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RESUMEN 

 Trypanosoma cruzi es el agente causal de la enfermedad de Chagas, 

considerada como una de las 13 enfermedades infecciosas desatendidas en el 

mundo; se estima que existen siete millones de personas infectadas por este 

parásito. El tratamiento actual contra la infección por T. cruzi consta del 

Benznidazol (Bnz) y del Nifurtimox (Nfx), fármacos reportados como tóxicos y poco 

eficientes en la fase crónica del padecimiento. En epimastigotes tratados por 2 o 6 

horas con estos fármacos (50-100 µM) la concentración de tripanotión (T(SH)2, el 

principal metabolito antioxidante del parásito) disminuye un 80% debido a que la 

formación de aductos (uniones covalentes) en el fármaco, es principalmente con 

dicho metabolito. En este proyecto, se analizaron los efectos del Bnz y del Nfx en 

la dinámica del metabolismo antioxidante de T. cruzi en exposiciones de mayor 

duración, con respecto a lo reportado, para entender los mecanismos 

compensatorios de defensa y resistencia a estos xenobióticos.  

Se expusieron epimastigotes de la cepa Querétaro por 24 horas a Bnz (1.5-30 µM) 

o a Nfx (1.5-15 µM) y se analizaron las concentraciones de los precursores del 

T(SH)2, así como las actividades enzimáticas y el flujo metabólico de reducción de 

peróxidos. Los valores de IC50 para el Bnz y el Nfx fueron 11±3 y 3±0.8 µM, 

respectivamente. 

Con el Bnz, las concentraciones de glutatión total (GSH) aumentaron un 40-50% y 

el T(SH)2 aumentó entre 30-40%. Por el contrario, con el Nfx, las concentraciones 

de T(SH)2 disminuyeron entre un 20-40% en todas las concentraciones evaluadas. 

Las pozas de poliaminas no mostraron tendencias claras de cambio en presencia 

de ambos fármacos. El efecto de los fármacos en la actividad de las enzimas de la 

vía antioxidante fue inhibidor para algunas de ellas. Los parásitos expuestos a Bnz 

presentaron inhibiciones de 40% en la triparedoxina (TXN) y la triparedoxina 

peroxidasa (TXNPx). Mientras que, los parásitos expuestos a Nfx presentaron una 

disminución del 40% en la glutatión sintetasa (GS) y la tripanotión reductasa 

(TryR) únicamente en la concentración de 15 µM. En cuanto a los flujos 
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metabólicos de reducción de peróxidos en la condición de Bnz, el flujo metabólico 

disminuyó hasta un 30% y en la condición de Nfx el flujo tiende a aumentar. 

Los resultados de este trabajo demuestran que el efecto de los fármacos en la 

dinámica del metabolismo antioxidante es diferente; por un lado, el Bnz actúa a 

través de la formación de conjugados covalentes con la TXN y no por el 

agotamiento del T(SH)2, como sugiere la mayoría de la literatura. Por otro lado, el 

Nfx sí parece generar estrés oxidante a través de la disminución del T(SH)2, por lo 

que el sistema de desintoxicación de peróxidos dependiente de dicho tiol tendría 

un papel central en el parásito para contender contra este fármaco.  
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INTRODUCCIÓN 

1.1 Las parasitosis, un problema actual 

El parasitismo es un tipo de predación en donde el organismo parásito obtiene sus 

nutrientes de uno o unos pocos individuos hospederos, provocándoles daño, pero 

sin causarles necesariamente una muerte inmediata (Begon et al., 1988). Los 

patógenos y las enfermedades que causan, representan una fuente importante de 

mortalidad y disminución en la fecundidad en muchas poblaciones en estado 

natural, humanas, de animales domésticos y cultivos (Begon et al., 1988). 

 Las interacciones entre organismos generan procesos de selección natural; 

de esta manera, cabe esperar que las actividades de los parásitos influyan sobre 

la evolución de sus huéspedes y viceversa. Si se asume que el proceso de 

evolución es en gran parte consecuencia de las interacciones entre los 

organismos (tal como suponía Darwin), podemos esperar que los procesos 

ecológicos y evolutivos entre parásitos y hospederos se presenten íntimamente 

relacionados (Begon et al., 1988), lo que nos explicaría por qué a las poblaciones 

de hospederos de T. cruzi, los parásitos no les provocan una muerte inmediata.  

 

1.2 Enfermedades Tropicales Desatendidas  

La Organización Mundial de la Salud (OMS) definió a un conjunto de 13 

enfermedades infecciosas como enfermedades tropicales desatendidas, muchas 

de ellas parasitarias provocadas por un grupo biológicamente diverso de 

patógenos. Se caracterizan por ser padecimientos crónicos que se desarrollan 

lentamente causando daños irreversibles y discapacidades, lo que muchas veces 

provoca estigmatización y exclusión social. Comprometen el desarrollo físico y 

cognitivo de los individuos, contribuye a enfermedades secundarias a la infección, 

muerte materno-infantil y limita la productividad económica. 
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 La incidencia persiste en un estrato importante de la población afectando a 

más de mil millones de personas en el mundo, principalmente a poblaciones con 

acceso limitado a servicios de salud en áreas rurales remotas con altos niveles de 

pobreza, que reciben poca o nula atención por parte de sus gobiernos y no son 

prioritarias en sistemas de salud pública debido a que carecen de influencia 

política. Se asocian a insalubridad del agua y a condiciones precarias de vivienda 

y saneamiento básico (OMS, 2018). 

1.3. Enfermedad de Chagas 

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana, es una infección 

parasitaria, crónica y sistémica considerada como una de las 13 enfermedades 

tropicales infecciosas desatendidas en el mundo. La causa de esta enfermedad es 

el parásito intracelular obligado Trypanosoma cruzi, y fue descrita en 1909 por el 

médico brasileño Carlos Chagas (1879-1934) (Chagas, 1909). 

1.3.1 Distribución y estadísticas  

La enfermedad de Chagas es un padecimiento endémico de países de América 

Latina, distribuyéndose desde México hasta Argentina, aunque existen vectores y 

reservorios desde el sur de los Estados Unidos (Rassi, Rassi y Marcondes de 

Rezende, 2012). En 2018 se estimó que en América Latina 7 millones de personas 

padecían la enfermedad y otras100 millones vivían en zonas de riesgo de contagio 

(WHO, 2018). Las cifras de morbilidad y mortalidad de la enfermedad de Chagas 

sólo son aproximaciones debido a la falta de información epidemiológica precisa y 

por la dificultad de identificar a los individuos que se encuentran infectados en la 

fase asintomática de la infección (Flisser y Pérez, 2006). 
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 Esta enfermedad ha tomado relevancia en los últimos años debido a que el 

número de casos de tripanosomiasis en países no endémicos ha ido en aumento 

por procesos de migración humana. La figura 1.1 muestra el número de personas 

infectadas en diferentes regiones del mundo, en 2005 se reportaron 300 mil casos 

en E.U. y 80 mil casos más en Europa. Esto indica que el problema ya no está 

confinado a su zona endémica y la enfermedad de Chagas se ha convertido en un 

problema para los sistemas de salud pública en varias partes del mundo 

(Schmunis, 2007). 

 

Figura 1.1. Distribución estimada de personas infectadas por T. cruzi que viven en países no 

endémicos de la enfermedad (Rassi, Rassi y Marin-Neto, 2010). 

 

1.4. Agente causal de la enfermedad de Chagas  

1.4.1. Clasificación Taxonómica 

El agente etiológico de la enfermedad de Chagas es el protozoario T. cruzi. Este 

es un parásito flagelado intracelular que tiene un alto grado de variabilidad 

intraespecífica debido a su amplia distribución geográfica y a la diversidad de 

hospederos con los que cuenta (Macedo et al., 2004).
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La clasificación taxonómica de T. cruzi es la siguiente: 

Dominio Eukaryota.  
Reino Protoctista.  

Subreino Protozoa 

Phylum Sarcomastigophora 

Subphylum Mastigophora 

Clase Zoomastigophora 

Orden Cinetoplastida 

Familia Trypanosomatidae 

Género Trypanosoma 

 Especie cruzi 

 

Figura 1.2. Cuadro taxonómico de T. cruzi y grupos hermanos (Cevallos y Hernández, 2015). 

 

Todos los miembros del orden cinetoplástida al que pertenece T. cruzi (Fig. 1.2.) 

se caracterizan por la presencia de un organelo llamado cinetoplasto. El 

cinetoplasto es una red compleja de ADN mitocondrial, el cual puede representar 

entre el 10 y el 20% del ADN celular total dependiendo de la especie (Cevallos y 

Hernández, 2015; Liu et al., 2005). 

1.4.2. Características morfológicas 

Los tres principales estadios morfológicos del parásito se distinguen entre sí por la 

posición del cinetoplasto en relación al núcleo y por la presencia o ausencia de 
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una membrana ondulante (Cevallos y Hernández, 2015; Maya et al., 2007). Dichos 

estadios morfológicos son (Fig.1.3): 

 Tripomastigote: fusiforme, 20 µm de longitud. El cinetoplasto se encuentra 

ubicado en la parte subterminal del parásito. El flagelo sale del extremo posterior y 

se dobla hacia adelante a lo largo del cuerpo del organismo, formando una 

membrana ondulante a lo largo de todo el parásito y emerge de forma libre en su 

extremo anterior. Constituyen las formas infectivas de los mamíferos. Se 

encuentran en la sangre del hospedero vertebrado y en el intestino medio del 

triatómino. No son replicativos.  

 Epimastigote: también fusiforme con 20 µm de longitud. El cinetoplasto se 

encuentra localizado en la parte media del organismo, justo en la parte anterior al 

núcleo. El flagelo emerge de la parte media del parásito. Se dividen por fisión 

binaria en el intestino de los triatóminos.  

 Amastigote: Esférico de 2 µm de diámetro, sin flagelo libre aparente. El 

cinetoplasto se observa como un cuerpo oscuro cerca del núcleo. Se multiplican 

intracelularmente por fisión binaria. 

 

   

 

 

 

 

 

Figura 1.3. Estadios morfológicos de T. cruzi (Musikant, 2012). 
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1.4.3. Ciclo de vida y distribución de T. cruzi 

El género Trypanosoma se caracteriza por tener un hospedero invertebrado y otro 

vertebrado para completar su ciclo de vida. Inicialmente un insecto triatómino 

hematófago, después de alimentarse de sangre del hospedero, defeca y junto con 

las heces y orina, deposita las fases infectivas del parásito, los tripomastigotes 

metacíclicos. Esta forma del parásito puede entrar al mamífero a través de la 

herida hecha por el insecto o por las mucosas.  

 Una vez dentro del hospedero vertebrado, los tripomastigotes metacíclicos 

invaden las células del tejido retículo-endotelial y conectivo donde se diferencian 

en amastigotes para replicarse por fisión binaria. Cuando la célula está llena de 

amastigotes, éstos se transforman en tripomastigotes, los cuales provocan la lisis 

de la célula hospedera debido al movimiento de los parásitos, y se convierten en 

las formas circulantes que invaden los tejidos adyacentes, diseminándose por la 

vía linfática y el torrente sanguíneo. También puede ocurrir la lisis prematura de 

células infectadas con poblaciones heterogéneas de amastigotes y tripomastigotes 

(Tyler y Engman, 2001). El insecto se infecta con T. cruzi cuando se alimenta de la 

sangre del mamífero que contiene tripomastigotes circulantes.  

