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“La madre naturaleza es una asesina en serie, nadie 

la supera, y es la más creativa. Pero como todo asesino en 
serie, siente el irrefrenable deseo de que la atrapen, ¿de qué 
sirven esos fantásticos crímenes si nadie se lleva el mérito? 
De modo que va dejando migas. Lo más difícil es 
reconocerlas e interpretarlas y a veces lo que creías que era 
el aspecto más brutal y activo de la enfermedad, resulta que 
es su talón de Aquiles. Y a ella le encanta esconder su 
flaquezas” 
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Resumen 
 

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

enzimas conocidas como peroxirredoxinas en todos los estadios y cuya función es 

desintoxicar a los agentes oxidantes, como las especies reactivas de oxígeno 

(ROS). Estas moléculas se consideran factores de virulencia y posibles dianas 

terapéuticas, aunque no existe un fármaco específico contra ellas. La 

peroxirredoxina mitocondrial (TcMPX) es importante en la desintoxicación de ROS, 

tiene un papel importante en la infectividad de T. cruzi. Sin embargo, se desconocen 

sus características estructurales y no se han propuesto posibles inhibidores. El 

objetivo de este trabajo fue describir en detalle algunas características estructurales 

de la TcMPX de la cepa Querétaro del parásito y comparar su estructura con varias 

peroxirredoxinas tanto humanas como de otras cepas de T. cruzi para encontrar 

posibles similitudes, inhibirla mediante el uso de un oligo antisentido (morfolino), 

evaluar los efectos morfo-fisiológicos de estos parásitos modificados y por último, 

reposicionar al antibiótico Tiostreptón como una potencial molécula inhibidora de la 

TcMPX. Se encontró que, además del sitio activo característico de una 

peroxirredoxina 2-cys, esta proteína tiene un posible motivo transmembrana y 

motivos involucrados en la resistencia a la hiperoxidación. El modelo de homología 

sugiere una gran similitud estructural con la peroxirredoxina 3 humana (PRX3). Esta 

similitud se corroboró mediante el reconocimiento cruzado utilizando un anticuerpo 

anti-PRX humana. Además, utilizando acoplamiento molecular se encontró que el 

Tiostreptón, un potente inhibidor de la PRX3 humana, podría unirse a TcMPX y 

afectar su función. Por otra parte, mediante el uso de morfolino, se logró inhibir 50% 

de la expresión de TcMPX en epimastigotes y tripomastigotes. Esta reducción hizo 

más sensibles a los parásitos al estrés oxidante en comparación con parásitos no 

modificados, exhiben una resistencia menor a diferentes concentraciones de 

peróxido de hidrógeno. Estos parásitos sensibles muestran cambios estructurales y 

fisiológicos como pérdida de la arquitectura típica, inhibición en el crecimiento de 

epimastigotes, carbonilación de proteínas, peroxidación de lípidos, disminución en 

la actividad metabólica, incremento en la producción de ROS y reducción en la 



 

infectividad a células Vero. Lo que demuestra la importancia de esta molécula en la 

desintoxicación y como factor de virulencia. También, nuestros resultados muestran 

que Tiostreptón reduce la proliferación de epimastigotes de T. cruzi, tripomastigotes 

derivados de células y tripomastigotes sanguíneos mostrando al mismo tiempo baja 

citotoxicidad en células Vero. También demostramos un efecto sinérgico sobre el 

parásito empleando Tiostreptón y Beznidazol. Por último, se discute la conveniencia 

de buscar alternativas de tratamiento contra T. cruzi mediante el reposicionamiento 

de compuestos como el Tiostreptón y establecer los mecanismos de interacción de 

TcMPX con otras moléculas importantes para la supervivencia de T. cruzi.  
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Introducción 
 
Enfermedad de Chagas (Tripanosomiasis americana) 

