el gran responsable de la proliferacion de la enfermedad, sobre
todo en el sector latinoamericano, es el componente de pobreza y toda la connotacion que ésta incluye.
Factores como la ausencia de centros médicos capacitados, escasez de pruebas para la deteccion de la
enfermedad, falta de conciencia sobre la importancia de realizarse chequeos médicos regularmente y el
hecho de que la propia enfermedad se mantiene asintomatica durante prolongados intervalos de afios,



deriva en que muchos infectados ni siquiera sean conscientes de su enfermedad hasta que llegan a una
etapa crénica. Debido a esto, el numero de infectados podria ser mayor al estimado. Incluso, en 2015, se
determind que el 80% de la poblacion afectada carece de recursos suficientes para acceder al diagndstico
y tratamiento necesario.'® Adicionalmente, la enfermedad de Chagas presenta un caracter zoonético, por
lo que el ambiente rural en el que se desenvuelven dichas personas, que implica la cercania de animales
domeésticos, representa un reservorio de tripanosomas que pueden ser transmitidos a personas mediante
ciertos vectores epidemiolégicos.” Sin embargo, debido a la migracion de estos sectores de la poblacién
hacia las ciudades en busqueda de mejores condiciones, se ha ocasionado una fuerte presencia de la
enfermedad en ambientes urbanos.

La migracion de las poblaciones marginales no se limita al mismo pais de procedencia. Se sabe que un gran
porcentaje de poblacidn latinoamericana se ve en la necesidad de abandonar su pais natal en busca de
mejores condiciones de vida. En este sentido, la cantidad de inmigrantes de procedencia latina ha
aumentado de 26 millones en el 2000 a 40,46 millones en 2019 (incremento de 78,7%), de los cuales, en

18,19

2019, 4,98 millones tuvieron como destino Europa y 26,58, Norteamérica.*>*”. Dicha migracion ha

favorecido el transporte del tripanosoma hacia dichas regiones no endémicas.

El contagio de esta enfermedad no se debe solo a los vectores epidemioldgicos, o la ingestion de alimentos
contaminados con el tripanosoma. Una persona infectada puede contagiar a otra mediante transfusion de
sangre, donacién de drganos e incluso puede ser congénita, en el caso que el parasito atraviese la placenta
e infecte al niflo en pleno periodo de embarazo. Estos métodos de contagio favorecen la proliferacién
(aunque de manera lenta) de la enfermedad una vez que los infectados han migrado de las zonas
endémicas. Debido a todos estos factores, se estima que el nimero de personas en riesgo debido a esta
enfermedad es de 75 millones a nivel mundial.™

Tabla 1: Valor de DALYs de algunas enfermedades en América (OMS, 2016) 2

Enfermedad o causa DALYs (2016)
Eg:g;rgrt]adad isquémica del 22 097 270
Céncer de mama 3 094 845
VIH/SIDA 2975771
Tuberculosis 721 223
Enfermedad de Chagas 250 893
Hepatitis (A, B, C, E) 221 251
Dengue 202 727
Céancer de tiroides 169 076
Céncer testicular 157 270
Desastres naturales 99 158
Malaria 32 024




2.2. Etiologia

El agente responsable de la enfermedad de Chagas es el Trypanosoma cruzi, un protozoo del género
Trypanosoma. Este protista necesita de vectores epidemioldgicos que puedan transportarlo directamente
al huésped, en este caso, triatominos. Es decir que, como muchas enfermedades, se necesitan tres actores:
el patdgeno, el vector y el huésped.

2.2.1. Vectores epidemioldgicos.

Los triatominos (imagen 2) son insectos clasificados en el orden Hemiptera, pertenecientes a la familia
Reduviidae. Existen cinco tribus de triatominos, las cuales se derivan en 146 especies. La gran mayoria de
estas habitan en Centroamérica y Sudamérica, donde son conocidos por diferentes nombres dependiendo
del pais. Por ejemplo, son llamadas chirimachas en Peru, chinche besucona en México y Centroamérica,
barbeiro en Brasil, entre otros.?

En términos generales, los triatominos prefieren habitats selvaticos con temperaturas de entre 24 y 28°C
y una humedad en el aire entre 30 y 80%, por lo que se han adaptado perfectamente a las selvas tropicales
de América Latina. No obstante, también soportan climas mas frios, como la Patagonia, en donde se
mantienen en estado letdrgico durante los crudos inviernos. Sin embargo, el habitat de estos insectos se
extiende a otras regiones. Siete de estas especies se encuentran en Australia y la zona sureste del
continente asiatico. Mientras que Triatoma rubrofasciata es la Unica especie que habita en practicamente
todos los trépicos. ?! Particularmente, en Peru se concentran alrededor de 20 especies de triatominos,
distribuidos como se muestra en la imagen 3.2

Imagen 2: Ejemplo de espécimen de Triatoma brasiliensis.?3

El ciclo de vida de estos insectos incluye cinco etapas ninfales antes de llegar a la adultez, en donde todas
las etapas son potencialmente transmisoras de la enfermedad de Chagas ya que son de caracter
hematdfago, alimentandose principalmente de mamiferos y aves, aunque en algunos casos también lo
hacen de reptiles y otros artrépodos.?! Es importante destacar que la infeccién del tripanosoma no es
congénita para los triatominos, por lo que para convertirse en vectores deberdn infectarse primero de la
sangre de algun organismo del cual se alimentan.??



Imagen 3: Distribucion geogréfica de triatominos en Pertd segun el Ministerio
de Salud del Peru (2005). (Adaptado).22

El mecanismo de transporte del patégeno por parte de los insectos no es tan evidente, ya que no se debe
especificamente a la picadura del triatomino. Cuando el insecto se alimenta de su victima (usualmente de
noche), éste se hincha considerablemente y siente la necesidad de defecar. Dependiendo de la especie
esta accion puede ocurrir simultdneamente, luego de haberse saciado o mucho después, lejos del
huésped. La transmision de la enfermedad se da cuando los tripanosomas, presentes en las heces, ingresan

al huésped a través de los orificios de las picaduras o mediante aberturas como los ojos, boca, etc. 142!

Todas las especies de triatominos son vectores potenciales de tripanosomas, aunque no necesariamente
de T. cruzi (el patégeno de la enfermedad de Chagas), como es el caso de la ya mencionada Triatoma
rubrofasciata, quien transmite a otras especies de tripanosomas, como T. lewisi y T. conorhini.?* Las
especies mas importantes como portadores de la enfermedad de Chagas en América son T. infestans, T.
brasiliensis Neiva, T. dimidiata , Panstrongylus megistus, y Rhodnius prolixus. Esto se debe a su gran
adaptacion a ambientes poblados por humanos, ya que muchas de las construcciones de zonas rurales
poseen techos de esteras y paredes de barro o adobe propensos a servir de refugio para los insectos, como

se observa en la imagen 4. 2%



Imagen 4: Vivienda rural susceptible a ser infestada de triatominos.2>

2.1.2. Patégeno: Trypanosoma cruzi.

El Trypanosoma cruzi es un protozoo unicelular flagelado de la familia Trypanosomatidae, que pertenece
al orden Kinetoplastea.?® Dependiendo de sus variaciones genéticas presenta 7 subtipos (Tcl =TcVIl).>’ Los
miembros de este orden se caracterizan por poseer un cinetoplasto, el cual es una masa de ADN
extranuclear (DNAKk) que se ubica en la Unica mitocondria que poseen. Esta forma de ADN es una de las
maés raras e interesantes, y puede constituir hasta el 25% del total del ADN del organismo.?%®

El ciclo de vida del T. cruzi es bastante complejo (imagen 5), ya que implica la infeccion de dos huéspedes
para poder completarse: el vector epidemioldgico (triatominos) y el huésped mamifero. En cada uno de
ellos transcurrirdn dos etapas o estadios, uno infectivo y otro replicativo. Es importante mencionar que las
funciones de ambas fases son excluyentes. Es decir, en estadio reproductivo carece de capacidad

infecciosa hacia otros individuos, y viceversa.?®%

Estadios replicativos:

Amastigote: Ocurre en el huésped animal, posee una forma esferoidal y no se aprecia al flagelo
externamente. Es comun en toda la familia Trypanosomatidae (imagen 5A).

Epimastigote: Ocurre en el vector invertebrado. En esta fase, el tripanosoma lleva a cabo su
reproduccion en el intestino del triatomino. Se caracteriza por tener al cinetoplasto en la parte

anterior al nucleo y porque el flagelo presenta la forma de una membrana ondulante (imagen 5E).

Estadio Infeccioso:

Tripomastigote: Exclusivo de los tripanosomas, suele medir entre 20 y 25 um. Se caracteriza por
presentar un nucleo vesiculoso ubicado en la parte central y un flagelo que recorre toda la célula
hasta salir por el extremo posterior, opuesto a la ubicacién del cinetoplasto (Imagen 5F). Se
subdivide en dos, la forma metaciclica es la que infecta humanos y mamiferos, mientras que la



sanguinea es la forma que adquiere en los vasos sanguineos y es la que infecta al vector cuando
se alimenta de un animal o persona infectado.

Imagen 5: Estadios replicativos e infecciosos del T. cruzi. (Modificado de Olsen).?®

Como se pude apreciar enlaimagen 6, el ciclo comienza cuando el tripanosoma infecta a un insecto vector.
En esta etapa, el parasito se encontrara en un estadio de tripomastigote sanguineo (6a). Una vez que llegue
a su intestino pasara a la forma epimastigote, reproduciéndose (6b). Posteriormente, el parasito en forma
de tripomastigote metaciclico se posiciona en la parte distal del intestino del triatomino, siendo expulsado
con las heces del insecto (6c). En esta forma ingresa a las células del mamifero (6d), en donde pasa al
estadio amastigote y se reproduce (6e). Una vez que la cantidad de amastigotes es considerable, la célula
se rompe y los tripanosomas son liberados en forma de tripomastigotes sanguineos, quienes viajaran por
el torrente sanguineo hacia otras zonas del cuerpo e infectardn otras células, regresando a su etapa
amastigote (6f). El ciclo del tripanosoma se completa cuando un insecto triatomino se infecta con los

tripomastigotes sanguineos de animales infectados de los que se alimenta (6g).%

aQ

Imagen 6: Ciclo de vida del Trypanosoma cruzi (Modificado de Zavala).28



T. cruzi es capaz de infestar una gran variedad de organismos y, en condiciones normales en mamiferos,
es capaz de desarrollarse en adipocitos, macréfagos, fibroblastos, células epiteliales, musculares,
cardiomiocitos y células nerviosas. Sin embargo, se ha demostrado en laboratorio que el tripanosoma
puede infectar practicamente cualquier tipo de célula. Adicionalmente posee una gran capacidad para
movilizarse a través de la matriz extracelular y puede interaccionar con coldgeno, laminina,
trombospondina, fibronectina y proteoglicanos. Lamentablemente, el mecanismo de infeccién del
tripanosoma audn no ha sido dilucidado. No obstante, se sabe que debe estar dotado de una gran
versatilidad, asi como de capacidades inmunoevasivas y autosupresoras.*°

2.3. Patologia

Actualmente se reconocen dos etapas clinicas de la enfermedad: aguda y crdnica, las cuales son descritas
a continuacion.

2.3.1. Etapa Aguda.

Una vez que el tripomastigote metaciclico ha ingresado al organismo animal, la enfermedad pasard por un
periodo de incubacidn variable, dependiendo de la via por la que el protozoo haya ingresado. Si la
transmisién se dio por via vectorial (picadura del triatomino), este periodo durara de 7 a 15 dias, si fue de
manera oral (por el consumo de alimentos infectados), de 2 a 22 dias. Y finalmente, si el contagio fue
mediante transfusidn sanguinea (de otra persona infectada), puede tardar de 8 a 112 dias.>*

Una vez pasado este periodo, la fase aguda puede durar de 6 a 8 semanas y en algunos casos puede darse

de manera asintomatica. La sintomatologia de esta enfermedad es diversa y puede confundirse facilmente

con otras. Los sintomas mas comunes pueden incluir:2%32

e Chagoma de inoculacion: Nédulos inflamatorios agudos localizados en el sitio de la picadura del
triatomino. Cuando ocurre alrededor de la conjuntiva se denomina “signo de Romafia” (imagen
7), en el cual la zona afectada adquiere un color rojo-purpura y se caracteriza por la aparicion de
un edema, eritema, linfadenopatia, dacrioadenitis y eritema conjuntival acompafiado de
secrecién. Todos estos sintomas suelen desaparecer al cabo de uno o dos meses. Adicionalmente,
también se pueden presentar chagomas hematdgenos, los cuales se dan de manera subcutdnea.

e Fiebre: Probablemente el sintoma mas comun, suele tener valores altos y puede llegar hasta los
41 grados.

e Hepatoesplenomegalia: Aumento de tamafio considerable del higado o bazo.

e Edema: Se hace mas evidente en la cara, extremidades y testiculos.



e Afecciones cardiacas: En algunos casos se pueden presentar arritmias y taquicardias, incluso,
mialgia y miocarditis.

e Adinamiay astenia: Ocasionan cansancio y pérdida de fuerzas en los infectados

e Otros sintomas: Vémitos, diarrea y dolores musculares

En el caso que la enfermedad haya sido transmitida de manera oral, se tiene evidencia de una
sintomatologia mas agresiva. La razén podria estar asociada con la posibilidad del ingreso de una mayor
cantidad de tripanosomas (debido a que la persona consumiria todo el conjunto de heces del triatomino).
O, por otro lado, a una mayor facilidad para el pardsito de penetrar la mucosa gdstrica.