 En el tracto digestivo del vector, los tripomastigotes circulantes se 

diferencian en epimastigotes al llegar al intestino medio que es donde se replican, 

posteriormente los epimastigotes se transforman a tripomastigotes metacíclicos en 

la porción final del intestino. El ciclo de transmisión se completa cuando los 

insectos se alimentan y depositan los parásitos sobre los animales de los que se 

alimentan (Fig.1.4) (Rassi, Rassi y Marin-Neto, 2010).  
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Figura 1.4. Ciclo de vida de T. 

cruz. El vector defeca en la herida que 

ocasiona al alimentarse e infecta al 

hospedero mamífero.  Una vez dentro 

del hospedero los tripomastigotes 

metacíclicos infectan las células, es ahí 

donde se diferencian en amastigotes 

para replicarse. Al lisar las células los 

tripomastigotes y amastigotes liberados 

van hacia torrente sanguíneo, infectan 

células adyacentes, o son ingeridos por 

insectos hematófagos. El triatómino se 

alimenta de sangre contaminada con 

tripomastigotes circulantes, una vez en 

la parte media del intestino del insecto 

se diferencian en epimastigotes, estos 

se transforman en tripomastigotes 

circulantes en la región terminal del 

intestino (Tyler y Engman, 2001). 
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1.5. Mecanismos de transmisión de la enfermedad de Chagas 

La tripanosomiasis americana se transmite a más de 150 especies de vertebrados 

(entre ellos el ser humano) por 32 especies de insectos hematófagos 

pertenecientes al phylum Arthropoda, subphylum Hexápoda, orden Hemíptera, 

familia Reduviidae y familia Triatominae (Rassi, Rassi y Marcondes de Rezende, 

2012). Triatoma dimidiata y T. barberi son los vectores principales en México 

(Gorla y Noireau, 2010). Sin embargo, existen varios mecanismos de transmisión 

no vectoriales de la enfermedad: i) la transfusión con sangre contaminada (aunque 

en la actualidad se hacen pruebas de detección en bancos de sangre); ii) 

transmisión congénita de la madre infectada al feto; iii) trasplante de órganos de 

personas infectadas y iv) de manera oral por ingesta de alimentos y/o bebidas 

contaminadas con el parásito (Liu y Zhou, 2015). 

 

1.6. Fases clínicas de la enfermedad 

La enfermedad de Chagas es una parasitosis crónica, y ocurre en dos fases. 

 Fase aguda: en la mayoría de los individuos es asintomática; sin embargo, 

cuando hay síntomas éstos incluyen fiebres prolongadas, malestar generalizado, 

edemas subcutáneos y aumento en el tamaño del hígado, el bazo y nódulos 

linfáticos. En el caso particular de transmisión por vector, se muestran signos de 

entrada de T. cruzi a través de la piel (Chagoma de inoculación) o por membranas 

de la mucosa ocular (signo de Romaña). La fase inicial de la infección dura entre 4 

y 8 semanas. 

 Fase crónica: De 2 a 3 meses después de la infección inicial, alrededor de 

un 60 a 70% de los pacientes presentan la forma indeterminada de la fase crónica 

en la cual no hay síntomas clínicos. El otro 30 a 40% de las personas infectadas, 

llegan a presentar síntomas 10 a 30 años después de la infección inicial, 

principalmente afecciones cardiacas y del aparato digestivo (esófago y colon). En 

México, las manifestaciones cardiacas ocasionadas por T. cruzi son las más 

frecuentes (CENAPRECE SSA, 2015). 
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En la Figura 1.5 se ilustra el ciclo de vida de T. cruzi y el panorama general 

de los padecimientos que se presentan según la etapa de la infección.  

 

Figura 1.5. Panorama general de la enfermedad de Chagas. Ciclo de vida en la fase aguda de la 

enfermedad y los signos de entrada del parásito al hospedero. Complicaciones de distintos 

órganos en la fase crónica de la infección (Rassi, Rassi y Marin-Neto, 2010). 

 

1.7. Diagnóstico 

En el diagnóstico de la enfermedad de Chagas se utilizan diferentes métodos 

parasitológicos e inmunológicos que consisten en evaluar la presencia del parásito 

y/o anticuerpos anti-T. cruzi. 

 En la fase aguda, el diagnóstico se basa en la detección del parásito 

mediante técnicas parasitológicas directas como la observación inmediata en el 

microscopio de muestras de sangre con técnicas de gota fresca de tinción de 

Giemsa y/o frotis de gota gruesa. Así también, existen métodos directos por 

concentración como el microhematocrito en capilar, técnica de Strout o por 
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tinciones de Giemsa de frotis sanguíneos en muestras de la capa leucocitaria. Las 

técnicas parasitológicas por expansión o amplificación incluyen hemocultivo, 

inoculación en ratón y/o amplificación de fragmentos de DNA del parásito por 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Estos últimos métodos de 

amplificación son de uso preferente en investigación y en México, son muy poco 

frecuentes como métodos de confirmación, debido a los tiempos necesarios para 

obtener resultados y a su alto costo (CENAPRECE SSA, 2015). 

 En el caso de la fase crónica, debido a una parasitemia baja e intermitente, 

el diagnóstico se basa en la detección serológica de inmunoglobulinas IgG 

específicas para antígenos de T. cruzi. La presencia de anticuerpos IgG contra 

antígenos de T. cruzi se debe detectar por al menos dos métodos serológicos 

distintos, entre ellos: ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA), 

inmunofluorescencia indirecta (IFI) ó hemaglutinación indirecta (HAI) 

(CENAPRECE SSA, 2015). 

 

1.8. Tratamiento 

Los fármacos que se utilizan actualmente en la clínica para el tratamiento de la 

enfermedad son i) el Benznidazol (N-bencill-2-nitroimidazol-1-acetamida; Bnz) un 

derivado del nitroimidazol y ii) el Nifurtimox (4[(5-nitrofurfurilideno) amino]-3-

metiltiomorfolino-1,1-dioxido; Nfx) derivado del nitrofurano (Fig.1.6). El Bnz y el Nfx 

tienen un grupo nitro unido a un anillo de imidazol o a un furano, respectivamente. 

 Las dosis recomendadas en la fase aguda son 5 mg/kg peso/día durante 60 

días para el Bnz y de 8 a 10 mg/kg peso/día por 60 a 90 días en el caso del Nfx. 

Sin embargo, cuando la fase crónica reincide, el tratamiento puede llegar a durar 

hasta 5 meses o más (CENAPRECE SSA, 2015). 
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Figura 1.6. Estructura química de los fármacos utilizados en el tratamiento contra la infección por 

T. cruzi. 

Los medicamentos sólo son eficientes en la fase aguda de la enfermedad, con un 

porcentaje de éxito del 81% (Rassi, Rassi y Marcondes de Rezende, 2012) y, 

generalmente, causan efectos adversos como toxicidad sistémica y efectos 

secundarios, entre ellos anorexia, náuseas, vómito, dolor de cabeza, depresión en 

el sistema nervioso central, síntomas maniacos, convulsiones, vértigo, 

parestesias, polineuropatías periféricas y/o dermatitis (Kirchhoff, 2000).  

1.8.1. Modo de acción del Benznidazol y del Nifurtimox 

Se propone que el modo de acción de ambos nitroheterocíclicos es a través de la 

formación de varios intermediarios radicales libres o metabolitos electrofílicos 

mediante la reducción de su grupo nitro por la acción de nitroreductasas (Maya et 

al., 2007; Moreno et al., 1982 y Docampo et al., 1981) (Fig.1.7). 

 El Bnz se descubrió como agente antitripanosomátido a través de pruebas 

de detección, sin entender claramente su mecanismo de acción (Trochine et al., 

2014). El Bnz es un pro-fármaco debido a que necesita ser metabolizado por 

nitroreductasas tipo I para que pueda actuar en el parásito (Hall y Wilkinson, 

2011); los metabolitos reducidos del Bnz son los que están involucrados en la 

formación de uniones covalentes (aductos) con macromoléculas de la célula, por 
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lo que se ha propuesto que su efecto tripanocida no depende de la generación de 

especies reactivas de oxígeno (Trochine et al., 2014) sino de inducir la 

degradación de ADN y proteínas (Goijman y Stoppani, 1985). 

 

 

Figura 1.7. Función del tripanotión (T(SH)2) y el glutatión (GSH) en el mecanismo de acción del 

Bnz y el Nfx. El grupo nitro de ambos fármacos se reduce a radicales libres o metabolitos 

electrofílicos por la acción de enzimas nitroreductasas. El T(SH)2 y el GSH neutralizan los 

metabolitos derivados de los fármacos por la formación de conjugados derivados-tiol. Los radicales 

libres producidos por el Nfx se contrarrestan por la oxidación principalmente del T(SH)2 (modificado 

de: Maya et al., 2007). 

En el caso del Nfx, la NADPH citocromo P-450 reductasa actúa en el grupo 

R-NO, produciendo el intermediario anión radical nitro (R-NO2 ̅) (Maya et al., 

2007). Este radical desencadena un ciclo redox con oxígeno molecular al reducir 

parcialmente al O2, regenerando el pro-fármaco produciendo anión superóxido 

(O2 ̄). Las enzimas superóxido dismutasa (SOD) catalizan la dismutación del O2 ̄ 

en O2 y peróxido de hidrógeno (H2O2). El O2 ̄ y el H2O2 generan ion hidroxilo (OH 

 ̄) y radical hidroxilo (OH) en presencia de Fe3+. Finalmente es el OH la especie 

reactiva de oxígeno que se une a proteínas, ácidos nucléicos y lípidos en la zona 

en la que se genera (Fig.1.7) (Maya et al., 2007) lo que podría llevar a un aumento 

en la degradación de proteínas y estrés oxidante (Goijman y Stoppani, 1985).  
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Sin embargo, existen diversos estudios que refutan los mecanismos de 

acción antes descritos. Por ejemplo, Boiani et al. en el 2010 reportaron que 

epimastigotes de la cepa Tulahuen expuestos a 25 µM de Nfx por 4 h no 

presentan producción de H2O2 ni consumo de O2 insensible a cianuro y sólo 

observaron una disminución de tioles reducidos del 20%. Con dichos resultados, 

los autores descartan la producción de EROs por el Nfx. 

1.9. Metabolismo antioxidante en T. cruzi 

En el metabolismo antioxidante de los tripanosomátidos, todo el sistema 

enzimático de desintoxicación de xenobióticos y peróxidos del parásito depende 

del tripanotión (T(SH)2) (Olin-Sandoval, Moreno-Sánchez y Saavedra, 2010) en 

lugar del glutatión (GSH), como ocurre en las células de mamífero.  

 El T(SH)2 es un conjugado de dos moléculas de GSH unidas por una 

molécula de espermidina (Spd) (Fig1.8).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.8. Principales tioles del metabolismo antioxidante de T. cruzi. a) GSH y b) T(SH)2 

constituido por dos moléculas de GSH unidas por una molécula de Spd (Olin-Sandoval, Moreno-

Sánchez, Saavedra, 2010).  