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis americana es un problema de 

salud pública que afecta entre 6 y 7 millones de personas, principalmente en 

América Latina (OMS 2021). Esta enfermedad es causada por el protozoario 

hemoflagelado Trypanosoma cruzi, se transmite a diferentes mamíferos, incluido el 

humano. Esta zoonosis fue descrita por primera vez en el año 1909 por el médico 

brasileño Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas. En los inicios del descubrimiento 

de esta enfermedad se creía endémica de Brasil; sin embargo, con el pasar de las 

décadas se reportaron casos en todo Sudamérica, América central y el sur de 

Estados Unidos (Rassi et al., 2010). Existen diversas maneras de contraer la 

enfermedad: por vía oral, congénita, transfusión sanguínea, trasplante de órganos 

y accidentes de laboratorio; sin embargo, la principal es la transmisión vectorial 

(CDC, 2022).  

La enfermedad de Chagas puede manifestarse en dos fases: aguda y 

crónica. En la fase aguda la parasitemia es detectable bajo el microscopio, los 

síntomas suelen ser leves e inespecíficos, estos pueden manifestarse como fiebre, 

malestar general, hepatoesplenomegalia y linfocitosis atípica. En algunos casos, 

puede presentarse un nódulo cutáneo (chagoma) o un edema palpebral prolongado 

e indoloro (signo de Romaña) en el sitio de la inoculación (Bern, 2015). La gran 

mayoría de las infecciones agudas nunca se detectan. En menos del 1% de las 

infecciones, la fase aguda es grave y potencialmente mortal debido a 

meningoencefalitis o miocarditis. Esta forma más severa incluye miocarditis 

fulminante que resulta en una amplia gama de anomalías electrocardiográficas y 

ecocardiográficas, e incluso la muerte secundaria a insuficiencia cardíaca 

congestiva (Murillo-Godínez, 2018). La fase aguda tiene una duración aproximada 

entre 6 y 8 semanas, las primeras líneas de defensa inmune están conformadas por 

macrófagos y células dendríticas que reconocen al parásito mediante patrones 

moleculares asociados a patógenos (PAMP), este reconocimiento da lugar a la 
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activación de estas células y la posterior producción de IL-12. La IL-12 induce la 

síntesis de IFN-g (Andrade y Andrews et al., 2004), TNF y óxido nítrico (NO), lo que 

contribuye a la eliminación del parásito (Andrade y Andrews 2005). Estas citocinas 

proinflamatorias favorecen el reclutamiento de células T, preferentemente linfocitos 

CD8+ que son fundamentales para el control de los parásitos  (Tarleton, 2015). 

Los síntomas de la infección aguda se resuelven en las subsecuentes 

semanas o meses después de la infección. Una vez que esto sucede, la persona 

entra en una fase crónica o indeterminada de la enfermedad de Chagas, 

caracterizada por una parasitemia indetectable a medida que los parásitos invaden 

los tejidos diana. Se desarrollan anticuerpos específicos contra T. cruzi; sin 

embargo, esta respuesta no elimina al parásito y para la mayoría de los pacientes 

esta fase indeterminada dura toda la vida. La fase sintomática crónica aparece años, 

o incluso décadas después de la infección, alrededor del 30% progresa hacia un 

daño orgánico detectable. La manifestación más grave y frecuente es la anomalía 

electrocardiográfica crónica que produce una afectación cardiaca que puede verse 

hasta en un 20-30% de todos los casos, seguida de daño al aparato digestivo en un 

5-20%, y una forma mixta (cardíaca y digestiva) en un 5-20% (Rassi et al., 2010). 

Las características de la miocardiopatía chagásica son variables, el hallazgo más 

común es la miocardiopatía dilatada acompañada de anomalías del sistema de 

conducción. Las manifestaciones eléctricas incluyen bloqueo de rama derecha, 

bloqueo fascicular anterior izquierdo, disfunción del nódulo sinusal y arritmias 

ventriculares. Las anomalías estructurales pueden incluir aneurismas del ventrículo 

izquierdo y embolia secundaria como resultado de la formación de trombos e 

insuficiencia cardíaca (Pino-Marín et al., 2021). El diagnóstico de la enfermedad se 

confirma por serología positiva, detección del parásito por xenodiagnóstico, 

hemocultivo, o por PCR. 