Diversos autores establecen diferentes cifras de mortalidad en esta etapa de la enfermedad. A pesar de
ello, esta no es muy elevada y puede variar entre el 1y 10%. 3%323%35 | 3 poblacién mas afectada suele ser
la infantil, ya que presentan un cuadro mas intenso, que puede llegar a incluir meningoencefalitis, la cual
es sumamente peligrosa y potencialmente mortal.?® Luego de transcurridas las ocho semanas, los sintomas
descritos anteriormente desaparecen en gran medida, lo cual les hace creer a las personas que han
sanado. Aunque en realidad, un porcentaje de ellas pasara a la etapa crénica.

Imagen 7: Paciente joven con el signo de Romania en el ojo derecho, vista frontal y lateral .32

2.3.2. Etapa cronica.
Se subdivide en dos etapas, una crénica intermedia, y una crénica.

Etapa cronica intermedia:

Se caracteriza, en primer lugar, por la poca carga parasitaria que puede ser encontrada en muestras
sanguineas del paciente, ya que la cantidad de estos parasitos en el huésped disminuye drdsticamente a
partir de la semana 4.3* En segundo lugar, en la gran mayoria de casos es asintomatica; sin embargo, en

10



caso de presentarse sintomas, estos seran de caracter cardiaco, como arritmia y taquicardia. La duracién
de esta etapa es bastante larga, ya que puede prolongarse durante 20 afios.?®

Etapa crénica:

Es la fase que mayor riesgo supone para el paciente. Del total inicial de infectados, entre un 20 y 30%
sufrirdn de cardiomiopatias chagasicas (ChHD),3! un 6%, alteraciones digestivas severas y un 3%,
afecciones neuroldgicas crénicas.?® Es decir, aproximadamente mas de un tercio de quienes superaron la
fase aguda padecerdn esta etapa. Se ha encontrado que, en paises endémicos, un 8,1-28% del total de
insuficiencias cardiacas se deben a la ChHD.*® Estos problemas son progresivos y pueden resultar en el
peor de los casos en muerte subita.® En términos generales, las afecciones que puede sufrir una persona
en esta etapa son:3%%®

e Arritmias

e Tromboembolismo

e Aneurismas

e Ensanchamiento ventricular

e Insuficiencia cardiaca biventricular

e Bloqueos en la rama derecha del corazén

e Bloqueo fascicular anterior izquierdo

e Disfuncidn sinusal acompafiada de bradicardia
e  Muros trombales

e Muerte subita

La causa del resurgimiento de la enfermedad en su etapa crénica (ChHD) aln esta sujeta a debate, pero
se sospecha que puede tener diferentes origenes. En primer lugar, el mas evidente seria el dafo directo
gue los tripanosomas causan en el tejido cardiaco, debido a la lisis celular que se lleva a cabo en el proceso
de reproduccién.?® Sin embargo, la carga parasitaria luego de la etapa aguda es notablemente menor, por
lo que este factor podria tener mas relevancia en dicha etapa. En segundo lugar, se postula que el dafio
seria causado principalmente en el tejido neuroldgico, donde el sistema parasimpatico se veria
comprometido, lo que ocasiona denervaciéon cardiaca, despoblacién neuronal, desarrollo de dreas
disinérgicas en los ventriculos, entre otros.?” Finalmente, se tiene evidencia del caracter autoinmune de la
miocarditis. Cuando una persona es infectada por este parasito, el sistema inmune intenta combatirlo
mediante diversos mecanismos. Uno de ellos implica la produccion de (IFN)-Y y (TNF)-a por parte de los
linfocitos Ty linfocitos T citotéxicos. Si bien estas sustancias ayudan a controlar la enfermedad en la etapa
aguda, debido a que algunas de las proteinas del protozoo comparten epitetos con sus huéspedes, luego
de una larga exposicidon generarian una reaccién autoinmune causante de la miocarditis. También se
sospecha que las células B1, entre otros factores producirian efectos similares. En sintesis, el desarrollo
de una ChHD es bastante complejo y podria ser una combinacién de todos los factores expuestos.33#
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2.4. Diagnéstico

La mayoria de la sintomatologia de esta enfermedad puede ser confundida con otras patologias, por lo
que aplicar pruebas de diagndstico a modo de descarte resulta ser lo ideal en zonas endémicas.
Adicionalmente, seria recomendable que personas que convivan con quienes ya han dado positivo a las
pruebas de deteccion, también se sometan a ellas, ya que podrian ser pacientes asintomaticos.

Debido a las marcadas diferencias en la etapa aguda y grave de la enfermedad, el método de diagndstico
debe ser distinto en ambas. Sin embargo, por obvias razones, resulta mas beneficiosa la deteccidon en la
etapa aguda, pues disminuye el riesgo al que estd sometido el paciente.

2.4.1. Diagnéstico en la etapa aguda.

La caracteristica mas distintiva de esta fase es la presencia de tripomastigotes sanguineos en el huésped,
por lo que la deteccidn parasitoldgica resulta una buena estrategia de deteccion.

Historicamente, los métodos utilizados se basaban en la multiplicacién del parasito. EIl mas destacable y
usado (incluso hasta hoy en dia) es el xenodiagndstico, que consiste en usar sangre del supuesto infectado
para alimentar triatominos sanos. Luego, las heces de estos insectos seran monitoreadas periédicamente
en un plazo de uno o hasta dos meses. Lamentablemente, luego de ese periodo de tiempo, la persona se
encontrara en la etapa final de la etapa aguda, por lo que, para fines de diagndstico no es la mas

recomendada.3*3°

Actualmente, el método mas sencillo y simple, ademds de ser poco costoso, es el del frotis himedo (wet
smear). Consiste en esparcir una gota de sangre sobre un portaobjetos, cubrirlo y analizarlo mediante un
microscopio (10x40) con el objetivo de observar a los tripanosomas. Sin embargo, requiere analizar un
gran numero de muestras por persona y puede dar resultados negativos en caso que el paciente recién se
encuentre en una etapa muy temprana. De ser este el caso, debe recurrirse a métodos mas sofisticados,
como PCR (Reaccion de Cadena de Polimerasa) o LAMP (Ampliacidn Isotérmica Mediante Bucle), los cuales
permiten amplificar y detectar secciones reconocibles del ADN del parasito.*

2.4.2. Diagnéstico en la etapa crénica.

En esta etapa, la concentracidén de parasitos en la sangre es tan baja que no resulta factible la deteccién
directa, ni siquiera por amplificacién, ya que cabe la posibilidad que al extraer muestras del paciente, no
se capture ningln tripanosoma.?* Es por ello que se emplean métodos indirectos, como pruebas
seroldgicas, que permiten la deteccién de antigenos especificos. La OMS sugiere tres tipos pruebas
seroldgicas, de las cuales, si en dos de ellas se obtienen resultados positivos, resulta una prueba

contundente de la condicidn de infectado del paciente.3*%°
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Dichas pruebas son: Hemaglutinacion Indirecta (IHA), Inmunofluorescencia Indirecta (IF indirecta) y ELISA.
Las cuales estan disefiadas para la deteccidn de anticuerpos IgG y presentan alta sensibilidad. Sin embargo,
su sensibilidad no es dptima, ya que pueden dar falsos positivos, como por ejemplo frente a T. leishmania
(causante de la leishmaniasis) y T. rangeli (no patégeno).®® La realizacion de electrocardiogramas también
puede apoyar al diagnéstico. Sin embargo, en la etapa crénica intermedia la técnica presenta dificultades
para distinguir entre pacientes sanos e infectados.?!

2.5. Tratamientos actuales

En la actualidad existen solo dos medicamentos utilizados para combatir la enfermedad de Chagas,
Benznidazol y Nifurtimox (imagen 8), dos compuestos nitroheterociclicos que han estado disponibles en
el mercado desde hace aproximadamente 50 afios.*® Actualmente existen solo dos farmacéuticas que
producen Benznidazol, LAFEPE (Brasil) y Elea (Argentina), mientras que nifurtimox es producido solo por
Bayer (aunque gracias a su compromiso con la OMS, puede adquirirse a través de esta organizacion).'*
Si bien son relativamente efectivos combatiendo al T. cruzi en la etapa aguda de la enfermedad, su
aplicacion en la etapa cronica dista de garantizar la recuperacidn del paciente y estd sujeta a debate.
Sumado a ello, la gran cantidad de efectos secundarios (Reacciones Adversas a los Farmacos, ADRs) a los
gue estan expuestos sus consumidores, ocasiona que muchos de ellos no puedan completar los largo

periodo de tratamiento.'4*42
N
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Imagen 8: Nifurtimox (izquierda) y Benznidazol (derecha)

2.5.1. Benznidazol y nifurtimox.

Benznidazol (BZN).

Es el medicamento mas usado para combatir la enfermedad de Chagas. Suele recetarse en dosis de 5-10
mg/kg por dia en adultos y 5-8 mg/kg al dia en nifios menores de 17 afios durante un periodo total de
entre 30y 60 dias.!! En cuanto a aspectos farmacocinéticos, la absorcidn del medicamento en el intestino
presenta una constante (Ka) de 1,14/h y un tiempo de vida media de 12 horas en adultos y 6 en nifios. *°

Existe una gran lista de ADRs que pueden ser producidas a causa de este tratamiento, las mas comunes se
muestran en la tabla 2, donde las de caracter dermatoldgico suelen ser las mas frecuentes.*? Sin embargo,
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los casos mas graves pueden incluir agranulocitosis (derivada de neutropenia), fiebre, septicemia y
purpura trombocitopénica (enfermedad hemorragica caracterizada por la destruccion de plaquetas,

sarpullido violaceo e incluso sangrado de las mucosas).*®

Tabla 2: ADRs comunes debido al tratamiento con Benznidazol.42

Caracter ADRs
Dermatolégico eErupciones

. eUrticaria eComezdn
eAngioedema

Gastrointestinal

eDolor e|nflamaciony eNauseas y
epigastrico dolor abdominal  vémitos
Malestar general eDolor de cabeza eAdinamia eAstenia
Hematolégico eEosinofilia eLinfocitosis eNeutrofilia
eDesdrdenes eDesdrdenes de .
Neurolégico alimenticios suefio *Depresion
eParestesia ePolineuropatias
Hepaticos eIncremento de niveles de ALT y AST

Para poder determinar la eficacia del tratamiento es necesario hacerle un seguimiento prolongado al
paciente que pueda garantizar la total eliminacién de los tripanosomas. A lo largo de los afos se han
realizado diversos estudios con diferentes técnicas para este propdsito, cuyos resultados en promedio se
aprecian en la tabla 3.1 Sin embargo, la relativa poca cantidad de estudios al respecto, sumado a la baja
poblacién muestral de pacientes, ademas de las diferencias en el método utilizado, duracién del
seguimiento y antigliedad de los estudios ocasionan que no exista informacion 100% precisa.
Curiosamente, las pruebas seroldgicas no parecen ser Utiles como criterio de cura debido a que contintan
dando positivo en un intervalo de entre 3 y 10 afios luego de haberse aplicado el tratamiento (muchos de

los cuales terminan siendo falsos positivos).'!

Tabla 3: Eficacia de la terapia tripanocida con BZN segun diferentes métodos!!

Método Etapa Aguda Etapa Cronica
Nifios Adultos Adultos
Parasitolégico 95.5% 97.1% 72.8%
Basados en PCR 82.6% 86.1% 57.6%
Serolégicos 61.7% 44.5% 15.2%

La etapa crénica de la enfermedad presenta los indices mas bajos de eficacia. En uno de los estudios mas
completos, realizado en 2017 en Colombia, se evaluaron 224 pacientes en esta etapa.*’ Se determiné que
el 23,2 % de pacientes se vio obligado a abandonar el tratamiento debido a la intensidad de los efectos
secundarios. Respecto al 76,8 % que si logré completarlo, no se lograron disminuir ni revertir
significativamente las afecciones cardiacas.*?
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Nifurtimox (NEX).