La síntesis de T(SH)2 se alimenta de dos vías principales de suministro que son: la 

síntesis y el transporte de GSH y la síntesis y el transporte de poliaminas (Fig. 1.9) 

(Olin-Sandoval, Moreno-Sánchez, Saavedra, 2010). Para sintetizar el GSH, 
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inicialmente la enzima gama-glutamilcisteína sintetasa (γ-ECS) cataliza la síntesis 

de γ-glutamilcisteína (γ-EC) a partir de glutamato (Glu) y cisteína (Cys) con 

consumo de ATP. La enzima glutatión sintetasa (GS) sintetiza al GSH al unir 

covalentemente una molécula de glicina (Gly) a una de γ-EC, consumiendo ATP. 

Asimismo, datos de nuestro laboratorio indican que epimastigotes de T. cruzi 

pueden incorporar GSH del medio extracelular para sintetizar el T(SH)2 (Vázquez 

et al., 2017). 

 Generalmente, la Spd se sintetiza de novo a partir de putrescina (Put) y     

S-adenosil metionina descarboxilada (dAdoMet) por la acción de la enzima 

espermidina sintasa (SpdS), a su vez, la dAdoMet se sintetiza por la enzima s-

adenosil metionina descarboxilasa (AdoMetDC) al descarboxilar una molécula de 

S-adenosil metionina (AdoMet). Sin embargo, a diferencia de otros 

tripanosomátidos, T. cruzi no contiene ornitina descarboxilasa (ODC) por lo que no 

puede sintetizar Put a partir de ornitina. De igual forma, el parásito puede 

transportar poliaminas como Put y Spd del medio extracelular (Carrillo, 1999; 

Persson, 2007). La síntesis de T(SH)2 se lleva a cabo por la enzima tripanotión 

sintetasa (TryS) al unir dos moléculas de GSH a una molécula de Spd con gasto 

de ATP (Fig. 1.9. a). 

Rio abajo en la vía antioxidante, el T(SH)2 dona sus electrones al sistema 

enzimático de desintoxicación de peróxidos, convirtiéndose así en disulfuro de 

tripanotión (TS2). El T(SH)2 cede sus equivalentes reductores a la triparedoxina 

(TXN) y esta, a su vez, a la tryparedoxina peroxidasa (TXNPx). La TXNPx es 

responsable de la reducción de los hidroperóxidos que se generan durante el 

metabolismo basal del parásito, cuando éste se expone a fármacos o a las 

especies reactivas de oxígeno que el hospedero sintetiza para contender contra la 

infección por el parásito. Aunque T. cruzi tiene otras peroxidasas, el par redox 

TXN-TXNPx es el mecanismo principal para contender contra el estrés oxidante 

(González-Chavez et al., 2015). Por último, el TS2 se regenera al reducirse por 

medio de la enzima tripanotión reductasa (TryR), tomando los equivalentes 

reductores del NADPH (Fig.1.9. b) (Olin-Sandoval, Moreno-Sánchez, Saavedra, 
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2010) o se expulsa a través de transportadores LABCG2 hacia el medio 

extracelular (Perea et al., 2018). El tripanotión también puede formar aductos o 

uniones covalentes con metabolitos electrofílicos o proteínas para degradación o 

expulsión (Ulrich et al., 2017 y Perea et al., 2016).  

 Figura 1.9. Metabolismo antioxidante de T. cruzi. a) Vía de síntesis de T(SH)2 y b) vías de 

consumo y regeneración del tripanotión (Olin-Sandoval, Moreno-Sánchez y Saavedra, 2010).  
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2. ANTECEDENTES DIRECTOS DEL PROYECTO 

 

Desde que el Bnz y el Nfx se propusieron como medicamentos para tratar la 

infección por T. cruzi, múltiples grupos de trabajo han tratado de discernir el 

mecanismo de acción y los efectos de ambos fármacos. Sin embargo, con el paso 

del tiempo, se ha generado más controversia que consenso, debido a que las 

principales propuestas de modo de acción se contradicen entre grupos de 

investigadores. 

En 1981, Docampo et al. reportaron en amastigotes de la Cepa Y expuestos 

a 1 mM de Nfx, la producción de O2 ̄ y H2O2. De igual forma, en 1988, Moreno 

reportó que el Nfx produce R-NO2, aumenta la respiración insensible a cianuro y la 

producción de O2 ̄ y H2O2 en C. fasciculata. Mientras que, en el 2010, Boiani et al. 

reportaron que epimastigotes de la cepa Tulahuen expuestos a 25 µM de Nfx no 

produjeron EROs, especies reactivas de nitrógeno (ERNs) y no aumentó el 

consumo de oxígeno incluso en la concentración máxima del fármaco que se 

evaluó (200 µM). 

En el modo de acción del Bnz parece haber consenso con lo publicado en 

1982 por Moreno et al., donde reportaron que en fracciones microsomales (1.2 

mg/mL) de la cepa Tulahuen expuestas a 0.5, 1 y 2 mM de Bnz, no se estimula el 

consumo de oxígeno, ni la producción de O2 ̄ y H2O2. 

Estudios en los que se han utilizado diferentes cepas y diferentes estadios 

(principalmente epimastigotes) de T. cruzi, han mostrado el efecto que tienen el 

Bnz y/o el Nfx en las concentraciones intracelulares de metabolitos con grupos tiol, 

principalmente a dosis únicas y a tiempos cortos de incubación (Repetto et al., 

1996; Maya et al., 1997 y Faundez et al., 2005). 

En 1996, Repetto et al. observaron que en las cepas Tulahuen, LQ y 

DM28c el GSH, la glutationil espermidina (GHS-SP) y el T(SH)2 disminuyeron 

entre 40 a 77% en parásitos incubados 2 h con 10 y 50 µM de Nfx y Bnz, 
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respectivamente. Los autores atribuyen el efecto de las drogas a la conjugación 

con metabolitos electrofílicos, debido a que al reducir por métodos enzimáticos la 

concentración de tioles totales fue igual a la de los tioles reducidos. 

          En 1997, Maya y colaboradores mostraron que, con una dosis de 100 μM de 

Bnz durante 2 h, se disminuyó en un 80% las pozas de T(SH)2 en amastigotes, 

tripomastigotes y epimastigotes de T. cruzi. En el 2005, Faundez et al. reportaron 

que, en epimastigotes de la cepa MF disminuyeron 65 % la IC50 de Nfx y 55% la 

IC50 de Bnz al exponer a los epimastigotes simultáneamente con BSO, un potente 

inhibidor de la síntesis de GSH y de T(SH)2. 

Los tres autores: Maya, Repetto y Faundez, concuerdan en proponer que, 

sea o no por el mismo mecanismo de acción, los fármacos llegan a una misma 

forma de daño al parásito a través de la disminución sustancial en las moléculas 

tiol de bajo peso molecular, principalmente el T(SH)2. Sus reportes señalan que el 

metabolismo antioxidante, parece ser el principal mecanismo de defensa de T. 

cruzi ante el estrés producido por el Bnz y por el Nfx, por lo que plantean que 

ambos fármacos matan o inhiben el crecimiento de los parásitos al incrementar el 

estrés oxidante en la célula. 

En 2014, Trochine et al. evaluaron por espectrometría de masas las 

moléculas derivadas de la biotransformación del Bnz y su interacción con 

biomoléculas, al exponer epimastigotes DM28c a 50 μM del fármaco durante 6 

horas. Los aductos del fármaco que se formaron en mayor proporción fueron con 

el T(SH)2, provocando una disminución del 30% en su concentración. Hasta el 

momento, no se tienen reportes de exposiciones a Bnz durante más de 6 h. 

En 2010, Boiani et al. reportaron que en epimastigotes expuestos durante 4 

h con 25 µM de Nfx, la poza de tioles disminuye un 20% (porcentaje bajo de 

disminución comparado con otros autores ya mencionados), y al analizar el efecto 

del fármaco en tratamientos prolongados de 5 días, no se observaron diferencias 

en las moléculas con grupos tiol con respecto al control. Esto nos sugiere que, en 
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tiempos prolongados de exposición al Nfx, las pozas de tioles podrían tener la 

capacidad de recuperarse. Mientras tanto, Andrade et al. (2008) indujeron 

resistencia a Bnz in vitro, al exponer parásitos a concentraciones crecientes de 

Bnz, e in vivo, después de 25 pases sucesivos en ratones tratados con dosis 

únicas de Bnz (100 mg/kg/día). Ellos reportaron la expresión ó la sobrexpresión de 

64% de las proteínas identificadas en cepas resistentes, lo que nos indica que 

existen mecanismos de resistencia a Bnz a tiempos prolongados de exposición. 

Sin embargo, no existe un estudio que analice de manera integral la 

respuesta del parásito a la exposición de los fármacos tomando en cuenta a todos 

los metabolitos precursores de la síntesis de T(SH)2, las actividades enzimáticas 

de la vía metabólica antioxidante del parásito, en células en crecimiento, así como 

el efecto en el flujo metabólico de reducción de peróxidos. Por lo tanto, es 

necesario realizar estudios adicionales para entender los mecanismos de acción 

del Bnz y del Nfx que nos puedan ayudar a dilucidar sus mecanismos citotóxicos, 

tanto hacia el parásito como en las células del hospedero.  

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 

 

La enfermedad de Chagas se considera como una de las 13 enfermedades 

infecciosas olvidadas del mundo a pesar de la estimación de que hay 7 millones 

de personas infectadas con T. cruzi y otros 100 millones que viven en zonas de 

riesgo de contraer la infección (WHO, 2018). 

Se dice que un adulto con enfermedad de Chagas fue un niño que no se 

diagnosticó ni se trató contra la infección por T. cruzi de una manera apropiada 

(Altcheh, 2015). Lamentablemente, debido a que no existen medicamentos 

eficaces, muchas personas de zonas endémicas con alta prevalencia prefieren no 

saber si se encuentran infectados por T. cruzi y no se someten a un diagnóstico, 

con el consecuente incremento en la infección peridoméstica (Salazar-Schettino, 

2015). 
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Aunado a lo anterior, la terapia actual contra la enfermedad de Chagas con 

Bnz y Nfx tiene muchos inconvenientes: 1) los dos fármacos disponibles sólo son 

eficientes en la fase aguda de la enfermedad (81% de eficiencia) y no se tiene 

documentado el porcentaje de éxito en la etapa crónica de la enfermedad; 2) son 

muy tóxicos; producen efectos secundarios múltiples y severos, a tal grado que las 

personas optan por abandonar el tratamiento, 3) los fármacos ya no son 

comercializados por la industria farmacéutica y sólo los sintetizan con fines 

humanitarios, los cuales son distribuidos a través de la Organización Mundial de la 

Salud y 4) se ha demostrado en los laboratorios que los parásitos son capaces de 

desarrollar resistencia a los fármacos, lo cual podría pasar en poblaciones 

humanas, debido a que muchos pacientes abandonan el tratamiento. 