Este medicamento resulta bastante similar al BZN en términos de dosis y ADRs. Suele recetarse entre 8 y
15 mg/kg por dia en tres dosis por un periodo de tiempo de 60 dias aproximadamente.*® Muchos de los
efectos secundarios que produce los comparte con el BZN. Sin embargo, a diferencia de éste, los sintomas
mds comunes no son los de caracter dermatoldgico, sino, neurolégicos e incluyen vémitos, anorexia,
pérdida de peso, irritabilidad, desérdenes de suefio, dolores de cabeza y polineuropatias.*>*! La absorcidn
del medicamento en el intestino presenta un Ka de 0,8/h. Asimismo, el tiempo de vida media en el
organismo es de 3 horas tanto en adultos como en nifios y ambos valores resultan inferiores frente a BZN.*°
Debido a los factores farmacocinéticos, a la dificultad en tratar las complicaciones neuroldgicas y a
evidencia genotdxica, el NFX cada vez resulta menos empleado en el tratamiento de la enfermedad de
Chagas. De hecho, actualmente no se prescribe en Brasil, Uruguay, Chile ni E.E.U.U.*

A pesar de todas estas desventajas, se ha encontrado que el uso de NFX puede resultar efectivo y con un
bajo porcentaje de ADRs en pacientes que previamente han tenido que abandonar el tratamiento con BZN
debido a ADRs, por lo que podria ser utilizado como una segunda linea de tratamiento.*

2.5.1.1. Mecanismo de accion.

Si bien el mecanismo de accién de ambos compuestos aln es motivo de estudio, se sabe que tanto
Benznidazol como Nifurtimox estan clasificados como profarmacos, ya que adquieren su actividad
citotéxica luego de ser activados por las nitroreductasas tripanosomales (NTRs).!! Estas enzimas (NADH
dependientes) se subdividen en dos categorias, | y II; y son esenciales en la capacidad infectiva de los
tripanosomas, ya que mutantes creadas sin estas no pudieron diferenciarse en la etapa tripomastigote
metaciclico, por lo que fueron incapaces de infectar células de mamiferos.*®

Actualmente se propone que son las del primer tipo las que reaccionan con el farmaco mediante dos
pasos, donde cada uno involucra una transferencia de dos electrones.’* Dichas reducciones afectan
directamente al grupo nitro que presenta cada profarmaco, convirtiéndolos en especies nitroso y
posteriormente hidroxilamina, como se expresa de manera general en la imagen 9.*

ﬁ Reduccion 2e ﬁ Reduccidn 2e Cl)H Reduccidén 2e
+ > > >
NTR-I NTR-I NTR-I
N N _NH _NH>
Ar O Ar Ar Ar
Nitro Nitroso Hidroxilamina Amina

Imagen 9: Esquema de reaccion general entre el grupo nitro y las NTRs del tipo |
(Ar simboliza a un grupo aromatico).
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Una vez que en ambas especies se ha formado la hidroxilamina, proceden a reaccionar mediante
mecanismos diferenciados. Para el NFX, en el paso ¢, imagen 10, ocurre la ruptura del furano y la
eliminacidon de una molécula de agua, lo que da lugar a un nitrilo de cadena abierta. Los compuestos
nitroso e hidroxilamina se encuentran en corchetes debido a que no han logrado ser aislados, aunque en
teoria deberian formarse como intermediarios.**

0 a
S, Reduccién 2e- Reduccion 2e°
NTR-I NTR-I
NADH . NADH o
Nifurtimox Intermediario Intermediario
Nitroso Hidroxilamina
¢
4) Apertura del
H20 furano
P 0
TEO ) d S5
NTR-I
NADH
Nitrilo saturado de Nitrilo insaturado
cadena abierta de cadena abierta

Imagen 10: Mecanismo de activacion del NFX.44

Se propone que el nitrilo es el responsable de la actividad tripanocida del compuesto, aunque el
mecanismo no esta bien definido. Lo que se sospecha es que el grupo carbonil a,B-insaturado actuaria
como un aceptor de Michael (indicado por un circulo azul en la imagen 10), el cual puede formar enlaces
de manera irreversible con los grupos sulfihidrilos de las cisteinas. De esta manera, inhibiria las enzimas
en las que estos aminodcidos formen parte del sitio activo o cumpla una funcién indispensable, lo que
podria explicar su toxicidad hacia células humanas.***’ Adicionalmente, la NTR también pueden reducir el
enlace doble a-B insaturado (imagen 10 d). Sin embargo, dicho producto no parece tener actividad

tripanocida, lo que a su vez refuerza la idea de la inhibicidn via adicién de Michael.**

En el caso de BZN (imagen 14), se puede notar que luego de las reacciones enzimaticas (a,b), en las cuales
si se ha logrado aislar a los intermediarios, la molécula sufre tres reacciones no enzimaticas (c, d, e). Estas
reacciones dan como resultado la formacién del 4,5-dihidro-4,5-dihidroximidazol (cuyos isémeros cis y
trans han sido aislados). Lo interesante de este producto radica en el equilibrio en soluciéon que posee con
una molécula de glioxal y un producto de guanidina (f).** El glioxal es un dialdehido reactivo y peligroso
para los organismos vivos gracias a su capacidad de formar aductos con moléculas como ADN, ARN,
proteinas y tioles de bajo peso molecular.’* El nucleétido mas propenso a este tipo de reacciones es la
guanina, con la cual se evidencia formacion de enlaces cruzados, los cuales tendran repercusiones
negativas sobre la transcripcion y replicacion, impidiéndolas o induciendo a mutaciones.*®*°
Adicionalmente, la formacion de aductos glioxal-tiol puede inhibir los mecanismos antioxidantes del
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pardsito, volviéndolo vulnerable al dafio oxidativo.!! No obstante, la formacién del dialdehido es
sumamente baja y no justifica por si misma la eficacia del Benznidazol, por lo que aun deben realizarse
mas estudios.*

Finalmente, no se descarta que los intermediarios nitroso e hidroxilamina puedan reaccionar con alguna
proteina y causar inhibicién. Incluso, bajo ciertas condiciones, la reduccién de los farmacos podria darse
gracias a NTRs del tipo Il (como antiguamente se pensaba), lo cual generaria especies radicales sumamente
toxicas, tanto para el tripanosoma, como para células del huésped.!!

R\ -
( )‘:L +/O a b
~N \
N \ i6n 2e- Y ) —N

| \b Reduccién 2e ”_ W /O Reduccidn 2e AR ok

T e d'd > AN

| N NTR- '|“' NTR-| N
e _NH NADH R NADH ,|Q

Benznidazol Intermediario Intermediario

Nitroso Hidroxilamina

c

No
enzimatico
HO N e —N d —N
No enzimético No enzimatico

/ \ < e e P P

HO’rJ\‘N)“HNHQ - H HO T)\NH < \hlr NH
] R i

4,5-dihidro-4,5-dihidroximidazol Intermediario Intermediario

Hidroxi Nitrenio
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. _NH _:\H

Glioxal

Imagen 11: Mecanismo de activacion del BZN.4*
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2.6. TcMIP como un nuevo blanco terapéutico

Tanto BZN como NFX son compuestos toxicos al mismo tiempo para el tripanosoma y las células humanas,
ya que, si bien adquieren su actividad biocida en un entorno préximo al parasito, también pueden danar
a las células del hospedador que se encuentren en un entorno proximo. Una estrategia terapéutica con
menor rango de posibilidades de afectar al huésped radica en inhibir directamente los factores de
virulencia del tripanosoma. Un factor de virulencia puede definirse como cualquier molécula producida
por el patdgeno cuya pérdida repercuta solo en su actividad parasitaria. En este sentido, son
indispensables para la transformacion al estadio tripomastigote (infectivo), penetracion celular, evasion
de mecanismos de defensa y proliferacion dentro del huésped.*® De esta manera, al afectar compuestos
exclusivos del tripanosoma, son en teoria inofensivos hacia las células humanas (al menos mediante
interacciones directas).

Se han identificado diferentes factores de virulencia como potenciales blancos terapéuticos en el
desarrollo de farmacos. En este trabajo, nos enfocaremos en TcMIP (Potenciador de Infectividad
Macrdfaga de T. cruzi) y se estableceran perspectivas de un posible mecanismo en conjunto de otros
factores de virulencia. Factores adicionales que pueden ser de interés se muestran en la tabla 4,

clasificados segun su funcién.>%>!

Tabla 4: Algunos factores de virulencia identificados de T. cruzi5051

Resistencia y evasion del

sistema inmune del e T-DAF o Tc52 e Calreticulina

huésped (TeCRT)
Resistencia al dafi
ests er-1C|a.a ano e Triparredoxina peroxidasa e TcMPX e TcCPX
oxidativo
Adhesién del * gp82 e Cruzipaina
tripomastigote a la célula | e Oligopeptidasa B (OpB) o TcTS e TcMIP
e invasion de lamisma | « POP Tc80 e Calcineurina TcCaN
Escape fagolisosomal e Tc-tox
Diferenciacion celular o Fosfatidilinositol e T. cruzi 26S
(entre estadios) fosfolipasa C (TcPI-PLC) proteasoma

2.6.1. Estructura.

Las Peptidil Prolil cis/trans Isomerasas (PPIs) son una familia de proteinas que se caracteriza por catalizar
la isomerizacidon de enlaces peptidicos en el extremo N-terminal de las prolinas. Es decir, poseen una
actividad de rotamasa, por lo que se desenvuelven como chaperonas en el plegado y desplegado de
estructuras. Adicionalmente, ademas de su funcién catalitica, se ha demostrado que estan implicadas en
la respuesta inmune de los organismos, ya que pueden actuar como inmunosupresores.>> Las PPls se

18



subdividen en tres tipos: ciclofilinas, PPIs del tipo parvulinas y FKBPs, donde en esta uUltima subfamilia
existe un grupo de proteinas denominadas MIP (Potenciadores de Infectividad de Macréfagos). Las cuales
simplemente son FKBPs utilizadas como factores de virulencia y se encuentran ampliamente distribuidas
en procariotas, eucariotas y algunos virus gigantes. TcMIP se encuentra en esta clasificacién; sin embargo,
la informacién que se tiene sobre ella -y en general sobre todas las MIPs- es limitada. Un Ultimo aspecto
que sera importante mencionar es que toda FKBP presenta como inhibidores naturales moléculas entre
las cuales se encuentran rapamicina y FK506 (de ahi el nombre de esta familia de proteinas).

TcMIP consta de una masa de 18 kDa y una estructura de 167 aminodcidos monomérica que puede
observarse en laimagen 12. Esta consiste en un nucleo responsable de la actividad de rotamasa compuesto
de seis hojas-B antiparalelas (B 1-6) y una pequefia a-hélice (a2). Cabe destacar que la hoja B4 se encuentra
dividida en B4-a y B4-b, las cuales estan separadas por una cadena de 7 aminoacidos. Alrededor de la
estructura central se encuentran dos a-hélices, una hacia el extremo N-terminal (al) y otra hacia el C-
terminal (a3), la cual posee una carga neta negativa en su superficie y es exclusiva de TcMIP, ya que no se
ha encontrado en ninguna otra FKBP.>3

El sitio activo de esta proteina se encuentra entre las hojas-f y la hélice a2 y constituye los residuos
observados explicitamente en la imagen 12, los cuales son Asp103, Argl08, Phel02, Phell4, Phel63,
Vall19, 1le120, lle155, Tyrld6, Tyr92 y Trp123; quienes conforman un profundo bolsillo hidrofébico.
Adicionalmente, Tyr92, Asp103 y Argl08 se encuentran formando una especie de cluster mediante
puentes de hidrégeno.*

N-terminal

C-terminal

Imagen 12: Estructura de TcMIP (Modificado de Pereira).53
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Debido a comparaciones que se daran posteriormente, resulta util establecer similitudes entre TcMIP y su
analogo humano FKBP12, ya que ambas mantienen los mismos residuos en el bolsillo hidrofébico. La Unica
diferencia notable es un cambio de posicion de Phel14 (quien viene a ser Phe46 en FKBP12), ya que en
TcMIP Phel14 se encuentra contigua a Thr112, cuyo bajo volumen genera un pequeiio vacio entre ellas,
responsable de su posicidn diferente (imagen 13).5*** Por otro lado, pese a su gran similitud en el sitio
activo, ambas PPIs presentan marcadas diferencias estructurales. En primer lugar, la presencia de las
hélices al y a3 es exclusiva del protozoo; en segundo lugar, TcMIP presenta una hoja B adicional (B1).
Ademas, la unién entre B4-b y a2 es de dos residuos mds corta en el tripanosoma, lo cual genera una
estructura mas compacta, permitiendo un acercamiento del bucle B2-B3, de esta manera el bucle se
posiciona entre la cadena que une a3 con B6y el bucle entre B4-b y a2.>?

También se pueden establecer similitudes entre TcMIP y LpMIP (andlogo proveniente de la bacteria
Legionella pneumophila). Ambas proteinas poseen un nucleo con funcién rotamasa similar, salvo que la
hoja B1 se mantiene exclusiva en el protozoo. Adicionalmente, ambas poseen una hélice al en el extremo
N terminal; sin embargo, ésta es mas larga en LpMIP y se encuentra dispuesta sobre el nicleo de modo
gue se mantiene fija mediante tres puntos de contacto. Sumado a ello, esta hélice le permite a LpMIP
dimerizar, mientras TcMIP se mantiene monomérica.>® Respecto al sitio activo, difieren en el cluster
formado entre Tyr92, Asp103 y Argl08, ya que este Ultimo residuo es reemplazado por una treonina, lo
que impide la formacién del puente de hidrégeno.>® Por ultimo, la diferencia mas notoria radica en el
extremo C-terminal, ya que TcMIP posee una a hélice suplementaria que no se encuentra en ninguna otra
FKBP.>3

Imagen 13: Superposicion de parte del bolsillo hidrofébico en diferentes MIP’s, de entre las cuales se observan:
TcMIP (cian), FKBP12 (amarillo), LpMIP (rojo). Se aprecia también el cambio de posicion en Phe46.54
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Finalmente, varias de las técnicas propuestas para el analisis de la inhibicidn de TcMIP en el capitulo final,
son solo posibles gracias a que recientemente -en 2019- se lograron asignar las sefiales del espectro RMN
!H->N HSQC a cada aminodcido de la proteina en cuestién (imagen 14).>> Esto permitira correlacionar los
cambios en las sefales con interacciones en residuos especificos estudiados mediante RMN.

Imagen 14: Espectro IH-15N HSQC de TcMIP a 800 MHz asignado.>>

2.6.2. Mecanismos de accion.

El mecanismo por el cual TcMIP aumenta la capacidad virulenta del tripanosoma aulin no ha sido elucidado
y podria no estar limitado a su conocida funcidén como isomerasa. Como se ha mencionado en el apartado
anterior, las FKBPs pueden tener dos formas de accion: una basada en su actividad catalitica y una no
enzimdtica que posee funciones regulatorias. Esto plantea una disyuntiva sobre cual de los mecanismos -
0 ambos- le confiere a TcMIP su capacidad infecciosa. Sin embargo, debido a que las estructuras de algunas
FKBPs se encuentran relativamente conservadas, es posible plantear analogias con proteinas mejor
estudiadas.

2.6.2.1. Mecanismo catalitico.

La actividad de isomerasa de TcMIP fue descrita por Moro et al. en 1995, usando un ensayo estandar de
fluorescencia que evalua la cinética de liberacion del grupo 4-nitroanilida enlazado al péptido Suc-Ala-Leu-
Pro-Phe-4-nitroanilida mediante la accién de a-quimotripsina, la cual solo puede realizar su funcion de
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proteasa sobre el conférmero trans. De esta manera, TcMIP acelera la interconversidn cis/trans
permitiendo la liberacién de la nitroanilida con mayor velocidad.>® Lamentablemente, el mecanismo
catalitico de TcMIP no ha sido descubierto, y en términos generales, los mecanismos de las PPIs alin no
estan entendidos en su totalidad, menos aun los las FKBPs de organismos protozoos.>* Sin embargo,
diferentes estudios permiten plantear mecanismos plausibles sobre la isomerizacion de enlaces cis/trans
de esta familia de proteinas, por lo que en esta seccidn se hara una sintesis sobre todo lo relacionado a las
FKBPs en este aspecto.

En los enlaces peptidicos que involucren aminoacidos naturales se favorece la conformacidn trans debido
a factores estéricos, donde la diferencia de la energia promedio entre los isémeros cis/trans es de 2,6
kcal/mol.>” Sin embargo, en el caso particular de las prolinas, dado que su conformacién genera una
ciclacién intrinseca de la cadena, la brecha energética favorece a la conformacién trans en solo 0,5
kcal/mol.>” Pese a esta pequefia diferencia, el porcentaje de enlaces cis encontrado experimentalmente
en péptidos pequefios es de entre 5y 20 %.>’ Por otro lado, la energia de activacién necesaria para la
isomerizacion es considerablemente mayor, alcanzando un valor aproximado de 19,2 kcal/mol, el cual es

atribuido al efecto de resonancia entre el N y el C del carbonilo, que genera rigidez en el enlace.*®*° En

este sentido, la funcién catalitica de las FKBPs es reducir la energia de activacion de la isomerizacion de los

enlaces prolil (imagen 15) en 6.6 kcal/mol aproximadamente para acelerar la interconversion cis/trans.>®

Se sabe que la mayoria de las FKBPs presentan una constante catalitica (Ket/Km) de segundo orden y que
la energia de activacidn de la reaccidn catalizada presenta un gran componente entrépico, lo cual sugiere
que la etapa determinante de la reaccién se encuentra mediada por procesos fisicos.”® Adicionalmente,
no se ha evidenciado efecto isotdpico relevante al utilizar agua deuterada (Ku/Kp = 1,1) ni se ha encontrado
dependencia del pH en un rango entre 5y 9, lo cual descarta una catalisis general 4cido-base.®® Sin
embargo, es importante destacar que a pH por debajo del rango establecido, la isomerizacidn se ve

catalizada, probablemente debido a la protonacién del nitrégeno, lo que destruye la resonancia.®°

Imagen 15: Isomerizacion cis/trans de un enlace X-Pro. El equilibrio es favorecido
naturalmente hacia el conférmero trans.>*

Se pueden plantear analogias en base a la informacién disponible sobre otras FKBPs de especies mejor
estudiadas, particularmente de la proteina humana FKBP12. Esta informacion se podria tomar como
referencia para entender el funcionamiento de TcMIP dada la similitud en la composicion del bolsillo
hidrofdbico de ambas proteinas. Hecho que se evidencié al estudiar la unién entre FKBP12 y FK506 (cuya
estructura se muestra en la imagen 16) para encontrar residuos indispensables en la catdlisis, donde se
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descubrid que de los 13 residuos de la molécula humana que interaccionan con el inhibidor, diez de ellos
se encontraban conservados en TcMIP.>**° En la tabla 5 se establecen homdlogos estructurales
(equivalentes) en TcMIP, donde los guiones representan aminoacidos no conservados y los remarcados
son quienes forman parte del bolsillo hidrofébico.>® Estas similitudes podrian indicar que TcMIP sigue un
mecanismo muy parecido a su equivalente humano.

Algunos estudios adicionales con FKBP12 han podido determinar una ligera dependencia del pH entre
valores de 8 y 10,5. Esto se deberia a que la tirosina 82, quien viene a ser Y146 en TcMIP y pertenece al
bolsillo hidrofébico de ambas, podria establecer un puente de hidrégeno con el nitrégeno de la amida,
incluso podria asistir la catalisis.>® Adicionalmente, el segundo efecto isotdpico fue medido para la
isomerizacidon del péptido Suc-Ala-Gly-Pro-Phe-p-nitroanilida, donde se analizaron los hidrégenos del
carbono a del grupo carbonil de la glicina unido al nitrégeno de la prolina, obteniendo un valor de Ku/Kp
igual a 1,05 para ambos hidrégenos.® Este resultado indica una mayor labilidad para los hidrégenos en el
estado de transicién respecto al inicial, lo cual solo puede lograrse si el intermediario consistiera en una
rotacion parcial del enlace C-N (imagen 17). En este estado de transicion se romperia la resonancia C-N y
se reforzaria el caracter de cetona entre el carbono y oxigeno, lo cual permitiria una hiperconjugacién de
los hidrégenos-a.®°

Tabla 5: Residuos de FKBP12 que interactian con FK506 y equivalentes en TeMmIp.>®

Interaccion con FK506

Medlzr(;férg):ir;te ge Hidrofdbicas
FKBP12  Equivalente | FKBP12  Equivalente | FKBP12  Equivalente
en TcMIP en TcMIP en TcMIP

D37 D103 Y26 Y92 F36 F102
E54 E118 FA6 - R42 R108
156 1120 W59 w123 F48 F114
Y82 Y146 F99 F163 Q53 -

H87 -

Imagen 16: Estructura de FK506
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Todas estas evidencias apuntan a un mecanismo del tipo “catalisis por distorsién”, particularmente una
catdlisis por distorsidn inasistida. Segln la cual, el coste energético estd fuertemente influenciado por la
dificultad de romper la resonancia del enlace amida, luego de lo cual ocurrird la torsion. En este sentido,
la pérdida de resonancia estaria compensada por la energia ganada gracias a la unién proteina-
sustrato.>>®°

Cis

Imagen 17: Posible estructura del estado de transicion en la isomerizacion de
enlaces prolil. (Modificado de Stein et al.).®0

La funcidon de isomerasa de las FKBPs les confiere roles bioldgicos importantes en los organismos, ya que
actuan como chaperonas en el plegado de proteinas como, por ejemplo, el coldgeno. El coldgeno es la
proteina mds abundante en mamiferos y particularmente en humanos compone un tercio en peso del
total de proteinas.®* Cumple funciones estructurales, donde destaca por ser el mayor componente de la
matriz extracelular (MEC), el cual es el medio estructural sobre el cual se encuentran todas las células del
organismo. Ademas, les brinda soporte y se encuentra involucrada en procesos de comunicacién,
respuesta inmune, nutricidn, y regeneracion tisular, entre otras.®*? La estructura del coldgeno consiste en
tres cadenas polipeptidicas que se entrelazan formando una triple hélice con orientacion de mano
derecha. Estas cadenas se encuentran constituidas en un 25% por enlaces prolil o hidroxiprolil, de los
cuales el 100% se encuentra en conformacién trans.®® De esta manera, el paso determinante en la
formacidn de la triple hélice es la isomerizacién de los enlaces prolil (o hidroxiprolil) que naturalmente se
encontraban en conformacién cis a trans, para posteriormente formar la debida estructura terciaria.®®* De
esta forma diferentes FKBPs contribuyen al plegado del colageno en el cuerpo humano, como por ejemplo
FKBP10, FKBP19, FKBP22, FKBP65, etc. (donde las tres ultimas proteinas han demostrado tener un poco
maés de selectividad sobre las hidroxiprolinas).®

Queda claro el rol bioldgico catalitico de las FKBPs, pero écomo se relaciona con la actividad virulenta de
las MIPs? Resulta que, asi como algunas de estas proteinas isomerizan enlaces para favorecer el correcto
plegado de la estructura, también podria ser posible que otras proteinas tengan un efecto contrario; es
decir, que desestabilicen estructuras. Por ejemplo, la interaccion entre LpMIP y coldgeno humano,
particularmente colageno IV (ya que es sobre el cual esta proteina presenta mayor actividad) ha sido
estudiada.®® Este tipo de coldgeno resulta el mayor constituyente de la ldmina basal en la MEC y tiene la
caracteristica de presentar interrupciones en la tipica estructura Gly-X-Y (donde X e Y suelen ser prolinas
o hidroxiprolinas).>* Para determinar el efecto de LpMIP, Wagner y colaboradores evaluaron mediante
fluorescencia la cantidad de bacterias Legionella pneumophila (Lp) que fueron capaces de infectar células
epiteliales pulmonares NCI-H292, para ello trabajaron con dos especimenes: JR32 (Lp con actividad MIP)
y JR32-2 (mutante de Lp sin actividad MIP).®> El experimento se realiz6 sobre células NCI-H292 (carentes
de MEC) y NCI-H292/ECM (las cuales conservaban la MEC), como se aprecia en las imagenes 18a y 18b
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respectivamente. Mediante el primer grafico se puede comprobar que en ausencia de MEC, Lp es capaz
de infectar a la célula independientemente de si posee actividad LpMIP (caso que no ocurre con E. coli,
guien no puede atravesar las membranas celulares). Sin embargo, en el experimento realizado con células
NCI-H292/MEC (18b) se aprecia como solo la bacteria con actividad MIP es capaz de infectar las células
pulmonares. Se puede concluir que, en este caso, la proteina MIP posee alguna funcidn que le permite a
la bacteria hacerse paso a través del colageno. Un ultimo aspecto a destacar es que el uso de Pefabloc Sc
y rapamicina de alguna manera logré disminuir la capacidad infectiva de Lp. Rapamicina, a pesar de ser
un conocido inhibidor de las FKBPs también presenta una interaccion particular en procesos bioldgicos
(como se describira en el siguiente subtema), por lo que no queda claro si la disminucién de la infectividad
esta relacionada con la inhibicidn de la actividad de isomerasa de LpMIP o con alguna otra funcién no
catalitica. Por otro lado, Pefabloc Sc es un inhibidor de la familia de proteasas de serina, las cuales tienen
la capacidad de hidrolizar al coldgeno. De esta manera, resulta coherente que al utilizar Pefabloc los niveles
de células infectadas disminuyan notablemente. Lo curioso es que este indicador disminuyd a pesar de la
presencia activa de LpMIP, por lo que esta informacidn sugiere la existencia de un mecanismo conjunto
entre LpMIP y otros factores de virulencia, especificamente proteasas de serina.®®

a b

JR32 JR32-2 JR32 + JR32 +
JR32 JR32-2 E. coli Rapamicina  Pefabloc SC

Imagen 18: Medicion de la infeccidn de bacterias Lp en células NCI-H292 (izquierda, 18a) y
NCI-H292/MEC (derecha, 18b). (Modificado de Wagner et al.).6>

Como ya se ha mencionado, el plegado del coldgeno requiere que todos los enlaces prolil se encuentren
en conformacidn trans, para lo cual requieren la accién de las PPls. Asimismo, se ha puesto en evidencia
la posibilidad de las MIPs de afectar de alguna manera a estas estructuras. De esta manera, la informacion
expuesta hasta ahora sugiere que la accidn infectiva de TcMIP podria ser la de desestabilizar la estructura
del colageno isomerizando los enlaces trans y volviéndolos susceptibles a la accidon de proteasas.
Traduciendo los resultados de LpMIP a TcMIP, se podria plantear un efecto en conjunto con Tc80, una
proteasa serina que actia como una prolil oligo peptidasa y que ha sido identificada como factor de
virulencia (tabla 4). Sin embargo, no existe literatura al respecto y se requiere mayor investigacion.
Adicionalmente, tampoco se puede asegurar que el mecanismo infectivo de TcMIP se deba a su actividad
de rotamasa, por lo que en la siguiente seccidn se evaluaran algunos mecanismos no cataliticos.
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2.6.2.2. Mecanismo no catalitico.

Las FKBPs también poseen interacciones en el organismo que no estan relacionadas con su actividad de
isomerasa, ya que pueden actuar como reguladores en determinados procesos biolégicos. Los mas
resaltantes son de las rutas de sefializacion de mTOR y TGFp.

Inhibicion de mTOR:

MTOR (por las siglas en inglés de “Objetivo de Rapamicina en Mamiferos”) es una quinasa involucrada en
una vasta red de procesos bioldgicos entre los que se encuentran la expresién de ciertos factores de
crecimiento y regulacidn celular, proliferacion de glébulos blancos, deteccion de disponibilidad de
nutrientes, energia y O,, entre otros y puede conformar dos complejos de sefalizaciéon, mTORC1 vy
mTORC2.%° A pesar del nombre de esta quinasa, la rapamicina por si sola no es capaz de inhibirla, sino que
necesita formar un complejo con FKBP12, de modo que solo cuando se tenga el complejo FKBP12-
rapamicina podra interactuar de manera alostérica con uno de los dominios de mTORC1, especificamente
el dominio FRB (imagen 19), mientras que el complejo mTORC2 no se vera afectado.®® Si bien existen 14
FKBPs humanas que pueden cumplir la misma funcién, FKBP12 es la que se encuentra en mayor
concentracién. Sin embargo, algunas FKBPs como FKBP38 pueden inhibir directamente a mTORC1, y se
especula que serian el regulador natural en la celula.®®

La inhibicion de mTOR genera efectos inmunosupresores en el organismo, por lo que es utilizado en
intervenciones quirdrgicas donde se esté realizando algun trasplante de érganos para evitar una posible
reaccién adversa del paciente. Ademas, se ha comprobado que la rapamicina posee ciertas propiedades
anticancerigenas; sin embargo, su uso prolongado genera efectos secundarios y parece que termina
comprometiendo las funciones de mTORC2. Finalmente, es importante destacar que FK506 también
presenta un efecto inmunosupresor debido a la formacion de complejos con FKBP12; no obstante, la ruta
metabdlica es diferente, ya que interrumpe las sefiales de los receptores de células T.’