De estos hechos parte la necesidad de buscar nuevos esquemas de 

tratamiento, nuevos fármacos o la búsqueda de blancos terapéuticos que sean 

más específicos y menos tóxicos, aprovechando las diferencias del metabolismo 

antioxidante entre los parásitos y el hospedero humano.  

Nuestro grupo de trabajo considera que es necesario el estudio de la 

dinámica del metabolismo antioxidante en respuesta al Bnz y al Nfx con la idea de 

entender los mecanismos de defensa con los que cuenta el parásito. Profundizar 

en el modo de acción de estos fármacos nos puede ayudar a entender sus 

mecanismos citotóxicos y a replantear esquemas de tratamiento menos agresivos 

con estos fármacos contra la infección por T. cruzi. 
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4. HIPÓTESIS 

 

La exposición de Trypanosoma cruzi durante 24 horas a Bnz ó Nfx inducirá 

cambios compensatorios a nivel de las actividades enzimáticas del metabolismo 

antioxidante con el fin de mantener la homeostasis redox de la célula.  

 

5. OBJETIVO GENERAL 

 

Analizar integralmente los efectos del Bnz y del Nfx en la dinámica del 

metabolismo antioxidante de T. cruzi para entender los mecanismos de defensa 

del parásito y resistencia a estos xenobióticos.  

Objetivos particulares 

 Determinar la dosis del Bnz y del Nfx que inhiben en un 50% el crecimiento 

del parásito (IC50).  

 Analizar la dinámica de cambios de los tioles y de las poliaminas en 

epimastigotes expuestos a concentraciones inhibitorias del crecimiento 

celular. 

 Analizar los cambios en las actividades de las enzimas del metabolismo 

antioxidante: glutatión sintetasa (GS), tripanotión sintetasa (TryS), 

tripanotión reductasa (TryR), triparedoxina (Txn) y triparedoxina peroxidasa 

(TxnPx). 

 Evaluar el efecto de los fármacos en el flujo metabólico de reducción de 

hidroperóxidos.  
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

 

 

0 µM 3 µM 6 µM1.5 µM

30 µM20 µM15 µM10 µM

Contar y cosechar parásitos 

después de

24 h de exposición. 

Bnz ó Nfx

Determinación de

proteínas, metabolitos y 

actividades enzimáticas.

+48h.

3  0.5 x106

parásitos/mL

0.7x106

parásitos/mL 

0-15 µM Nfx
0-30 µM Bnz

 

 

Figura 6.1 Estrategia experimental. El cultivo se inició con 0.7 x 106 parásitos/mL en un volumen 

total de 600 mL en frascos de 1 L a 28 °C. Al cabo de 48 h, el cultivo con una concentración de 

3±0.3 x106 parásitos /mL se distribuyó en tubos Falcon de 50 mL y se expusieron 25 mL de cultivo 

a diferentes concentraciones de Bnz durante 24 h. Transcurrido el tiempo de incubación, los 

parásitos se contaron y se cosecharon para cuantificar el contenido de proteínas y la concentración 

de tioles y poliaminas por HPLC, evaluar actividades enzimáticas y flujos metabólicos.  
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7. MÉTODOS 

7.1 Condiciones de cultivo y características del crecimiento celular de 

epimastigotes de T. cruzi cepa Querétaro 

Epimastigotes de T. cruzi de la cepa Querétaro se cultivaron en medio LIT (Liver 

Infusion Tryptose) suplementado con 10% de suero fetal bovino, 25 µg/ml de 

hemina, 100 U/mL de penicilina y 100 µg/mL de estreptomicina y se incubaron a 

una temperatura de 28°C.  

La caracterización de la cinética del crecimiento poblacional de la cepa 

Querétaro se realizó con el siguiente protocolo: se hicieron curvas de crecimiento 

con 1 ± 0.2 x106 parásitos/mL y se contaron cada 24 h hasta llegar a la fase 

estacionaria del crecimiento. Se estableció que la duración de la fase exponencial 

de crecimiento de los epimastigotes tiene una duración de cinco días y un tiempo 

generacional de 20 horas. Con esta información, se pudo elaborar un diseño 

experimental de exposición a los fármacos durante la fase exponencial de 

crecimiento y nos permitió determinar el número de parásitos iniciales necesarios 

para alcanzar las concentraciones de 3 ± 0.2 x106 parásitos/mL con los que se 

iniciaron los experimentos de exposición.  

Los cálculos de la constante de velocidad de crecimiento (k), el tiempo de 

generación (G) y el numero de generaciones (n) se realizaron utilizando las 

formulas k= , G= log10 2 / k  y n = t / G, respectivamente. Donde 

N0=número de parásitos al tiempo cero, N=número de parásitos en un tiempo t, t0= 

tiempo inicial, t=tiempo en crecimiento exponencial. 

Tabla 1. Crecimiento poblacional 

k 0.7 ± 0.1 días-1 

n 6.2 generaciones 

G 20 ± 1.8 horas 

Tabla 1. Crecimiento poblacional (Silva-Carmona, 2016) 
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7.2. Exposición a los fármacos 

Para evaluar el efecto de los fármacos en el crecimiento del parásito, la 

concentración de tioles y poliaminas, las actividades enzimáticas del metabolismo 

antioxidante y en el flujo metabólico, se evaluaron concentraciones de ATP en 

parásitos expuestos al Bnz para definir el rango de concentraciones que se 

utilizarían y así asegurar trabajar sólo en dosis inhibitorias de crecimiento y con 

viabilidades de más del 80%, una condición necesaria para los análisis 

metabólicos. 

El protocolo experimental de exposición a los fármacos consistió en inocular 

200 mL de medio LIT suplementado con SFB para las exposiciones a Bnz y 150 

mL de medio para las exposiciones a Nfx a una concentración inicial de 0.7x106 

parásitos/mL y se incubaron a 28°C. Las células del cultivo se contaron cada 24 

horas hasta el final del experimento (4 días). A las 48 h de haber iniciado el cultivo 

(densidades celulares de 3 ± 0.2 x106 parasitos/mL), los epimastigotes se 

expusieron durante 24 h a concentraciones de 1.5 - 30 µM de Bnz o de 1.5 a 15 

μM de Nfx disueltos en dimetil sulfóxido (DMSO). En todos los casos, se utilizó un 

cultivo control al que se le añadió el volumen máximo de DMSO utilizado para 

adicionar el fármaco. Transcurridas 24 h de exposición a los fármacos, se evaluó 

el crecimiento celular contando en cámaras de Neubauer el número de parásitos 

móviles, los cuales se cosecharon y se procesaron para las respectivas 

determinaciones. 

Para determinar las concentraciones a las cuales se inhibe el crecimiento 

en un 50 % (IC50), se calculó el crecimiento relativo de los parásitos, el cual es la 

resta de la concentración de parásitos crecidos en las distintas concentraciones de 

Bnz ó Nfx después de 24 h de agregado el fármaco, menos la concentración de 

parásitos del día de inicio de la exposición. Esta diferencia se normalizó en 

porcentaje tomando el 100% como la concentración relativa de parásitos obtenida 

del cultivo sin fármaco. Sólo se tomaron en cuenta los cultivos en los que la 

concentración de parásitos fue mayor o igual al del día de exposición (esto es, que 

no hubiera muerte celular) y en los que se observara al menos 80% de viabilidad 
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de los parásitos. El análisis de los datos se hizo mediante un ajuste de dosis- 

respuesta en el programa Origin8. 

 

7.3. Determinación de metabolitos intermediarios del sistema antioxidante 

Después de las 24 h de exposición a Bnz ó Nfx, los epimastigotes se cosecharon 

por centrifugación a 4500 x g por 10 min y se lavaron con PBS (NaCl 137 mM, KCl 

2.7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 2 mM). Las muestras se congelaron en 

nitrógeno líquido y se guardaron a -70 °C hasta el día de la determinación de los 

metabolitos. En el caso de las actividades enzimáticas y el flujo metabólico, las 

determinaciones se realizaron el mismo día de cosecha.  

La determinación de los metabolitos intermediarios del sistema antioxidante 

de T. cruzi (tioles y poliaminas) se realizó mediante cromatografía líquida de alta 

resolución (HPLC), haciendo algunas modificaciones a las metodologías 

previamente estandarizadas en nuestro laboratorio (Olin-Sandoval et al., 2012). 

Para la determinación de los tioles totales, las pastillas de parásitos se 

resuspendieron en 90 µL de amortiguador de lisis (HEPES 20 mM, EDTA 1 mM, 

KCl 0.15 mM pH 7.4) con DTT 20 mM. Las células se rompieron con tres ciclos de 

congelación en N2 y descongelación a 37 °C. El lisado celular se centrifugó a 20 

817 x g durante 10 min, el sobrenadante se recuperó y los tioles se redujeron con 

un exceso de borohidruro (3-5 mg) de sodio mediante una incubación en hielo 

durante 10 min, esto quiere decir que en esta tesis sólo se reportan 

concentraciones de tioles totales.  

Posteriormente, se adicionó ácido perclórico (PCA) a una concentración 

final de 3% para interrumpir la reacción de reducción y precipitar el contenido 

proteico. Las muestras se centrifugaron una vez más a 20 817 x g por 3 min, el 

sobrenadante se filtró a través de una membrana con poro de 0.45 µm y 20 µL de 

la muestra filtrada se analizaron por HPLC. La separación de tioles se realizó por 

cromatografía en fase reversa en una columna Altima HP C18  3 µm 150 x 2.1 
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mm; la fase móvil que se utilizó fue una mezcla de acetonitrilo y ácido 

trifluoroacético (TFA) al 99:1. Los tioles se derivatizaron con DTNB y se detectó la 

absorbancia a 412 nm.  

Para la determinación de las poliaminas, los parásitos se lisaron al 

resuspender la pastilla celular en 50 µL de amortiguador de lisis con DTT 1 mM 

adicionado con 3% de PCA; el lisado celular se centrifugó 10 min a 20 817 x g. El 

extracto citosólico se neutralizó con bicarbonato de sodio en polvo y se evaporó a 

70°C a sequedad. El precipitado se resuspendió en una mezcla de 80 µL de HCl 

0.05 N, 400 µL de bicarbonato de sodio 0.1 M pH 9.15 y se derivatizó con 800 µL 

de cloruro de dansilo 3 mM. Para el proceso de dansilación, las muestras se 

calentaron a 70°C por 15 min en tubos de ensayo completamente protegidos de la 

luz e inmediatamente se congelaron a -20 °C hasta el día de la determinación.  

Para la separación con HPLC, se descongelaron las muestras y se agregó 

1 mL de metanol por cada 650 µL de muestra. Posteriormente, la muestra se filtró 

a través de una membrana para sustancias orgánicas con poro de 0.45 µm. Las 

poliaminas se separaron en una columna Waters Spherisorb 5 µm 4.66 x 250 mm 

en fase reversa y utilizando la fase móvil de una mezcla de H2O milliQ y metanol 

40:60 respectivamente. Los metabolitos dansilados se detectaron por 

fluorescencia a 364 nm de excitación y 510 nm de emisión.  