FKBP

FRB

Rapamicina

Imagen 19: A: Estructura de la rapamicina (izquierda) y B: interaccion entre FKBP12,
rapamicina y mTOR mediante su dominio FRB. (Modificado de Putyrski et al.).®8
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Inhibicidon de TGFB:

Los factores de transformacién de crecimiento B (TGFB) pertenecen una superfamilia que incluye una gran
cantidad de proteinas relacionadas con el desarrollo celular y de tejidos, incluyendo la diferenciacién y
proliferacion celular, la apoptosis y el mantenimiento de la homeostasis, entre otras.®® Particularmente
TGFB es una proteina de membrana perteneciente a la familiar de serinas-treoninas quinasas y estd
conformada por dos subunidades denominadas TBR-1y TBR-2. El funcionamiento natural de sefializacién
de esta proteina comienza con la unién de los substratos especificos, los cuales generan un cambio de
conformacion que le permite a TBR-2 fosforilar TBR-1, proceso que se lleva a cabo en el dominio GS del
complejo 1, activdndolo.”® Sin embargo, FKBP12 es capaz de inhibir esta funcion, esta vez sin la necesidad
de unirse a otra molécula, ya que se enlaza al mismo dominio GS (imagen 20). De modo que impide la
fosforilacién e inhibe el mecanismo, por lo que, seglin Chen et al., su funcidn seria la de impedir
fosforilaciones espontdneas que no hayan sido activadas por los substratos respectivos.”®

FKBP12
Hélice aC
Segmento
catalitico
TBRI
Quinasa

Imagen 20: FKBP12 unida a unidad TBR-1 mediante el dominio GS.
(Modificado de Huse et al.).”*

2.6.3. Actividad infecciosa:

Una vez que ya se ha explicado todo lo relacionado a las FKBPs, resultard mucho mds sencillo para el lector
comprender las evidencias que sefialan a TcMIP como un factor de virulencia, con lo cual se concluira esta
seccion.

Moro et al. demostraron que TcMIP juega un rol importante en la capacidad infectiva del tripanosoma, ya
que, en primer lugar, es secretada exclusivamente por tripanosomas metabdlicamente activos en el
estadio tripomastigote (estadio infeccioso).>® En segundo lugar, se determind que la inhibicién de TcMIP
mediante 2 nM de FK506 y 2 nM de L-685,818, disminuyd la cantidad de tripanosomas que lograron
infectar células Hela en 57% y 24% respectivamente.®® Si bien FK506 mostrd mejores resultados, el hecho
gue se encuentre involucrado en otros procesos de regulacion y sefializacion no permite determinar si la
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disminucion observada se deba a la actividad catalitica o por haber afectado otros procesos celulares. Es
por ello, que la disminucion de 24% obtenida con L-685,818 (ligando que no ha demostrado que confiera
de capacidad inmunosupresora a los complejos con FKBP) aumenta las posibilidades de que la reduccién
en la infectividad esté relacionada con la actividad de isomerasa, o en su defecto, elimina mecanismos
involucrados con rutas de inhibicidn de receptores de células T.°® En tercer lugar, la funcién que realiza
esta proteina tiene un efecto directo sobre la célula huésped y no sobre el mismo pardsito. Esto pudo
demostrarse gracias a que se pretrataron células LLC-MK2 con TcMIP 150 nM y posteriormente se
incubaron junto con tripanosomas. Los resultados indicaron que las células que ya habian sido expuestas
a TcMIP presentaron un incremento de 72% -respecto a células no tratadas- en la cantidad de parasitos
que lograron infectarlas.>®

Adicionalmente, Pereira y colaboradores compararon la efectividad de la capacidad infectiva de TcMIP y
LpMIP. Los resultados que obtuvieron evidencian que células tratadas con ambas proteinas
indistintamente permiten la infeccidon de tripanosomas. Inclusive TcMIP podria ser intercambiada por
LpMIP, lo cual da la posibilidad que actien bajo el mismo mecanismo, aunque el primero permite un mayor
ingreso de tripanosomas a la célula huésped en un factor de mas del doble. Los autores mencionan que la
intercambiabilidad entre ambas proteinas podria ser un indicio de la participacion de la hélice al (la cual
es comun en ambas) como factor de reconocimiento.>?

Todos estos resultados pueden dar un indicio de la funcién que cumpliria TcMIP en la invasidn parasitaria,
la cual podria ser la isomerizacién de enlaces prolil de alguna proteina estructural -como el colageno- del
huésped, lo cual desestabilizaria su estructura y permitiria su ruptura mediante la accién de otros factores
de virulencia.
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3. Cribado molecular mediante RMN para el desarrollo de farmacos

En el capitulo anterior se ha puesto en evidencia que la enfermedad de Chagas es una problematica seria
en la regién de América Latina, la cual afecta gravemente a las poblaciones mas vulnerables. Por si fuera
poco, los tratamientos disponibles presentan una eficacia cuestionable en la etapa crénica y un altisimo
porcentaje de reacciones adversas (ADRs). Por este motivo, la necesidad de desarrollar farmacos mas
selectivos, eficientes y que garanticen la recuperacién del paciente sin exponerlo a mayor riesgo deberia
tener un cardacter prioritario en la comunidad cientifica. Es por ello que se ha identificado al factor de
virulencia TcMIP como un candidato interesante para el desarrollo de farmacos, ya que, al inhibir su
actividad, la capacidad infectiva de T. cruzi disminuye.

El desarrollo de farmacos es un proceso que conlleva tiempo e involucra diversas etapas, donde la primera
consiste en la identificacidon y validacion de compuestos que se unan y modulen la actividad de una
molécula determinada, en este caso, se busca la inhibicién de TcMIP.*? Existen diferentes métodos capaces
de detectar las interacciones proteina-ligando con buena sensibilidad que son usados en el desarrollo de
farmacos, como por ejemplo: ELISA, Resonancia Magnética Nuclear (RMN), Calorimetria Isotérmica de
Titulacién (ITC), Resonancia Plasmédnica de Superficie (SPR), Termoforesis a Microescala (MST), vy
cristalografia de rayos X, entre otras.'>’?

De todas las técnicas mencionadas anteriormente, la resonancia magnética destaca por presentar
notables ventajas. (i) Las condiciones a las que se realiza la deteccidn no requieren una preparacion previa
de la muestra, ya que solo es necesario tener a la proteina y al ligando en solucién. De esta manera, no se
necesita fijar ni la proteina ni el ligando a una superficie sélida (como el caso de SPR). Adicionalmente, la
proteina se encontrara en total libertad de movimiento y conservara su conformacién y flexibilidad. (ii) No
se necesita marcar la proteina con algln anticuerpo, fluoréforo o molécula particular (como si ocurre en
ELISA y MST). (iii) Presenta una gran versatilidad, ya que se pueden realizar una gran cantidad de
experimentos que permitan confirmar la interaccion, muchos de los cuales son sumamente rapidos y
permiten realizar cribados de una gran cantidad de compuestos. (iv) Finalmente, el mayor atractivo de
esta técnica es su altisima sensibilidad y el hecho que permita no solo identificar interacciones, sino
también cuantificarlas y obtener informacién estructural sobre qué residuos especificos participaron en la
interaccién. En este sentido, tener asignado previamente el espectro *H-'>N HSQC ser4 indispensable. Por
otro lado, si bien la cristalografia de rayos X también otorga informacién estructural contundente, muchas
proteinas son muy dificiles o imposibles de cristalizar.?

Las técnicas de RMN utilizadas para evaluar la interaccién proteina-ligando aplicadas al desarrollo de
farmacos se dividen segln el componente que se esté monitoreando por RMN: el ligando o la proteina.”®
En este capitulo se explicardn diferentes técnicas de RMN Utiles en el desarrollo de farmacos y que podrian
ser de utilidad en estudios posteriores de inhibicion de TcMIP u otros factores de virulencia. Sin embargo,
antes de explicar los métodos propuestos, serd necesario establecer algunos conceptos que son
fundamentales para el entendimiento de los mismos, como es el caso del K (constante de intercambio,
por sus siglas en inglés) y los rangos de velocidad de intercambio con los que se puede trabajar.
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3.1. Constante de intercambio K¢« y velocidades de intercambio

El intercambio quimico es un proceso dindmico dependiente del tiempo que involucra la interconversién
a dos 0 mas estados diferentes.”® En este sentido, podemos definir un sistema proteina-ligando donde [A]
representa al ligando, [B] a la proteina y [AB] al complejo proteina-ligando, obteniendo las relaciones (1)
y (2) en el equilibrio, donde esta Ultima representa el Kp (constante de disociacion). Es importante destacar
gue Kon (constante cinética de disociacion) se encuentra limitada por procesos de difusién, y en el caso de
una interaccidn proteina-ligando es del orden de 10° Ms?,

K

[A]+[B] -~ = [AB] (1)

off
_ Kopr _ [A][B] @)
D Kon [AB]
Asimismo, podemos definir la constante cinética de intercambio entre el estado libre del ligando (A) y el
complejo (Kex).

K

Kex = Kon [B] + Koff 3)

Aplicando esto a un espectro RMN obtenemos la imagen 21, donde se observan dos sefiales ubicadas a
frecuencias Va 'y Vag, las cuales se pueden interpretar como estado libre y enlazado del ligando, donde la
intensidad es proporcional a la concentracion del ligando y del complejo proteina-ligando. Si se compara
Kex con la diferencia de frecuencia (AV) entre ambas sefiales se pueden deducir tres casos. En el primer
caso, donde Kex resulta mucho mayor a AV, el intercambio es tan rapido que solo se observa el promedio
ponderado por la concentracidn de ambas sefiales. El segundo caso seria cuando el intercambio es muy
lento y Kex s menor que AV, lo que significa que se pueden observar ambas sefales de forma
independiente; y finalmente se tienen los casos intermedios, donde las bandas se ensanchan y se
desplazan.

AB

Intercambio
Lento
1/seg
Intercambio 10/seg
Intermedio 10%/seg
10%/seg
10%/seg
Intercambio
Rapido
10°/seg

V}ﬂ

Imagen 21: Diferentes casos de comparacion entre Kexy AV. (Modificado de Kleckner et al.).”
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De esta manera, los métodos basados en el ligando, nos permiten estudiar interacciones en intercambio
rapido que equivalen a constantes de disociacién mayores a 10 uM. Por otro lado, los métodos basados
en la proteina nos permitirdn trabajar en todo el rango de intercambios, ya sean lentos o rapidos.

3.2. Métodos basados en el ligando

Los métodos basados en el ligando se basan en las sustanciales diferencias fisicoquimicas entre la proteina
y el ligando, principalmente de tamano, difusién traslacional, tiempo de relajamiento y tiempo de
correlacién rotacional (t.), el cual representa el tiempo promedio en el que una molécula mantiene una
determinada orientacién espacial.”* Se caracterizan por requerir bajas concentraciones de las proteinas
(aproximadamente entre 5y 50 uM), por utilizar experimentos generalmente unidimensionales con buena
sensibilidad y rapidez y por no requerir de marcaje isotdpico.”? Los métodos que seran descritos estan
basados en el efecto nuclear Overhauser (efecto NOE), por lo que serd necesario explicarlo de manera
breve; asi mismo, se expondran algunas técnicas complementarias basadas en este efecto que seran de
ayuda a lo largo del capitulo.

3.2.1. Efecto Nuclear Overhauser (NOE).

A diferencia de técnicas espectroscdpicas convencionales, que detectan la absorcién o emisién de fotones,
en RMN se mide la corriente inducida por la precesidn de la magnetizacién (en el plano ortogonal al campo
magnético del iman), luego de haber sido excitada por un pulso de radiofrecuencia. Este vector de
magnetizacidon macroscopico resulta del momento magnético de los espines. Si bien la precesion conserva
la energia, el relajamiento del vector de magnetizacion resulta de transiciones energéticas estocasticas
entre los diferentes niveles de energia del espin que poco a poco devuelven la magnetizacién a su estado
de equilibrio. Para 4tomos con un valor de espin de % (como H, 3C y 1°N) existen dos niveles energéticos:
a (+%) y B (-%4), donde el primer estado es el de menor energia y el mas poblado segun la distribucién de
Boltzman.”

Campo magnético __—%

polarizante (Bo) \
\ Angulo

Distancia

Imagen 22: Representacién esquematica de los pardmetros de distancia y orientacion, los
cuales influyen en el acoplamiento dipolar. A la derecha observamos la interaccién dipolar
de dos espines paralelos y a la izquierda de dos espines antiparalelos (Modificado de Gil /.).76

31



Existen diferentes mecanismos mediante los cuales el sistema regresa al equilibrio, pero sin duda, la
fluctuacidn de la interaccién dipolar es el principal mecanismo de relajamiento en RMN. Esta interaccion
dependerd de la orientacién de los espines respecto al campo magnético y de la distancia entre ellos
(menor a 5 A para interacciones dipolares *H-'H).”” Esto se debe a que, como se muestra en la imagen 22,
cada espin (en este caso i) genera un pequefio campo magnético alrededor suyo que influird sobre otros
nucleos (como por ejemplo J) si es que se encuentran lo suficientemente cercanos espacialmente.