 

7.4 Determinación de las actividades de las enzimas del metabolismo antioxidante 

Para la determinación de las actividades enzimáticas y flujos metabólicos, las 

pastillas de parásitos se resuspendieron en 80 µL de amortiguador de lisis 

adicionado con DTT 0.1 mM e inhibidor de proteasas PMSF 1 mM. Las células se 

rompieron con tres ciclos de congelación en N2 y descongelación a 37 °C. El 

lisado celular se centrifugó a 20 817 x g durante 10 min y el sobrenadante 

(fracción citosólica enriquecida) se recuperó. 
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Las actividades enzimáticas se determinaron a 37°C en condiciones de 

velocidad inicial, esto es: 1) con concentraciones saturantes de sustratos 

específicos de la reacción; 2) tomando en cuenta los primeros minutos de la zona 

lineal de la reacción, esto es, sin formación evidente de productos. En este caso, 

las enzimas que pueden consumir el producto de la reacción de interés que están 

presentes en el extracto no contribuyen significativamente a la disminución de la 

concentración del producto, ya que las enzimas acoplantes del ensayo están en 

exceso y son las que principalmente transforman el producto de la reacción de la 

enzima medida; y 3) comprobando que los ensayos se realizaran en la parte lineal 

de acuerdo con el contenido de proteína.  

Para asegurar la especificidad de la actividad a evaluar en el extracto, se 

usaron reacciones paralelas con toda la mezcla de reacción, pero en ausencia de 

cada uno de los sustratos específicos; esta velocidad de reacción inespecífica (si 

es que la hubiera), se restó al valor de velocidad obtenida en el ensayo enzimático 

completo. Cabe mencionar que, realizando muchos controles, se pueden 

determinar de manera muy eficiente la actividad de una enzima en muestras 

complejas como son los extractos celulares. Este valor es el que nos dará el 

contenido de enzima ACTIVA en la célula, la cual puede variar si las células se 

exponen a fármacos.  

 

Las actividades de las enzimas glutatión sintetasa (GS) y tripanotión 

sintetasa (TryS) se determinaron monitoreando la producción de ADP (Fig. 7.1) 

con un ensayo acoplado a las enzimas piruvato cinasa y lactato deshidrogenasa. 

La mezcla de reacción contenía amortiguador de ensayo Hepes 100 mM pH 7.4, 

EDTA 0.5 mM, MgSO4 10 mM, KCl 100 mM, NADH 0.2 mM, DTT 5 mM, PEP 2 

mM, ATP 1 mM y los sustratos específicos. Para la GS, de gama-glutamilcisteína 

(γEC) 0.4 mM y de glicina (Gly) 8 mM con la que se inició la reacción (Fig.7.1-a). 

Para la TryS, Spd 10 mM y la reacción se inició con GSH 1 mM (Fig.7.1-b). Los 

ensayos se monitorearon mediante un espectrofotómetro a 340 nm por la 

desaparición del NADH. 
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Figura 7.1. Esquemas de los sistemas acoplantes que se utilizaron para monitorear las actividades 

de las enzimas a) GS y b) TryS. 

 

La actividad de la tripanotión reductasa (TryR) se determinó a 37°C por el 

consumo de NADPH al reducir el disulfuro de tripanotión (TS2) a T(SH)2, lo cual se 

monitoreó espectrofotométricamente a 340 nm. La mezcla de reacción contenía 

amortiguador Hepes 40 mM pH 7.4, EDTA 1 mM, NADPH 0.24 mM y TS2 0.25 

mM. La reacción se inició con el extracto celular (Fig. 7.2). 

 

Figura 7.2. Reacción de la enzima TryR se monitoreó espectrofotométricamente por el consumo 

del NADPH por parte de la enzima presente en el extracto celular.  
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La actividad de la TXNPx se determinó como se reportó por el grupo de trabajo 

(González-Chávez et al., 2015) (Fig. 7.3), mediante la reconstitución in vitro de la 

vía antioxidante de desintoxicación de peróxidos con la TryR, TXN en presencia 

del metabolito reductor específico T(SH)2. Brevemente, la reacción contenía 

amortiguador Hepes 40 mM (EDTA 1 mM pH 7.4), hidroperóxido de cumeno 

(cumOOH) 0.1 mM, T(SH)2 0.45 mM y se monitoreó espectrofotométricamente la 

oxidación del NADPH a 340 nm, iniciando la reacción con el extracto celular 

debido a que se tienen que restar la reacción espuria que existe entre el T(SH)2 y 

el cumOOH. La especificidad del ensayo se determinó en una reacción en 

ausencia de TXN.  

 

NADPH TS2
TXNred

NADP+ T(SH)2 TXNox TXNPxred

TXNPxox

cumOOH

cumOH

TryR

 

Figura 7.3. Reacciones del sistema acoplante que se utilizó para medir las actividades enzimáticas 

de la TXN y de la peroxidasa. 

 

Cabe mencionar que, en esta tesis, la reacción de oxido-reducción de la proteína 

TXN se analizó de manera enzimática (con constantes de afinidad para sus dos 

sustratos T(SH)2 y TXNPx) más que con los datos de su potencial redox, ya que 

dependiendo del enfoque del estudio se puede analizar de las dos maneras (Pillay 

et al., 2011; González-Chávez et al., 2015, González-Chávez et al., 2019). Estos 

valores de actividad de TXN son útiles para comparar los cambios en las 

actividades (contenidos de enzima o proteína ACTIVA) de todas las enzimas del 

sistema antioxidante. 
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7.5. Evaluación del flujo metabólico de reducción de peróxidos  

La determinación del flujo metabólico de reducción de peróxidos (Fig. 1.9-b) 

consistió en una evaluación ex vivo en extractos celulares de parásitos expuestos 

a distintas concentraciones inhibitorias del crecimiento celular de fármacos, con 

sus respectivos controles (sin fármacos), mediante el monitoreo de la reducción 

del NADPH y el cumOOH en las mismas condiciones de amortiguador de 

reacción, pH y temperatura que se utilizaron para medir la Vm de las enzimas del 

metabolismo antioxidante. 

Para asegurar la homogeneidad en los ensayos, se hicieron mezclas de 

reacción que contenían NADPH 0.16 mM, T(SH)2 0.45 mM y extracto celular, se 

determinó la reducción del TS2 por la acción de la TryR del extracto. Se añadió 

NADPH nuevamente y se esperó a que la reducción del TS2 fuera completa (sin 

cambio en la absorbancia). Posteriormente, se inició la reacción con cumOOH 0.1 

mM. La actividad que se observa una vez iniciada la reacción es la suma del flujo 

de reducción del cumOOH más la interacción del cumOOH con el T(SH)2, por ello 

en cada ensayo se realizó el siguiente control: NADPH, T(SH)2, TryR 

recombinante (esperar basal de reducción del TS2) y cumOOH, la reacción no 

enzimática entre el cumOOH y el T(SH)2 se restó en cada determinación de 

actividades de extractos celulares. En ausencia del T(SH)2 no hay oxidación 

inespecífica de NADPH. 

 

7.6. Purificación de enzimas recombinantes para los ensayos enzimáticos 

La clonación y sobreexpresión de los genes codificantes para las enzimas que se 

utilizaron para los sistemas acoplantes en las determinaciones de actividades 

enzimáticas se realizaron previamente en el laboratorio (Olin-Sandoval et al., 

2012). Para la purificación de las enzimas recombinantes se cultivaron células E. 

coli BL21 transformadas con el plásmido pET28 conteniendo un promotor T7 lac y 

el gen que codifica para las enzimas recombinantes, etiquetado con cola de 
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histidinas. Se indujo la sobreexpresión de las enzimas por método de 

autoinducción; brevemente, se realizó un precultivo con un inóculo de colonias 

transformantes suplementadas con 100 µg de kanamicina/mL y se incubó a 37 ºC 

en agitación durante 16-18 h. Se inocularon 2.5 mL de dicho precultivo en 

matraces de Erlenmeyer por cada 250 mL de cultivo de autoinducción (tryptona 

1%, extracto de levadura 0.5%, glicerol 0.5 %, glucosa 0.05 %, α-lactosa 0.2 %, 

NaH2PO4 12.5 mM, KH2PO4 12.5 mM, NH4Cl 25 mM, Na2SO4 2.5 mM y MgSO4 2 

mM) suplementado con kanamicina y se incubó a 37 ºC en agitación; 4 h después, 

la sobrexpresión se favoreció al cambiar la temperatura de incubación a 25 ºC en 

agitación, durante 16-18 h.  

Las células se cosecharon a 4 500 x g y se resuspendieron en 10 mL de 

amortiguador de lisis para E. coli (trietanolamina 100 mM, pH 7.4, NaCl 300 mM e 

imidazol 2 mM) y se lisaron por sonicación. Las proteínas se purificaron por 

cromatografía de afinidad a metales con resina de intercambio iónico acoplada a 

cobalto (TALON metal-affinity resin; Clontech). Después de sonicar, el lisado 

celular se centrifugó a 20 817 x g y el sobrenadante clarificado se incubó con la 

resina por 45 min en agitación a temperatura ambiente. Se hicieron tres lavados 

con 10 mL de amortiguador de lisis, posteriormente un lavado con amortiguador 

de lisis con imidazol 10 mM y finalmente las enzimas se eluyeron con 

amortiguador de lisis con 100 mM de imidazol. Las enzimas se concentraron en un 

amicón con filtro (Milipore) centrifugando media hora a 4 500 x g. Las enzimas se 

guardaron a -20 ºC en dilución1:2 con glicerol estéril. La estabilidad de las 

enzimas se preservó hasta un máximo de tres semanas después de su 

purificación. 

 

7.7. Cuantificación de proteína 

El procesamiento de las muestras de proteína correspondientes a los metabolitos 

consistió en tomar 1 mL de los distintos cultivos de parásitos expuestos por 24 h a 

Bnz ó Nfx; se lavaron con PBS, se centrifugaron a 4 500 xg durante 10 min y se 
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resuspendieron en 100 µL de solución A de Lowry (NaCO3 2%, NaOH 0.4%, 

tartrato de Na-K 0.16% y SDS 1%). En las actividades enzimáticas y flujos 

metabólicos se hicieron diluciones 1:10 de las fracciones citosólicas enriquecidas 

que se utilizaron en los ensayos.  

El contenido proteico se cuantificó por el método de Lowry (Lowry et al, 

1951). Se adicionó 1 mL de una mezcla 49:1 de solución A y B (CuSO4 4%), se 

agitó e incubó 10 min a T.A. Posteriormente, se añadieron 100 µL de reactivo 

Folin-Ciocalteau diluido 1:2 con H2O y se incubó 20 min a T.A. Se determinó la 

absorbancia de las muestras en un espectrofotómetro a 660 nm. 
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8. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

8.1 Validación del criterio de viabilidad celular de T. cruzi 

En los estudios con T. cruzi, se utiliza la movilidad del parásito como un criterio de 

viabilidad, ya que no se cuenta con colorantes vitales efectivos que permitan 

diferenciar entre parásitos vivos y muertos.  

En la figura 8.1 se muestran los resultados tras 24 h de exposición a Bnz. 

Se contaron en el microscopio en cámara de Neubauer los parásitos móviles, los 

parásitos totales (los móviles más los no móviles) y la concentración de proteína 

correspondiente a cada cultivo. Se observa que a partir de 35 µM de Bnz, la 

concentración de proteína se mantiene constante y es en dicha concentración 

donde se empiezan a observar parásitos no móviles con cambios en la morfología.  
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Figura 8.1. Correlación de: parásitos móviles en cuadros, parásitos totales (móviles + no móviles) 

en círculos y contenido de proteína en triángulos con respecto a distintas concentraciones de Bnz. 

n=2. 
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La viabilidad se evalúa como un indicador del estado metabólico de la célula 

mientras que la cantidad total de proteína celular se puede usar como un estimado 

de la biomasa celular. Aunque se puede determinar una relación entre proteína 

total y número de parásitos, el contenido de proteína no puede considerarse un 

parámetro de viabilidad, ya que los parásitos muertos y sin lisar contribuyen a la 

proteína total de la muestra. 

Debido a que, el ATP es la molécula energética más importante para las 

células, sus niveles de concentración deben ser estables y esto sólo es posible en 

células metabólicamente activas (Nelson y Cox, 2015). Para comprobar si los 

parásitos no móviles seguían siendo metabólicamente activos, se determinó el 

contenido de ATP en parásitos expuestos a 0, 20, 40 y 100 µM de Bnz. En la 

figura 8.2 se observa que en 20 µM de Bnz, concentración en la cual hay 100% de 

movilidad en los parásitos, el ATP presentó una disminución de 30-40 %, mientras 

que con 40 y 100 µM de Bnz el ATP disminuyó en un 70% lo que nos sugiere que, 

en estas últimas concentraciones, la viabilidad está muy comprometida.  

Estos resultados concuerdan con otros hallazgos del grupo de trabajo con 

el parásito Entamoeba histolytica en el que se analizó la dependencia de la 

viabilidad celular con el contenido de ATP. Se determinó que una disminución 

mayor del 50% en el contenido del ATP compromete la viabilidad celular (Pineda 

et al., 2015). Este mismo comportamiento se ha observado en células tumorales 

(resultados sin publicar).    
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Figura 8.2. Contenido de ATP en células expuestas 24 h a Bnz (20-100 µM) en dos experimentos 

de cultivos celulares independientes. 100%=6.7 ± 1.5 nmoles/mg de proteína. 

Con base a los resultados anteriores, se decidió trabajar con concentraciones de 

fármaco que sólo afectaran el crecimiento celular de los parásitos sin que tengan 

efectos importantes en la viabilidad, ya que esto es vital para determinar cambios 

en el metabolismo antioxidante de únicamente las células metabólicamente 

activas. Debido a que en concentraciones letales de los fármacos los resultados 

metabólicos no son confiables, el metabolismo normalmente se evaluó en cultivos 

celulares con viabilidad mayor al 85%. Se usó el criterio de movilidad como 

parámetro de viabilidad. 

8.2 Efecto de los fármacos en el crecimiento de los parásitos 

En la figura 8.3 se muestra el efecto citostático del Bnz y del Nfx después de 24 h 

de exposición a los compuestos. Se evaluó el crecimiento relativo donde el 100% 

es el valor de la resta de la concentración de parásitos después de 24 h de 

exposición menos la concentración de parásitos del día 0 de exposición. 
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Figura 8.3. Crecimiento relativo de parásitos expuestos 24 h a Bnz ó Nfx a 28 °C en medio 

LIT. a) cultivo celular expuesto a Bnz, n=10 cultivos celulares independientes y b) cultivo 

celular expuesto a Nfx, n=8 cultivos celulares independientes.  
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En el ajuste de los datos experimentales se observa cómo responde la población 

de parásitos al estrés provocado por los fármacos. Para el Nfx, el patrón de 

decaimiento es abrupto, al mostrar una disminución en el crecimiento de por lo 

menos el 10% desde la primera concentración que se utilizó. En contraste, para el 

Bnz se observa una ventana de ligera resistencia en las primeras concentraciones 

del fármaco, por lo que tiene un valor de IC50 mayor.  

En la Tabla 2, se muestran las concentraciones necesarias para disminuir el 

crecimiento celular en un 50% (IC50). La IC50 para el Bnz fue 3.6 veces mayor con 

respecto al Nfx, lo que indica que este último es más potente que el Bnz. Este 

efecto tóxico mayor para el Nfx puede deberse a que presuntamente tiene un 

efecto doble en su mecanismo de acción: además de generar metabolitos 

electrofílicos, también provoca estrés oxidante a través de la producción de EROs 

(Maya, 2007). Esto correlaciona bastante bien con el hecho que en la clínica se 

suministran dosis menores de Nfx para los pacientes bajo tratamiento 

(CENAPRECE SSA, 2015). No se observaron efectos en el crecimiento celular 

ocasionados por el volumen máximo utilizado del vehículo. 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2. Concentración de los fármacos que inhiben el 

crecimiento celular en un 50% (IC50). Entre paréntesis se indica 

el número de cultivos de parásitos independientes que se 

determinaron. 

 

Tabla 2. Concentración de los fármacos que 
inhiben el crecimiento celular en un 50% (IC50). 

           IC50 a fármacos 

Bnz 11.4 ± 3 µM (10) 

Nfx 3 ± 0.8 µM (8) 
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8.3 Perfil de tioles en parásitos expuestos a los fármacos 

La dinámica de los tioles libres Cys, GSH y T(SH)2 en los parásitos expuestos a 

los fármacos se muestra en la Fig. 8.4. En los parásitos expuestos a Bnz se 

observó un aumento en la poza de Cys hasta 10 μM de Bnz y por arriba de esta 

concentración se reestablecieron los valores normales con respecto al contenido 

de Cys del control. La poza de GSH aumentó en todas las concentraciones de Bnz 

que se evaluaron, aunque sólo hubo diferencias estadísticamente significativas a 

concentraciones de 1.5 y 3 µM de Bnz. En el caso de los parásitos expuestos 24 h 

a Nfx, la Cys y el GSH mostraron patrones de cambio muy similares observándose 

una tendencia al alza, a excepción de la concentración más alta del Nfx en donde 

se observó que disminuyeron ligeramente respecto a la condición sin el fármaco. 

En cuanto al T(SH)2, este mostró un patrón de comportamiento dual con 

respecto a la condición más parecida a la IC50 de Bnz (11 µM), mostró una 

tendencia a disminuir en las concentraciones de 1.5 y 3 μM de Bnz a pesar de 

tener el GSH precursor en exceso, mientras que se incrementó significativamente 

en 10, 15 y 20 µM de Bnz para después disminuir y reestablecerse a los niveles 

del control. Con respecto al contenido de T(SH)2 en los parásitos expuestos a Nfx, 

sus pozas disminuyeron desde la concentración más baja en que se evaluó. Se 

redujeron de un 20% hasta un 60%, siendo Nfx 5 µM, de la concentración en la 

que se presentó el pico más evidente de disminución.  

Los resultados anteriores se pueden explicar e interpretar de la siguiente 

manera. En las vías metabólicas de las células, la concentración de cada 

metabolito intermediario depende del balance que existe entre su tasa de síntesis 

y su tasa de consumo (Nelson y Cox, 2015). Las concentraciones de Bnz menores 

a la IC50, posiblemente, no fueron suficientes para provocar un estímulo en la 

síntesis del T(SH)2. Por consiguiente, sus concentraciones disminuyeron como 

resultado de un posible aumento en su consumo provocado por la unión covalente 

a metabolitos electrofílicos derivados del fármaco y su consecuente expulsión 
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(Trochine et al.,2014) o por el etiquetado de proteínas con T(SH)2 en respuesta al 

posible estrés oxidante que podría provocar el fármaco (tripanotionilación de 

proteínas) (Ulrich et al., 2017). Sin embargo, la acumulación de Cys y GSH 

también podrían sugerir una posible disminución en la síntesis de T(SH)2, ya sea 

porque se haya afectado la actividad de la TryS o debido a la limitación de los 

precursores poliaminas. 

A concentraciones más altas de Bnz, el estímulo de estrés que provoca el fármaco 

podría ser suficiente para generar una respuesta compensatoria para incrementar 

la síntesis de GSH y T(SH)2 dando como resultado la disminución simultánea de 

Cys. Alternativamente, se pudo activar otro mecanismo que llevara al aumento de 

estos dos metabolitos, tal como una disminución en la tasa de su consumo 

provocado por el daño a las enzimas dependientes del T(SH)2. De manera muy 

relevante, en el tratamiento con el Bnz, los tioles totales parecen no modificarse 

drásticamente. 

Estos datos contrastan con lo publicado previamente por Repetto en 1996 y 

Maya en 1997, en donde reportan que parásitos expuestos a 50 o 100 µM de Bnz 

respectivamente, durante 2 h, disminuyen la concentración de tioles reducidos 

entre 60 y 80%. Al reducir enzimáticamente dichos tioles remanentes no se 

observaron cambios en sus concentraciones, con lo cual los autores sugieren que 

las concentraciones reportadas son las concentraciones de tioles totales. 

 Sin embargo, estos experimentos se realizaron en tiempos cortos y a 

concentraciones de 5 a 10 veces más altas que las utilizadas en este proyecto. En 

tratamientos agresivos de tiempos cortos, las pozas de T(SH)2 disminuyen 

drásticamente, mientras que en tratamientos prolongados (24 h) y a dosis 

inhibitorias de crecimiento, los efectos del Bnz son opuestos a lo reportado. 
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Figura 8.4 Perfil de tioles en parásitos expuestos a Bnz y Nfx. a) porcentaje de la concentración de tioles totales en parásitos expuestos 24 h a 

Bnz y b) porcentaje de la concentración de tioles totales en parásitos expuestos 24 h a Nfx. El cuadro punteado señala la concentración más 

cercana a la IC50 de cada fármaco; IC50Bnz=11µM, IC50Nfx= 3 µM. 100% (nmol/mg proteína celular): Cys= 5.9 ±1.8; GSH=8.2±1.6; 

T(SH)2=2.5±0.98. 
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Estas diferencias podrían explicarse considerando que la toxicidad de un 

compuesto en un sistema biológico depende de la concentración y el tiempo de 

exposición, además de posibles mecanismos compensatorios que pueden 

producirse en tiempos prolongados de exposición, tal como lo observaron Andrade 

et al. (2008) en epimastigotes y Rigalli et al. (2016) en células HepG2 expuestas a 

Bnz.  

En comparación con los cambios observados en los tioles con el Bnz, en los 

parásitos expuestos a Nfx la tasa de síntesis del T(SH)2 parece estar rebasada por 

la alta tasa de consumo de dicho metabolito, esto a pesar de existir altos niveles 

de Cys y GSH. La disminución en el T(SH)2 puede deberse a que: 1) haya 

disminuido la tasa de su síntesis debido a una limitación de las poliaminas 

(Spd/Put), el otro precursor del metabolito, o a la inhibición de la TryS, o 2) que la 

tasa del consumo de T(SH)2 haya aumentado ya sea por la producción de EROs o 

por la reducción secuencial del Nfx (Hall, 2011). 