La imagen 23 muestra de manera simplificada un sistema de dos espines AX acoplados dipolarmente en el
cual existen cuatro niveles energéticos (aaox, aaBx, Badx y BaBx). Si el sistema se encuentra en solucion, las
interacciones estaran moduladas por el movimiento de las moléculas, donde un parametro util para medir
este factor es el tiempo de correlacién rotacional (1), el cual representa el tiempo promedio que le toma
a la molécula girar un radidn.”® Por ende, dicha imagen representa la interaccion dipolar en un momento
determinado, ya que en realidad fluctia con el movimiento molecular.”? Podemos observar 3 tipos de
transiciones energéticas: las transiciones cuanticas Unicas (Wa y Wx), donde las transiciones de ambos
espines son independientes y las transiciones cuanticas dobles (W,) y cuanticas cero (Wo), en las cuales la
transicién de un espin si afecta al estado del otro.® Si escribimos las ecuaciones de evolucién de la
poblaciéon de cada uno de los cuatro niveles, donde W hace referencia a la probabilidad de la transicién y
N a la poblacién del estado, tendremos:®°

sz—;‘aX = —(Wy + Wy + WaNagay + (WoINBaBx + Wx)NayPy + (WoNBsax  (4a)
OB — Wy + Wa + WidNaay + (WoINBuary + WONBa + Wi)Naaay  (4b)
C“"S_?“X = —(Wy + Wy + WNBax + (WoNeayBy + (WONBuBy + WoNagay — (4c)
% = (W, + Wy + WONBaBx + Wy)Nayay + (WNagBy + (WONBsay  (4d)

Estas ecuaciones pueden ser agrupadas y reescritas en términos de la diferencia de magnetizacion,

obteniendo la ecuaciones (5a y 5b), las cuales se simplifican en 6a y 6b (ecuaciones de Solomon).%°

‘m‘z—i(t) = —(Wy + 2W, + W) AA,(2) — (W, — W) AX, (L) (5a)
‘mz—i(t) = —(Wp + 2Wx + W,) AX,(2) — (W, — Wp) A4, () (5b)
Mz—i@ = —(pa) ML) — (0ux) AX,(E)  (6a)

d%i“) = —(px) AX,(2) — (04) DA, () (6b)
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Si analizamos las ecuaciones de Solomon observaremos que el relajamiento depende de dos factores: py
o, donde el primero es una constante de autorelajamiento independiente del acoplamiento y el segundo
es la constante de relajamiento cruzado, a la cual se le denomina efecto NOE. El relajamiento cruzado esta
compuesto por dos transiciones: W, y W, cuyas probabilidades determinan el signo de 0.2 Las
transiciones Wy se ven favorecidas por campos de dipolo fijos, los cuales incrementan a medida que el
ligando aumenta de tamafio, ya que su tiempo de correlacion rotacional (1) se vuelve mayor.'*’> Por
ejemplo, para ligandos tipicos de 300 Da, el valor de T.sera 0,2 ns, lo que conlleva un alto valor de W, y un
efecto NOE positivo, mientras que proteinas de 30 kDa tendrdn un T.de 20 ns, derivando en un alto valor
de Wy y por lo tanto un efecto NOE negativo.*”> Adicionalmente, si un ligando se une a una proteina,
adquirirad su valor de T.y por ende, sus propiedades de relajamiento, por lo que evidenciara un efecto NOE
negativo. Un resumen con las propiedades de los ligandos en estado libre y enlazado se muestra en la
tabla 6.

Para realizar un experimento de tipo NOE solo es necesario perturbar la poblacién de alguno de los niveles
de energia. Por ejemplo, si se satura a un protdon (entiéndase por esto igualar las poblaciones ay B
mediante un pulso de radiofrecuencia), es de esperarse una respuesta del otro nucleo con el que se
encuentra acoplado, ya sea un incremento o decremento de su sefial dependiendo si el efecto NOE es
positivo o negativo. En consecuencia, existen dos principales experimentos que utilizan el efecto NOE: el
experimento de transferencia de saturacion (STD), donde se irradia de manera continua y selectiva una de
las sefales hasta igualar las poblaciones de los dos estados de energia, y experimentos de transferencia
NOE (como waterLOGSY) donde a través de un pulso de 180° se invierte la poblacidn de uno de los espines.
En ambos casos una parte de la magnetizacidn sera transferida de un nucleo a otro por el efecto NOE.*?

BaBx

A

W,
Wa Wx

_______) — BAaX

Ola B n— (——“’—- Wo

Wy Wa

A4
—
OlaOlx

Imagen 23: Diagrama de energia de un sistema de dos espines acoplado dipolarmente.
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Experimentos NOESY y tr-NOESY.

Antes de explicar a detalle los dos métodos anteriormente mencionados, resulta Gtil analizar una de las
técnicas mas sencillas que hacen uso del efecto NOE, denominada NOESY (Espectroscopia de Efecto
Nuclear Overhauser). En este método se obtiene un espectro 2D *H-'H que presenta informacion del
acoplamiento dipolar entre los hidrégenos (imagen 24). En este tipo de espectros se obtienen dos tipos
de seiales, una senal diagonal que representa a los hidrégenos de la molécula y seiales fuera de la
diagonal (sefales cruzadas) que nos indican si efectivamente existe acoplamiento dipolar entre dos
hidréogenos. De esta manera, el experimento NOESY resulta util, por ejemplo, para poder diferenciar
isdmeros, debido a que la distancia entre ciertos hidrégenos serd diferente en cada conférmero.

Esta técnica también nos sirve para evaluar interacciones proteina-ligando. Hemos visto que el valor de 1.
es diferente si el ligando se encuentra libre o enlazado (ya que al estar enlazado adquiere el inmenso valor
del T.de la proteina). Entonces, si se realiza un experimento NOESY en presencia de una proteina (el cual
pasara a llamarse tr-NOESY), el signo (fase) de los picos que se encuentran fuera de la diagonal indicaran
si es que hubo interaccidon. En resumen, si se considera la sefial diagonal con una fase negativa, la seial
correlacional de una molécula pequefia presentara un signo opuesto, es decir positivo (representado de
color rojo en la imagen 24a).'>7* Si el experimento se realiza en presencia de una proteina, en caso de
ocurrir una union con el ligando, el parametro 1. incrementara notablemente (afectando a todos los
hidrégenos, en este caso Hi, H,, H3 y Ha) y se generara un efecto NOE negativo. Como nos encontramos en
intercambio rapido (Kex >> AV) el efecto NOE se promediara entre la forma libre y enlazada resultando en
un cambio de fase de las sefales cruzadas; es decir, ahora presentaran fase negativa, igual que las sefiales
de la diagonal (representado por puntos celestes en la imagen 24b). Cabe destacar que se puede deducir
cierta informacidn estructural en el ejemplo mostrado, ya que si hay un cambio de conformacién del
ligando entre sus estados libre y enlazado, se vera reflejado en las sefiales correlacionales de los
hidrégenos, en este caso entre los protones 2 y 3.128!

En sintesis, al observar las fases de las sefiales que no se encuentren en la diagonal, se podra determinar
si existié una interaccién proteina ligando.'?®! Cabe destacar que la sensibilidad de este método se
encuentra entre el rango 1 mM - 10 uM, ya que si el intercambio es muy lento no todas las moléculas se
verdn afectadas por la interaccién y es muy probable que el proceso de relajacién ocurra antes que la
molécula se disocie, por lo que no podra detectarse el cambio.®!

Tabla 6: Resumen de las propiedades del ligando en funcidn de su estado libre o enlazado

Propiedades del ligando

Libre Enlazado
Entorno quimico Solvente Proteina
1. Rapido Lento
Efecto NOE Positivo Negativo
Seiales cruzadas en NOESY*  Débil positivo Fuerte negativo
Difusidn traslacional Rapida Lenta

*Respecto a una sefial diagonal con fase negativa
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Imagen 24: Espectros NOESY y tr-NOESY cuando la molécula se encuentra libre y ligada a la proteina.
(Modificado de Unione et al.).8!

3.2.2. Diferencia de transferencia de saturacion (STD).

Este método se basa en la transferencia de la magnetizacidn de un hidrégeno de la proteina hacia uno del
ligando mediante efecto NOE (imagen 25), lo cual repercutira en un cambio en el espectro del ligando,
evidenciando asi la unién entre ambos.”? El procedimiento consiste en comparar dos espectros, uno de
control (también llamado “fuera de-resonancia”), el cual se obtiene analizando una solucién que contenga
a la proteina y al potencial ligando en relaciones de entre 1:50 hasta 1:1000 y un segundo espectro luego
de haber saturado a la proteina de la solucidn anterior (conocido como “en resonancia”).”*#?

Para obtener el segundo espectro (en-resonancia) se satura selectivamente a un tipo de hidrégeno de la
proteina, para ello resulta indispensable que los protones del ligando no se vean afectados. Por este
motivo, se irradian los hidrégenos pertenecientes a metilos muy poco desplazados, quienes suelen
aparecer entre 0 y -2 ppm y son caracteristicos de toda proteina plegada, los cuales transferiran la
saturacion a todos los hidrégenos de la proteina por efecto NOE.”* Cuando existe una unién entre la
proteina y el ligando, algunos hidrégenos de la molécula (Hy) se encontraran a una distancia que les
permite recibir la magnetizacion mediante efecto NOE que originalmente solo afectaba a los H, de la
proteina (lo cual es representado como el cambio de color de azul a anaranjado en la imagen 25a).
Posteriormente, debido al rapido intercambio que hay entre el substrato unido vy libre, éste se disociara
manteniendo la saturacién; como resultado, se tendrd una acumulaciéon de los ligandos con Hp
magnetizados (naranjas) en la solucién. Ahora, cuando se obtenga el espectro de los ligandos en solucién,
la sefial de Hy, se vera disminuida debido a la contribucidon negativa por efecto NOE de los H, anaranjados
(espectro 25c). Finalmente se restan las sefiales de ambos espectros, lo cual elimina toda sefal que no
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corresponda a Hy, (incluyendo a las impurezas). De esta manera, si el espectro de diferencia (25d) presenta

alguna sefial, significa que hubo interaccién proteina-ligando.”*%2

Debe tenerse en consideracion que solo pueden evaluarse afinidades con una constante de disociacién en
el rango de 1 mM-10 uM. Evidentemente si la interaccion es muy rapida, no habrd un efectivo enlace
proteina-ligando. Por otro lado, si la interaccidn es muy lenta, se tendrd el mismo inconveniente que en
tr-NOESY.8! Es importante resaltar que, en la practica, diferentes hidrdogenos del ligando se veran
influenciados en mayor o menor medida segln la posicidon que tengan en el complejo, lo que podria
utilizarse como informacion estructural . Un aspecto que debe cuidarse bastante es que el pulso utilizado
no afecte a metilos protegidos del ligando, ya que podrian detectarse falsos positivos; es por ello que se
requiere el uso de técnicas complementarias.

Hs

b
Espectro Espectro de diferencia
fuera de - d
resonancia ppm Hy
C ppm
Espectro Hp,
en-resonancia

ppm
Imagen 25: Visualizacion esquematica del principio de la STD y de los espectros obtenidos.

Una de las ventajas de realizar STD es que permite realizar cribados con soluciones que contengan mas de
un ligando, la Unica condicién limite es que las sefiales no se superpongan, ya que no podria interpretarse
correctamente el espectro. En la imagen 26 se observa un ejemplo en donde se analizaron las
interacciones de dos posibles ligandos (6-CHs-Trp y 7CHs-Trp) con serina albimina humana. En el espectro
lo se observan las sefiales de ambas moléculas en el espectro fuera de-resonancia. Posteriormente, en la
parte inferior de la imagen 26 se aprecia el espectro de diferencia lsto, el cual es la resta del espectro lo
menos el de en-resonancia (no mostrado), donde solo se dejan ver las sefiales de la molécula 6-CHs-Trp,
lo que indica que es la Unica que se ha ligado a la proteina. De esta manera se puede discernir entre dos
presuntos ligandos.””
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Desplazamiento quimico *H (ppm)

Imagen 26: Experimento STD entre serina albumina humana y dos presuntos ligandos
6-CH3-Trp y 7CHs-Trp. (Modificado de Viegas et al.).””

Otra de las ventajas de esta técnica es que nos permite calcular la constante de disociacién Kp.
Continuando con el ejemplo anterior, se realizaron diferentes experimentos STD a diferentes
concentraciones y se calculd el factor de amplificacién Asrp segun la ecuacion 7 (donde se relaciona la
intensidad de los espectros fuera de-resonancia y de diferencia con las concentraciones de proteina y
ligando totales), obteniendo el grafico de la imagen 27, donde se hace un seguimiento del factor Asmp de
la sefial de cada H en funcién de la concentracién. Luego, se puede despejar el Kp de la ecuacidon 2,

obteniendo la ecuacién 8, donde astp representa el valor maximo de amplificaciéon, obtenido del grafico de
concentraciones (imagen 27).

Amplificacion del factor STD

[L]/ (mmol/L)

Imagen 27: Grafico Asto vs [L] para el experimento de serina albdmina con 6-CHs-Trp.
(Modificado de Viegas et al.).””
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Lamentablemente, las estimaciones de Kp mediante este método no son precisas, por ejemplo, en el caso
propuesto se obtuvo un valor de Kp de 400 uM, el cual dista en un orden de magnitud del valor real (37
uM).”” Se puede atribuir esta diferencia a dos factores, en primer lugar, al revisar las ecuaciones se puede
notar que se esta utilizando la cantidad de ligando total y no en solucién (como deberia ser), esto se debe
a que se considera que la concentracion de la proteina es tan baja, que la cantidad de ligando unido ella
sera despreciable. En segundo lugar, se debe considerar la posibilidad de que ocurra una segunda unién
del ligando saturado que acaba de disociarse de la proteina, lo cual no permitird una correcta medicién
del Kp. En todo caso, se puede tratar este calculo como un aproximado, teniendo la necesidad de calcular
la constante mediante experimentos mads precisos.