La oxidación excesiva del T(SH)2, o su conjugación con metabolitos 

electrofílicos o con proteínas oxidadas producidas por el tratamiento con el Nfx, 

podrían inducir la expulsión del tripanotión oxidado o los conjugados, 

respectivamente, con el fin de mantener el balance redox de la célula 

(Mukhopadhyay et al., 1996; Perea et al., 2016; Perea et al., 2018). Sin embargo, 

que el efecto se vea reflejado sólo en el T(SH)2, y no en la Cys o el GSH, 

probablemente se debe a que todo el sistema enzimático de desintoxicación de 

peróxidos (TXN, TXNPX, GPX, APX) depende casi exclusivamente del T(SH)2 

(Ollin-Sandoval, Moreno-Sánchez y Saavedra, 2010) (Fig. 1.9). Por ello, la 

disminución en las pozas de T(SH)2 en los parásitos expuestos a Nfx podría ser 

principalmente a causa de la desintoxicación de las EROs o por el gasto de T(SH)2
 

a causa de la reducción secuencial que sufre el Nfx (Hall, 2011).  

El T(SH)2 es el principal metabolito que protege al parásito contra el daño 

ocasionado por estrés oxidante gracias a las características fisicoquímicas que 

éste posee, como la formación favorecida del disulfuro por ser un ditiol y la carga 
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positiva de la Spd que le confiere mayor reactividad. La acumulación de Cys y 

GSH podría indicar el papel secundario de estos tioles en el proceso de defensa 

contra el estrés que provoca el Nfx. 

La capacidad del Nfx para disminuir las pozas de T(SH)2 podría ser la 

explicación del por qué este fármaco es más potente y también más tóxico; al 

disminuir las concentraciones del tiol no sólo compromete la capacidad 

antioxidante del parásito con la desintoxicación de peróxidos, sino que también 

podría estar afectando otras funciones celulares. Entre las posibles funciones 

celulares perjudicadas están: el metabolismo fierro-azufre de las metaloproteínas 

(Kumar et al., 2011), el cociente de NADPH/NADP+, la síntesis de 

desoxirribonucleótidos por disminuir hasta en un 60% las concentraciones de 

T(SH)2 (Dormeyer et al., 2001), el UMSBP (proteína universal de unión a la 

secuencia del minicírculo, por sus siglas en inglés) involucrado en la iniciación de 

la replicación del cinetoplasto (Sela, Yaffe y Shlomai, 2008) y/o la tripanotionilación 

de proteínas (Ulrich et al., 2017). 

 

8.4 Dinámica de tioles en tiempos cortos de exposición a Bnz 

Se exploró si en tiempos cortos de exposición a los fármacos las pozas de tioles 

se ven modificadas de manera similar a cuando los parásitos se exponen a 24 h o 

se comportaban según la bibliografía. Los parásitos se expusieron a 10 µM de Bnz 

ó a 3 µM de Nfx (IC50) en medio LIT completo y se determinaron los tioles totales a 

diferentes tiempos (Fig. 8.5).  

Para las muestras control sin el fármaco, se observó que las 

concentraciones de Cys tienden a aumentar durante las primeras 6 h de 

exposición. En el caso del GSH, se mantuvo relativamente constante durante las 

24 h mientras que el T(SH)2 disminuyó a partir de las 2 h. A las 24 h las pozas de 

este tiol disminuyeron un 70% con respecto a las concentraciones de T(SH)2 de 

los parásitos en el tiempo cero.  
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Por otro lado, en los parásitos tratados con Bnz ó Nfx, el comportamiento de 

la Cys y el GSH es relativamente similar al control; sin embargo, se observa una 

tendencia en las pozas de T(SH)2, estas decaen significativamente durante las 

primeras dos horas de exposición a los fármacos. Cualitativamente, a las 24 h 

existe un patrón similar a lo descrito en la Fig. 8.4, en la que la disminución del 

T(SH)2 es mayor con el Nfx que con el Bnz. 

En rutas metabólicas, las concentraciones de los intermediarios en estado 

estacionario se mantienen relativamente constantes (aunque diferentes para cada 

intermediario) (Nelson y Cox, 2015). Al ser el T(SH)2 un metabolito tan esencial e 

importante para los procesos redox tendría que ser muy estable, a menos que 

haya un estrés intenso o una perturbación cuyo mecanismo de acción afecte de 

manera directa a este metabolismo. Como indican las exposiciones a 24 h, el 

mecanismo de acción del Bnz parece no tener efecto directo o dramático en las 

concentraciones de tioles totales, mientras que en el caso del Nfx, el cambio en 

las pozas del T(SH)2 es más evidente, al parecer, por la pérdida del metabolito. Al 

respecto, cabe la posibilidad de que el metabolito oxidado se expulse al medio 

extracelular (Perea et al., 2018), pueda degradarse o unirse a proteínas. Se ha 

determinado que en condiciones de estrés las proteínas además de glutationilarse, 

también se pueden unir al T(SH)2 (tripanotionilación) (Ulrich et al., 2017). 

Una vez más, pareciera que el comportamiento de los metabolitos con 

grupos tiol no coincide con lo citado en la literatura; sin embargo, aunque el tiempo 

de exposición coincide, las concentraciones que se utilizaron fueron diez veces 

menores, por lo que no habría que esperar los mismos resultados. 
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Figura 8.5 Perfiles temporales de tioles 

totales en epimastigotes de T. cruzi 

expuestos a 10 μM de Bnz o 3 µM de Nfx. 

Se muestran los cambios en porcentaje, de 

las concentraciones de a) Cys, b) GSH y c) 

T(SH)2 con respecto al tiempo cero de 

exposición. n=3-5 cultivos independientes. 
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8.5 Efecto de los fármacos en las pozas de poliaminas 

Para determinar si los cambios que presentaron las pozas de T(SH)2 por el 

tratamiento de los fármacos se debían a una limitación en el abastecimiento del 

segundo precursor, la Spd, y a su vez de su precursor Put, estos metabolitos se 

determinaron en paralelo y los resultados se muestran en la Figura 8.6.  

En el caso del Bnz, las concentraciones de Put mostraron un patrón de 

aumento en los parásitos, pero sin diferencias significativas. Así también, se 

observaron fluctuaciones en las concentraciones de Spd con tendencia a disminuir 

en las concentraciones cercanas a la IC50 siendo estadísticamente significativas en 

las concentraciones de 10 y 15 µM. Esto es coherente con el aumento de T(SH)2 

registrado en esas mismas concentraciones: las concentraciones de Spd 

disminuyeron debido a que su demanda aumentó, por un incremento en la síntesis 

de T(SH)2. 

La poza de Put en los parásitos expuestos 24 h a Nfx no mostró cambios 

relevantes, mientras que la Spd mostró una tendencia al aumento y los cambios 

fueron estadísticamente significativos en las concentraciones de 2.5 y 5 µM de Nfx, lo 

que podría sugerir una disminución en la síntesis de T(SH)2. Sin embargo, dichos 

cambios no fueron mayores al 30% (Fig. 8.6).  

Por lo tanto, la disminución del T(SH)2 en las concentraciones menores a la 

IC50 del Bnz y en todas las concentraciones de Nfx que se evaluaron, no se debe a la 

restricción de poliaminas ya que éstas se encuentran en concentraciones similares o 

en exceso con respecto a sus respectivos controles. Esto indica que las poliaminas 

no son limitantes para la síntesis de T(SH)2. 
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Figura 8.6 Perfil de poliaminas en porcentaje de epimastigotes expuestos 24 h a diferentes concentraciones de a) Bnz y b) Nfx. Los nmoles 

totales de los metabolitos se normalizaron por la concentración de proteína total. n=6 cultivos independientes de parásitos. 100%(nmoles/mg 

proteína) Put= 8.2±2 y Spd=19±3. 
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8.6 Efecto del tratamiento con los fármacos en las actividades enzimáticas de la vía 

metabólica antioxidante del parásito 

Se evaluó si los parásitos tratados con Bnz o Nfx mostraban cambios en las 

actividades de las enzimas involucradas en el metabolismo del tripanotión (Fig. 8.7). 

En los parásitos expuestos 24 h a Bnz, la actividad de la TryR no mostró diferencias 

significativas ni patrones de cambio. De manera muy interesante, la TXN y la TXNPx 

mostraron una tendencia a disminuir sus actividades mientras que la GS presentó 

una tendencia a incrementarse sólo en la concentración de 30 µM.  

La TXN es un componente que controla el flujo de reducción de peróxidos 

(González-Chávez et al., 2015; González-Chávez et al., 2019), además de transferir 

equivalentes reductores del T(SH)2 a múltiples proteínas blanco como a 

peroxiredoxinas, a la ribonucleótido reductasa o al UMSBP (Dormeyer et al., 2001; 

Sela, Yaffe y Shlomai, 2008). La disminución del 95% en la concentración de TXN 

citosólica (cTXN) incrementa 4 veces la concentración de T(SH)2 y 2 veces la de 

GSH tras 24 h de inducción de ARNi. Esta disminución en la expresión de la TXN 

afectó la capacidad de desintoxicación de H2O2 en el parásito T. brucei (Comini, 

Krauth-Siegel y Flohé, 2007). Con dichos antecedentes, se puede especular que la 

acumulación de T(SH)2 en dosis de Bnz mayores a la IC50 (Fig. 8.4), puede deberse 

a que el sistema de desintoxicación de peróxidos se encuentra comprometido y el 

T(SH)2 no pueda utilizarse para reducir a los peróxidos. Desafortunadamente, las 

actividades de las enzimas gECS y TryS están debajo del límite de detección del 

ensayo, por lo que no se sabe si cambiaron, a diferencia de la GS que no mostró 

cambios significativos. 

En el caso del tratamiento con el Nfx, los parásitos no presentaron cambios 

significativos en las actividades a concentraciones menores de la IC50; sin embargo, 

a concentraciones mayores, la GS y la TryR presentaron una tendencia a la baja 

mientras que la TXN y TXNPx se afectaron menos (Fig. 8.7). La relativamente poca 

afectación de la TXN y la TXNPx podría ser parte de la explicación de la disminución 

de la poza de T(SH)2 (Fig. 8.4). 
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Figura 8.7 Determinación de actividades enzimáticas. Porcentaje de las actividades enzimáticas de la fracción citosólica de epimastigotes 

expuestos 24 h a los fármacos a) Bnz y b) Nfx. 100% (nmol/min.mg proteína de extracto celular): Determinados: TryR= 267 ± 97; TXN= 35 ± 9; 

TXNPx= 119 ± 39; GS= 14 ± 6. Reportados: GS= 8.6 ± 2.3; TryR= 264 ± 150/195±60; TXN= 88 ± 14; TXNPx=177 ± 9/179 ± 42 (Olin-Sandoval, 

et al., 2012; González-Chávez et al., 2015).
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Las enzimas implicadas en la reducción de los peróxidos (TXN, TXNPx) no se 

encontrarían afectadas, mientras que la TryR, aunque está parcialmente inhibida, es la 

enzima que más actividad presenta en este sistema reductor de peróxidos. Por lo tanto, 

si el Nfx genera ROS, el sistema enzimático de reducción de peróxidos, en términos 

generales, se encuentra en condiciones basales; por lo que utilizaría activamente y de 

manera eficiente al T(SH)2 para reducir los peróxidos (Olin-Sandoval, Moreno-Sánchez 

y Saavedra, 2010), con la concomitante oxidación y probable pérdida del mismo. 