1 L
Agrp = _;ZDX % (7)
_ agrp [L]r
gy

3.2.3. Experimento waterLOGSY.

El experimento waterLOGSY (Observacion de Agua-Ligando mediante Gradiente de Espectroscopia)
guarda una gran similitud con STD y tr-NOE, ya que aprovecha la transferencia de magnetizacion mediante
efecto NOE hacia el ligando enlazado a la proteina. Sin embargo, la diferencia sustancial con el
experimento anterior es que no se saturan directamente los hidrégenos de la proteina, por el contrario,
se realiza un pulso de 180° a la frecuencia de los hidrégenos del agua.®

Las proteinas, al encontrarse en solucién, estaran rodeadas de una capa de solvatacion que tiene un efecto
estabilizante, ya que, en promedio, la interaccién entre una molécula de agua y una proteina puede
disminuir la energia libre de esta en hasta 7 kJ/mol.2® Esta capa de solvatacion adoptara el t. de la proteina
y por ende estara sujeta a un efecto NOE negativo. Se aprovecha entonces la gran cantidad de agua para
transferir la magnetizacion al ligando mediante tres mecanismos, transferencia que ocurrird durante el
tiempo de mezcla (alrededor de entre 0.8 y 1.2 s). Los tiempos de mezcla resultan un pardametro
sumamente importante ya que buscan maximizar el tiempo en el que las moléculas de agua transfieran la
magnetizacion a los ligandos, pero sin extenderse demasiado para evitar un completo relajamiento de la
sefial.’? Cabe destacar que, al igual que en STD, la técnica esta limitada por un intercambio rapido de la
unién proteina-ligando, por lo que solo permite detectar interacciones con un rango de Kp entre 1 mM-10
WM. Por otro lado, los ligandos que no se unan a la proteina estaran sujetos a un efecto NOE positivo
debido a su bajo valor de T.. En consecuencia, se podran observar fases opuestas entre las sefiales de las
moléculas que enlazaron con la proteina y las que no, debido a la diferencia de los efectos NOE
experimentados (imagen 28c).

a) Transferencia a través de la proteina: Las moléculas de agua que envuelven a la proteina se

encuentran lo suficientemente cerca como para transferirle la magnetizacién por efecto NOE, lo
gue genera un efecto en cadena similar al descrito en STD, ya que la magnetizacién se irad
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transmitiendo a lo largo de los hidrégenos de la proteina hasta, eventualmente, ser transferida al
ligando si es que se encontrara enlazado (imagen 28a).

b) Transferencia directa: Algunas moléculas de H,O se encontrardn en el bolsillo hidrofébico de la
proteina, por lo que podrdn transmitir la magnetizacién directamente al ligando si es que este se

encuentra enlazado (imagen 28b). Este mecanismo toma relevancia cuando se trabaja con
proteinas que tienen baja densidad de protones y permite trabajar con fragmentos de ADN o ARN.

¢) Transferencia mediante intercambio: Un tercer mecanismo es la posibilidad de intercambio entre
hidrégenos del solvente con hidrégenos labiles de grupos hidroxilos o aminas de la proteina. Si

esto ocurre, los hidrégenos de la proteina, ahora saturados, transferirdn la magnetizacién a lo
largo de la misma, similar a lo descrito en a).

¢ Espectro Espectro

obtenido h

L =L

Imagen 28: Visualizacidon esquematica de los principales mecanismos de transferencia de

inicial

magnetizacion en el experimento waterLOGSY (a, b), asi como el espectro obtenido (c).

Este experimento también permite realizar cribados de soluciones con un gran nimero de presuntos
ligandos, siempre y cuando sus sefiales no se solapen e imposibiliten la lectura del espectro. En la imagen
29 se puede apreciar un experimento que involucra serina albimina humanay dos posibles ligandos, acido
benzoico y glucosa (cuyos espectros individuales se muestran en las imagenes 29a y 29b respectivamente).
En la imagen 29c se aprecia el espectro inicial que contiene los tres compuestos. Finalmente, en 29d se
observa el espectro luego de haber realizado el experimento waterLOGSY, donde se evidencia claramente
el cambio de fase en las sefiales de los ligandos, indicando que el acido benzoico fue el Unico que se unié
a la proteina.
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Glucosa
Ac. benzoico

b d

Imagen 29: (a) Espectro RMN del dcido benzoico. (b) Espectro RMN de la glucosa. (c) Espectro de
una solucion de acido benzoico, glucosa y serina albimina humana. (d) Espectro obtenido
del espectro waterLOGSY de la solucidn c.84-86

Tanto STD como waterLOGSY son utiles debido a su caracter cualitativo, ya que mediante experimentos
sumamente rapidos que pueden ser aplicados en soluciones con mezclas de varios ligandos hipotéticos,
permiten identificar las moléculas que se unen a la proteina y funcionarian como potenciales inhibidores.
En este sentido, ambas técnicas son complementarias debido a que, como se irradia a frecuencias distintas
(en STD hacia hidrégenos menores a cero ppm y en waterLOGSY a la frecuencia del H,0) permite
diferenciar falsos positivos en caso algunos de los hidrégenos del ligando hayan sido perturbados
accidentalmente por poseer desplazamientos quimicos muy cercanos a la frecuencia irradiada. Por otro
lado, presentan la desventaja de que solo pueden medir interacciones rapidas de disociacién y los valores
de Kp no son muy precisos (inclusive, segun la literatura no suele calcularse el Kp utilizando waterLOGSY),
es por ello que deben complementarse con otro tipo de técnicas, como CSP, que pertenece a la categoria
de técnicas basadas en la proteina.

3.3. Métodos basados en la proteina

Este tipo de técnicas evallan las interacciones proteina-ligando monitoreando los cambios en el espectro
2D H->*N HSQC de la proteina. A diferencia de los métodos expuestos anteriormente, demandan mayor
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trabajo previo, ya que requieren mayor cantidad de proteina, aproximadamente alrededor de 30 uM a
100 pM, ademads deben estar marcadas isotépicamente con °N para que puedan ser apreciadas en el
espectro.!’” Al mismo tiempo, se debe disponer del espectro *H->N HSQC asignado previamente para
poder obtener informacidn estructural consistente (en el caso de TcMIP ya se cuenta con este, como se
evidencié en la imagen 14).

Mediante estos experimentos es posible realizar cribados con mezclas de diferentes ligandos, pero con la
limitante de un analisis cualitativo, ya que para calculos de Kp se requieren espectros donde solo se
consideren la proteina y el ligando en cuestién, debido a que el entorno quimico influenciara en el
desplazamiento de las sefiales. Por otro lado, el tiempo de adquisicidn de los espectros 2D es largo y puede
demorar entre 20 minutos y 4 horas aproximadamente, ello sumado a la gran inversién de tiempo y dinero
gue supone la produccién de proteina marcada pueden ocasionar que las técnicas basabas en el ligando
suelan ser utilizadas en compuestos que previamente han sido estudiados y seleccionados como
prometedores, aunque todo dependerd del tiempo y presupuesto.?’:58

Por otro lado, estos métodos tienen la ventaja que permiten obtener informacidon estructural, ya que se
puede evaluar qué residuos son los que estdn interaccionando con el ligando. Asi mismo, se pueden
analizar reacciones con un Kp en una mayor ventana de trabajo, teniendo como limite maximo 1 mMm.”%%’

3.3.1. Método de Perturbacion del Desplazamiento Quimico (CSP).

El fundamento detras de la técnica CSP (conocida como perturbacién del desplazamiento quimico o mapeo
del desplazamiento quimico) es simple, se basa en que las interacciones proteina-ligando alteran el
desplazamiento quimico (6) de las sefiales de la proteina. De esta manera se adquieren una serie de
experimentos 2D *H->N HSQC de la proteina con diferentes concentraciones del ligando (también llamado
titulacién), con lo cual se grafican curvas de concentracién vs. 6 que permiten calcular el Kp (la gran
cantidad de curvas necesarias puede elevar el tiempo de adquisicién del total de espectros a dias).®° Esta
perturbacién en el desplazamiento quimico es extremadamente sensible al entorno, por lo que se debe
tener mucho cuidado, por ejemplo, si el ligando se encuentra disuelto en algun solvente organico, ya que
a medida que se realicen las titulaciones la concentracién del solvente debe mantenerse constante. Si se
tiene cuidado con este tipo de factores la técnica no deberia mostrarnos falsos positivos, pues cualquier
cambio en el desplazamiento se deberd a alguna interaccidn, en este sentido el rango de valores que puede
tener el Kp para permitirnos la deteccién cualitativa es a partir de 1 mM, lo cual supone una ventaja frente
a los métodos anteriormente descritos.®

En teoria, todos los desplazamientos de las sefiales observadas se deben de alguna manera al efecto que
produce el ligando; sin embargo, dichas interacciones no siempre corresponderan a la unién proteina-
inhibidor, ya que podrian deberse a cambios conformacionales debido a un efecto alostérico o a algin
fendmeno relacionado. Es por ello que necesita realizarse un tratamiento de datos para determinar cuales
son los residuos especificos que participan en el enlace, el cual consiste en calcular la desviacidn estandar
de los desplazamientos y filtrar aquellos que se encuentren debajo de cierto valor.*®
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El primer paso consiste en determinar la distancia total del desplazamiento de cada residuo, combinando
sus desplazamientos en los ejes de 'H y °N, el método mas comuin resulta en hallar la distancia euclidiana
seguin (9).%° El factor a es una especie de parametro de correccidn que se utiliza para sopesar la diferencia
de frecuencias a las que se encuentran los nucleos de N y H, es por ello que no existe un valor fijo para a
y suele adquirir valores entre 0.1 y 0.45, aunque los estdndares suelen encontrarse entre 0.14 y 0.17.89%°

1
d= [516% + @8] (9

Una vez que se ha calculado “d” para todos los residuos debe calcularse la desviacién estandar (o), paralo
cual existen diferentes métodos y algoritmos. De todos ellos destaca el método de Schumann y
colaboradores, quienes calcularon o con todos los datos disponibles, luego excluyeron todos los valores
de “d” superiores a 30 y recalcularon una nueva o con los valores restantes, repitiendo el proceso hasta
que no quede ningun valor lo suficientemente alto como para ser excluido.®® El nuevo valor de o serd mas
pequefio que el original y serd utilizado como filtro, si bien no resulta un criterio absoluto y genera falsos
positivos, puede ser utilizado como mapeo preliminar de los residuos que interaccionan ya que
aparentemente el método deja escapar una baja cantidad de falsos negativos. En la imagen 30 se puede
apreciar un experimento realizado por los mismos autores, en el cual se evalud la interaccion de
Ras.Mg?*.GppNHp con Raf-RBD, en donde en la imagen de la izquierda se aprecian los residuos
involucrados en la interaccién en rojo (corroborados mediante cristalografia de rayos X) y en la derecha se
muestran los residuos identificados mediante el método descrito, en rojo quienes coincidieron y en
amarillo los falsos positivos.*!

En sintesis, CSP nos brinda informacién estructural que debe ser complementada con otra técnica, para lo
cual suelen realizarse experimentos 2D H-'H NOESY. Esta metodologia es aplicada en el desarrollo y
disefio de fdrmacos, como se explicard mas adelante.

Imagen 30: Interaccion entre Ras.Mg2*GppNHp con Raf-RBD, en rojo se muestran los residuos
que interaccionaron y en amarillo los falsos positivos. A la izquierda se muestran los valores
reales y a la derecha los calculados en base a 6.%1
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3.3.1.1. Determinacion de la constante de disociacion, Kp.

Una vez que se hayan obtenido los espectros a diferentes concentraciones se pueden superponer para
observar patrones distintos dependiendo de cudn rapido se haya dado el intercambio. En la imagen 31a
se tienen los casos extremos, donde se aprecia la transicion entre el ligando libre (azul) y enlazado (rojo).
A laizquierda se tiene el intercambio rapido, observandose claramente el desplazamiento que ha tenido
la sefal promedio, mientras que a la derecha, en el intercambio lento, lo Unico que se observa es el
aumento o decremento de la sefial. Algunos fendmenos que pueden alterar la linealidad en el caso de
intercambio rdpido pueden ser la formacién de especies intermedias o cambios conformacionales del
complejo, lo cual se reflejaria en la curva como desplazamientos discontinuos, ensanchamiento de banda
o incluso desplazamientos no lineales.®° Por otro lado, en laimagen 31b se han graficado diferentes curvas
(Ad vs [L]), donde cada una corresponde a un par diferente de proteina-ligando (diferentes casos
hipotéticos, no se relacionan con los colores de los espectros 31a). A partir de esta curva se puede obtener
el valor de Abmax, €l cual servird para calcular Kp segin la ecuacion (10), donde [P]: y [L]: son las
concentraciones de proteina y ligando total, Adbs viene a ser el cambio del desplazamiento observado y n
representa los posibles nimeros equivalentes de sitios activos con la misma afinidad (para casos con

diferentes sitios con diferentes afinidades el célculo se vuelve mucho méas complejo).