El análisis de las enzimas del metabolismo de síntesis y consumo del T(SH)2 

sugieren fuertemente que los mecanismos citotóxicos del Bnz y del Nfx son diferentes. 

Aunque los efectos del Bnz requieren más estudios, los datos de esta tesis sugieren 

que el Nfx genera estrés oxidante al utilizar de manera muy activa al T(SH)2.  

 

8.7 Efecto del tratamiento de los fármacos en el flujo de reducción de peróxidos  

Los parásitos tratados con Bnz mostraron una disminución en el flujo ex vivo (flujo 

medido en extractos celulares) de reducción de peróxidos de alrededor de un 30% en la 

concentración más alta que se evaluó (20 µM) (Fig. 8.8). Esto podría sugerir que la 

disminución que presentaron los parásitos en la actividad de la TXN y la TXNPx (20-

40%) después del tratamiento con el fármaco, es suficiente para disminuir el flujo de la 

vía metabólica. Estos resultados concuerdan con lo reportado anteriormente en nuestro 

laboratorio, donde se determinó que la TXN tiene un alto control del flujo metabólico de 

esta vía (González-Chávez et al., 2015, González-Chávez et al., 2019). 

En relación con el flujo ex vivo de reducción de peróxidos en parásitos tratados con Nfx, 

este no cambió significativamente (Tabla 3) lo que concuerda con el hecho de que la 

TXN y la TXNPx, las enzimas directamente responsables de la reducción del peróxido, 

mantuvieron su actividad hasta 5 µM de Nfx (Figura 8.7). Estos datos coinciden con el 

efecto propuesto para el Nfx, el cual provoca un ciclo redox de generación de ROS 
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Tabla 3. Efecto de los fármacos en el flujo metabólico de reducción de peróxidos tras 24 h de 

exposición a Bnz ó Nfx. n=4 experimentos de cultivos independientes. 

 

 (Maya et al., 2007) estimulando el uso del T(SH)2, provocando una disminución en la 

poza de este metabolito debido a su expulsión en forma de TS2 (Fig. 8.4) (Perea et al., 

2018). 

Cabe resaltar, aunque hubo una disminución del 50% en la actividad de la TryR 

con el tratamiento con Nfx (Fig. 8.7), el 50% remanente de la actividad de la enzima 

todavía representa un exceso con respecto a las actividades de la TXN y la TXNPx 

(González-Chávez et al., 2015), lo que podría explicar el por qué a pesar de una 

disminución tan evidente en la TryR, no se afectó el flujo ex vivo de reducción de 

peróxidos cuando los parásitos se trataron con Nfx (Fig. 8.8). 

Estos resultados indican que los fármacos tienen un efecto diferente en el 

metabolismo antioxidante del parásito. Mientras que el principal efecto del Bnz es 

mediante la inhibición de la TXN y la TXNPx (muy probablemente por la conjugación del 

Tabla 3. Efecto de los fármacos en el flujo 
metabólico de reducción de peróxidos. 

Fármacos 
(µM) 

 

J nmoles/min*mg 
de proteína 

Ctrl 3.2 ± 1 

Bnz  
 

10  3 ± 1.2 

20  2.3 ± 0.6 

Nfx  
 

3  3.8 ± 1.6 

5  3.6 ± 1.6 
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fármaco con la TXN principalmente) el efecto tóxico más evidente del Nfx es la 

disminución en la poza del T(SH)2, posiblemente por una oxidación excesiva del 

metabolito, que lleva a su expulsión de la célula en su forma oxidada como disulfuro de 

T(SH)2 (Perea et al., 2018). 
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Figura 8.8 Ajustes representativos del flujo metabólico de desintoxicación de peróxidos de parásitos expuestos 24 h a) Bnz y b) Nfx.                   

n=4 experimentos de cultivos independientes.
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9. CONCLUSIONES GENERALES 

 

Se determinó que a concentraciones por arriba de 30 µM de Bnz se compromete la 

viabilidad de los parásitos. Esto correlacionó con una disminución en las 

concentraciones intracelulares de ATP. Por lo tanto, en este proyecto de maestría se 

evaluaron concentraciones inhibitorias del crecimiento celular, debido a que no es 

posible hacer estudios en células metabólicamente inactivas. 

La tendencia al aumento en la síntesis de GSH y T(SH)2 en los parásitos tratados 

con Bnz por tiempos largos (Fig. 8.4 y 9.1), podría indicar la presencia de mecanismos 

compensatorios que no se habían podido observar con las exposiciones realizadas en 

tiempos cortos que se han reportado en la literatura (Repetto et al., 1996; Maya et al., 

1997; Faundez et al., 2005). Así mismo, parece ser que hay un incremento en la 

actividad de la GS, lo que podría inducir un incremento en la síntesis de T(SH)2 y una 

consecuente disminución en las concentraciones de poliaminas. Sin embargo, no se 

pudieron detectar las actividades de la gECS y la TryS para poder comprobar esta 

hipótesis. Tampoco fue posible evaluar cambios en la cantidad de proteína debido a 

que no se cuentan con anticuerpos para dichas enzimas. 

Los resultados a tiempos cortos de exposición al Bnz (Fig. 8.5) sugieren que, 

aunque aumenten parcialmente la Cys y el GSH, el Bnz pareciera no actuar 

directamente a través de la disminución de la poza de T(SH)2 del parásito, ya que la 

dinámica de este último metabolito, podría ser propia de los parásitos en crecimiento. 

Sin embargo, y de manera muy interesante, la TXN disminuyó su actividad reductora en 

los parásitos tratados desde concentraciones bajas de Bnz. Por lo tanto, el efecto del 

Bnz en el metabolismo antioxidante de T. cruzi se debe a que las principales 

enzimas/proteínas responsables de la desintoxicación de peróxidos se encuentran 

inhibidas y, entonces, no hay quien pueda tomar o usar el T(SH)2 disminuyendo el flujo 

de reducción de peróxidos (Fig. 9.1). 

En cuanto al efecto del Nfx que disminuye la concentración de T(SH)2 (Fig. 8.4 y 

9.1), se puede teorizar que el sistema de desintoxicación de peróxidos dependiente del 
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T(SH)2 sí tiene un papel central en el parásito para contender contra este fármaco. La 

disminución en la poza del T(SH)2 puede deberse a un alto consumo de dicho 

metabolito por un sistema enzimático de desintoxicación de peróxidos eficiente debido a 

que las actividades reductoras de la TXN y la TXNPx no se afectaron (Fig. 8.7), aunado 

a que la TXN tiene el mayor control de la vía de desintoxicación de peróxidos 

(González-Chávez et al., 2015 y González-Chávez et al., 2019).  Esta alta eficiencia en 

el consumo del T(SH)2 podría resultar contraproducente en los parásitos tratados con 

Nfx, volviéndolos más sensibles al estrés por EROs, producido por el sistema inmune 

del hospedero, debido a que los parásitos tienen poco T(SH)2. 

Además de un aumento en la demanda del T(SH)2, no se podría descartar la 

posible inhibición de las enzimas responsables de la síntesis de T(SH)2 (γ-ECS y/o 

TryS), debido a la acumulación que se observó de todos los precursores del T(SH)2. 

De manera general, se puede decir que las poliaminas no tienen un papel 

limitante en la síntesis de T(SH)2 en parásitos tratados con el Bnz o el Nfx (Fig. 8.6). En 

ambos casos las pozas de las poliaminas Put y Spd se mantuvieron relativamente 

estables, en intervalos de concentración mM, mientras que las pozas de Cys podrían 

ser limitantes para la síntesis de T(SH)2, ya que ésta se encuentra en intervalos de 

concentración menores a 1 mM. 

El entendimiento de los mecanismos citotóxicos diferenciales de los fármacos 

que actualmente se utilizan para el tratamiento contra la infección por T. cruzi, nos 

puede ayudar a entender también los posibles mecanismos citotóxicos en las células 

del hospedero. Este conocimiento nos podría facilitar a establecer nuevas estrategias 

terapéuticas mediante la modificación de los regímenes terapéuticos de estos fármacos.
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Figura 9.1 Efectos del Bnz y del Nfx en el metabolismo antioxidante de T. cruzi. Cambios del sistema antioxidante de T. cruzi al exponer 

parásitos 24 h a 10 y 3 µM de Bnz y Nfx, respectivamente.
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10. PERSPECTIVAS DEL PROYECTO 

 

-Evaluar marcadores de estrés oxidante. Debido a que existe el debate si el Bnz y el 

Nfx causan estrés oxidante, se debe determinar en los parásitos tratados con estos 

fármacos índices de estrés oxidante, tales como carbonilación de proteínas, producción 

de malondialdehído y estados oxidado/reducido de los metabolitos con grupos tiol. La 

predicción es que los parásitos tratados con Nfx tendrán mayores índices de estrés 

oxidantes que los tratados con Bnz. Esto de acuerdo con los resultados de esta tesis.  

- Evaluar el efecto de los fármacos en enzimas recombinantes con extractos celulares 

de parásitos expuestos al Bnz/Nfx. 

-Analizar si existen cambios a nivel transcripcional y niveles de proteínas de las 

enzimas del metabolismo antioxidante en respuesta al tratamiento con los fármacos 

para identificar posibles mecanismos compensatorios de síntesis de novo de enzimas. 

Aunque se pudo determinar que hubo un incremento en la actividad de la GS con el 

tratamiento con Bnz, no se puede descartar que haya habido incrementos en las 

actividades de las enzimas involucradas en la síntesis de T(SH)2. Se sabe que las 

enzimas que controlan principalmente la síntesis de este metabolito son la γ-ECS y la 

TryS (Olin-Sandoval et al., 2012; González-Chávez et al., 2019). Sin embargo, si hubo 

incremento en estas actividades, estos no fueron mayores a los límites de detección de 

los ensayos enzimáticos y, por lo tanto, no fueron detectables. No obstante, es sabido 

que incrementos leves en las actividades de enzimas que tienen por arriba del 50% del 

control del flujo de una vía metabólica tiene repercusiones importantes en el flujo de la 

misma. El análisis teórico dice que un incremento del doble de una enzima que tiene un 

coeficiente de control del 50% incrementará en 50% el flujo total de la ruta metabólica. 

Por lo tanto, incrementos en las actividades de la γ-ECS o TRyS en principio pueden 

aumentar de manera significativa la síntesis de T(SH)2. En ese sentido, es importante 

determinar si los contenidos de proteína de estas enzimas se incrementan con el 

tratamiento con los fármacos. 
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- Obtener cepas de T. cruzi que sobre expresen γ-EC y TryS para evaluar el efecto del 

Nfx en dichas enzimas y evaluar si son más resistentes al fármaco. 

-Determinar por qué disminuye la concentración de T(SH)2 en los parásitos expuestos a 

Nfx. Este punto es muy relevante, ya que la pérdida del T(SH)2 pudiera deberse a una 

oxidación excesiva del metabolito y su posterior expulsión de la célula para mantener la 

proporción reducida/oxidada de este metabolito (Perea et al., 2018). Asimismo, también 

pueden existir procesos de tripanotionilación de proteínas, lo cual ha sido demostrado 

hasta recientes fechas (Ulrich et al., 2017). 
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