1

Abops = Admax {(n[P]t + [L]; + Kp) — [([P]; + [L]; + Kp)? — 4n[P], [L],]2 }/ 2n[P], (10)
Lo interesante del gréfico es que permite evidenciar los limites para los que el calculo (cuantitativo) de Kp
resulta ser preciso, el cual es -estirando los limites- entre 1 mMy 1uM, ya que, a partir de los extremos, el
ajuste matematico resulta ineficiente. No se debe olvidar que la curva también es dependiente de [P], por
lo que disminuir este valor podria ayudar a tener mejores resultados; sin embargo, por cuestiones de
sensibilidad de la técnica de RMN, resulta muy dificil trabajar con concentraciones de proteina por debajo
de 30 uM. Es por ello que si bien podemos observar los cambios en el intercambio lento, muchas veces no
se podra acceder al valor del Kp.2° Finalmente, en la tabla 7 se muestra un resumen de las tres técnicas
propuestas: STD, waterLOGSY y CSP, donde se comparan los factores mds pertinentes en el estudio de
interacciones proteina-ligando.

a  Intercambio rapido Intercambio lento

Desplazamiento quimico (ppm)

Concentracion del ligando (mM)

Imagen 31: (a) Vista esquematica de la superposicidén de espectros a diferentes concentraciones.
(b) Grafico AS vs [L] de diferentes pares proteina-ligando. (Modificado de Williamson et al.).8°
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Tabla 7: Resumen de las técnicas de estudio de interaccion proteina-ligando mediante RMN propuestas

Concentra- . Tiempo de éNecesita éPermite
i ., Rango de Kp Determi- N . .
Método cion de .. s adquisicién marcaje realizar
, para deteccién nacion Kp e .
proteina de espectro  isotépico? cribados?
STD 5-50 uM 1 mM- 100 uM Aproximado ~minutos No Si
WaterLOGSY 5-50 uM 1 mM- 100 uM Aproximado* ~minutos No Si
CSP 30 uM< 1 mM< Preciso* ~dias Si Si

+Segun la literatura, la determinacién del Ko mediante waterLOGSY es muy poco empleada
*Dentro del rango entre 1 mMy 10 uM

3.4. Relacién estructura-afinidad mediante RMN (SAR by NMR)

Existen diferentes métodos de cribado mediante los cuales se seleccionan los compuestos que se van a
analizar mediante diferentes criterios. Por ejemplo, se puede partir de moléculas parecidas a inhibidores
ya conocidos de la familia de la proteina en cuestidn, de moléculas que hayan sido previamente validadas
mediante métodos computacionales o incluso se pueden analizar bibliotecas de compuestos “a ciegas”
(teniendo la posibilidad de encontrar un inhibidor que no hubiera podido ser predicho).
Independientemente de la eleccidn, dado que las técnicas mediante RMN permiten obtener informacién
estructural, se puede utilizar esa informaciéon para modificar los ligandos validados y producir nuevos
farmacos de mejor afinidad. En este sentido, SAR by NMR es una técnica utilizada para el disefio de
farmacos que utiliza la informacién obtenida mediante experimentos CSP complementada con espectros
NOE y esquematicamente se puede resumir en los siguientes pasos, los cuales pueden visualizarse
graficamente en la imagen 32:87.92

1) Identificacién de un primer ligando con baja afinidad mediante CSP.

2) Identificacion de los residuos involucrados en la unién y determinacioén de la estructura del complejo
proteina-ligando mediante técnicas basadas en el efecto NOE.

3) Optimizacién quimica del ligando (modificacidon de estructura o grupos funcionales para conferirle
mejor afinidad).

4) Identificacién de un segundo ligando mediante CSP que se una a un sitio diferente al del primer
compuesto, para ello deben evaluarse cambios en sefales de aminodcidos diferentes a las que
interaccionaban con el anterior ligando. Las pruebas pueden ser realizadas con o sin el ligando
anterior, pero se recomiendan soluciones en las que la proteina ya se encuentre saturada de dicha
molécula.

5) Determinacidn estructural de la nueva zona de interaccidon (mediante experimentos NOE).

6) Optimizacién quimica del segundo ligando.
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7) Unién de ambos ligandos con el fin de incrementar la afinidad.

8) Corroboracidon de la estructura del complejo formado entre la proteina y el nuevo ligando bidentado.

Proteina marcada Cribado del Optimizacién del
con 15N primer ligando primer ligando
Cribado del Optimizacion del Unidn de
segundo ligando segundo ligando los ligandos

Imagen 32: Vision esquematica de la sintesis de ligandos mediante SAR by NMR. (Modificado de Dias et al.)8’

Las técnicas disponibles para establecer la correcta estructura proteina-ligando son diversas; pero en este
trabajo se hara énfasis en tres de ellas que utilizan el efecto NOE, las cuales son: espectros 3C->°N NOESY-
HSQC, INPHARMA (NOE interligando para el mapeo farmacoldgico) y SAR by ILOEs (relacion estructura
afinidad mediante efecto NOE interligando).®’

Espectros **C-'>N NOESY-HSQC:

Se estudia la intensidad del efecto NOE en espectros 3D compuestos por dos dimensiones provenientes
de los espectros *H-13C HSQC y *H-1°N HSQC y una dimensidn de la sefial de los hidrégenos de ligando libre.
La proteina debe estar marcada de manera regular y las correlaciones entre los hidrégenos del ligando y
la proteina deben ser evaluados de manera selectiva hacia los protones del ligando, filtrando las
interacciones intramoleculares de la proteina (representadas mediante flechas delgadas en la imagen 33).
Finalmente, una sefial mas intensa significa que el efecto NOE recibido fue mayor, lo cual esta relacionado
con una menor distancia entre los hidrégenos, de esta manera se puede mapear las distancias de los
protones para determinar la posiciéon del ligando en la proteina (para mas informacion revisar los articulos

de Constantine y Breeze).%%
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Imagen 33: Representacidn esquematica del efecto NOE entre el ligando y la proteina
marcada con 13C y 15N.%4

INPHARMA:

Método basado en la transferencia de magnetizacion entre dos ligandos diferentes a través de la proteina.
Para poder implementarlo serd necesario conocer la estructura exacta de uno de los complejos proteina-
ligando (para este ejemplo la estructura conocida serd la que involucre al ligando A, en laimagen 34). Una
vez que A se ha ligado a la proteina, sus hidrégenos transferirdn parte de su magnetizacion a aquellos de
la proteina que se encuentren a una distancia menor a 5 A mediante efecto NOE, luego, debido a que se
asume un intercambio rdpido, si existe un ligando diferente que compita por el mismo sitio activo con una
afinidad similar que logre enlazarse con la proteina (en este caso B), recibira la magnetizacion que habia
sido transferida a la proteina. De esta manera, al obtener espectros tr-NOESY aparecerdn seifales que
relacionen a ambos ligandos, lo cual indica que dichos hidrégenos, en el complejo enlazado, se
encontraban en la misma posicidn espacial, con lo que puede recrearse la estructura de la interaccidon
entre By la proteina.®®

Imagen 34: Visualizacidon esquematica de experimento INPHARMA.
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SAR by ILOEs

Método que permite analizar si es que el segundo ligando interactda con la proteina en una zona contigua
alaque lo hace el primero, lo cual es de suma importancia ya que el objetivo final es unir ambos ligandos,
por lo que no deben ubicarse en zonas lejanas de la proteina. La técnica se justifica en el efecto NOE, dado
qgue la cercania de los ligandos generara sefales intensas en los espectros tr-NOESY (imagen 35). No
obstante, mas alld de informacidn sobre la cercania de los ligandos no proporciona informacidn estructural
a nivel de las anteriores técnicas mencionadas; sin embargo uno de sus puntos a favor es que puede
llevarse a cabo en soluciones que contengan mezclas de presuntos ligandos.*®

Sitios de interés

de la proteina
ILOEs

Ligando de

Fragmentos de alta afinidad

baja afinidad

Objetivo con funcién Sintesis
desconocida

Imagen 35: Visualizacidon esquematica de experimento SAR by ILOEs. (Modificado de Becattini et a/.).96

Finalmente, para poder entender el alcance de SAR by NMR se explicard el trabajo de Shuker vy
colaboradores, el cual consistid en la sintesis de un ligando bidentado inhibidor de FKBP12 desarrollado
con este método.%®

El experimento comenzd realizando un cribado de una biblioteca de 1000 compuestos aproximadamente
de bajo peso molecular mediante CSP. De entre todos los compuestos que presentaron interacciones con
la proteina, el compuesto 2 (un derivado del acido trimetoxifenil pipecolinico) fue el que tuvo mayor
afinidad, con un Kp de 2 uM (36a). La estructura del complejo FKBP12-2 fue determinada mediante 3C-*N
NOESY-HSQC, como se aprecia en la imagen 36b (donde los colores magenta y amarillo representan los
residuos que sufrieron mayor desplazamiento) y no se modificé al compuesto 2. Luego, se procedié a la
seleccion del segundo ligando realizando un cribado de la misma biblioteca de compuestos, pero con
FKBP12 en una solucién saturada con el ligando 2. De esta manera, se identificé a la molécula 3, con un Kp
de 0.8 mM (los cambios en los desplazamientos de los residuos debido a la accidon del compuesto 3 se
evidencian en la imagen 36¢, donde las sefiales rojas fueron obtenidas en ausencia de la molécula 3,
mientras que las negras en presencia de la misma). Posteriormente, se realizaron diferentes ensayos
mediante CSP para determinar las modificaciones que mejoraran el Kp de 3, obteniendo asi que la molécula
9 (aquella con un H en posicidn orto- y un OH en posicion para-) cuyo Kp disminuyd hasta 0,1 mM. La
ubicacién de este ligando en el complejo también se evidencia en laimagen 36b (donde los colores celeste
y amarillo son los que mas se desplazaron debido a la accidn de 9). Se puede notar entonces que tanto la
molécula 2 como la 9 interactian en zonas préoximas de la proteina, por lo que se los enlazé mediante un
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conector. Diferentes conectores fueron probados produciendo los compuestos 10 a 14, todos con afinidad
en el orden de decenas de nandmetros, cabe destacar que 14 fue enlazado mediante al carbono orto- al

hidroxilo.%8
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Imagen 36: Diferentes métodos utilizados por Shuker et al. para la sintesis de un inhibidor de FKBP12.88
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4. Conclusiones

Se puede concluir que la enfermedad de Chagas representa una compleja problematica en el continente
americano, que afecta principalmente a los sectores menos privilegiados. Esta enfermedad no solo
repercute en el dmbito de la salud, sino que trasciende a esferas sociales y econémicas pues los infectados
se ven impedidos de realizar las actividades que los sustentan. En este sentido, la ausencia de
medicamentos resulta alarmante, pues los Unicos dos farmacos existentes, Benznidazol y Nifurtimox, no
son efectivos en la etapa crénica de la enfermedad.

Debido a esto, el desarrollo de nuevos tratamientos que permitan combatir la enfermedad deberia tener
un caracter prioritario en paises endémicos como el nuestro. Es por ello que TcMIP, una peptidil prolil
cis/trans isomerasa, emerge como un candidato prometedor en el desarrollo de algin farmaco, ya que se
ha demostrado que es un factor de virulencia del T. cruzi, pues participa activamente en la infeccion de
células huésped. En este sentido, se conoce lo siguiente: (i) Presenta un rol catalitico de isomerasa que
actua sobre los enlaces prolil. Sin embargo, al igual que otras FKBPs, también podria tener funciones
biolégicas en base a mecanismos no cataliticos. (ii) Posee una estructura muy similar a FKBPs como FKBP12
y LpMIP, lo que permite establecer analogias con ellas. (iii) Es producida exclusivamente por el estadio
infectivo del tripanosoma (tripomastigote). (iv) La inhibicidn de TcMIP impide que los parasitos atraviesen
la MEC para llegar a la célula huésped, pero no es responsable de la penetracion de la membrana celular
y (v) la capacidad infectiva que confiere TcMIP parece perderse si inhiben determinados factores de
virulencia, lo que puede dar indicios de algiin mecanismo en conjunto.

Aun falta mucho por estudiar acerca de TcMIP (y en general de las FKBPs), ya que no se conoce a ciencia
cierta su mecanismo, ni siquiera si sus propiedades virulentas estan relacionadas con su actividad de
isomerasa o con mecanismos no cataliticos, ni qué otros factores virulentos se encuentran asociados. Sin
embargo, pese a esta falta de conocimiento, en base a la informacién recopilada de FKBPs, se propone
que TcMIP podria actuar isomerizando los enlaces trans de la triple hélice del coldgeno. Lo cual la
desestabilizaria y la dejaria expuesta a la accién de proteasas que lo degraden, dentro de las cuales se
propone a Tc80, una serina proteasa que actla rompiendo enlaces prolil. Sin embargo, esto no deja de ser
una hipotesis y podria ser un punto de partida para investigaciones posteriores.

Independientemente de cual sea la accidon de TcMIP, dado que su inhibiciéon tiene un efecto negativo sobre
la capacidad infectiva del tripanosoma, se sugiere una serie de experimentos basados en RMN que
permitan evaluar las interacciones proteina-ligando (en este caso, proteina-inhibidor). Estos experimentos
son: STD, waterLOGSY y CSP, los cuales tienen un excelente caracter cualitativo y permiten obtener -en
mayor o menor medida- informacidn estructural.

STD y waterLOGSY son métodos rdpidos y poco costosos, los cuales son efectivos para realizar cribados en
soluciones que contengan mezclas de los inhibidores. Ademas, permiten obtener cierto grado de
informacién estructural, referente a qué secciones del ligando interaccionan con la proteina. Finalmente,
pueden servir como un primer filtro para eliminar aquellas moléculas que no presenten interaccion.

Por otro lado, CSP es un método mas demandante (en términos de tiempo y costo), ya que necesita
proteina marcada isotdpicamente y alcanza su maximo potencial al analizar mezclas que contengan un
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solo ligando. Permite obtener informacidén estructural mas robusta, pues posibilita identificar los
aminoacidos de la proteina que interaccionan con el ligando, ademds de un calculo mas preciso del Kq4. Por
ultimo, puede ser complementado con experimentos NOE para obtener informacién estructural precisa
qgue pueda servir en el desarrollo de fdrmacos mediante metodologias como SAR by NMR. En sintesis, el
estudio de la inhibicidon de TcMIP mediante técnicas de RMN supone una alternativa en el desarrollo de
un nuevo farmaco contra la enfermedad de Chagas.
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