Tratamiento 

Los fármacos actualmente disponibles para el tratamiento de la enfermedad 

de Chagas son el nifurtimox (Nfx) y el benznidazol (Bz). Estos fármacos se 
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introdujeron hace más de 50 años. El Bz es un compuesto heterocíclico que 

contiene un grupo nitro unido a un anillo de imidazol. El Bz se activa por medio de 

la actividad enzimática de las nitroreductasas (NTR) del parásito y tiene actividad 

citotóxica sobre éste (WIlkinson y Kelly et al., 2009). Existen dos hipótesis acerca 

del mecanismo de catálisis. La primera sugiere que está mediada por actividad 

enzimática de NTR tipo II que reduce un electrón después de la generación de 

especies reactivas de oxígeno (ROS). La segunda, propone que existe un proceso 

mediado por la nicotinamida adenina dinucleótido (NADH), en el que las NTR tipo I 

reducen los residuos de 2-nitroimidazol de Bz a hidroxilamina en una transferencia 

de dos electrones. La hidroxilamina se convierte en dialdehído-glioxal, un producto 

altamente reactivo que forma compuestos moleculares complejos de enlaces 

covalentes con ADN, ARN, proteínas y tioles de bajo peso molecular (Patterson & 

Wailley 2014). 

Nfx es capaz de inducir la formación de O2•− (anión superóxido) producido por 

fracciones mitocondriales de T. cruzi; además también es capaz de iniciar la 

producción de peróxido de hidrógeno (H202) en los parásitos, por esto se propone 

que la acción tripanocida del Nfx está mediada por los productos parciales reducidos 

del oxígeno (Docampo & Stoppani, 1979). El segundo mecanismo de acción 

propuesto es mediante la reducción de un electrón catalizada por la NTR tipo II 

(NTR-II), produciendo un radical nitrofurano, que en condiciones aeróbicas da como 

resultado la regeneración del grupo nitro y la producción de O2•− que dismutan a 

H2O2 y O2 catalizadas por superóxido dismutasas (SOD) en una reacción controlada 

por difusión (McCord & Fridovich, 1969). A partir de la formación de aductos de 

glioxal-guanosina, se bloquea la síntesis de nuevas hebras de ADN, mientras que 

los aductos de glioxal-tiol inhiben el sistema antioxidante de T. cruzi, haciendo que 

sea altamente susceptible al daño oxidativo (Trochine et al., 2014). 
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Sin embargo, la eficacia de Nfx y Bz se restringe a las fases iniciales de la 

enfermedad y no son adecuados para el tratamiento de casos crónicos ya que 

pueden provocar diversos efectos colaterales (Goldenberg, 2022); además, existe 

correlación entre las características genéticas del parásito y la resistencia al Bz y 

Nfx, lo que hace a algunas cepas del parásito más resistentes a estos fármacos 

(Martínez et al., 2013).  

Vector transmisor 

Los principales vectores de la enfermedad de Chagas son insectos 

hematófagos popularmente conocidos como chinches besuconas con más de 157 

especies reportadas en el mundo (Alevi et al., 2021). Estos insectos pertenecen al 

orden Hemiptera, suborden Heteroptera, familia Reduviidae, subfamilia 

Triatominae. Las principales especies asociadas a la infección con T. cruzi 

son: Triatoma infestans, Rhodnius prolixus y en México T. dimidiata, el complejo 

Phyllosoma, T. hestakeri y T. recurva (Espinoza et al. 2013; Rojo-Medina et al., 

2018) (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Diferentes especies de triatominos de importancia médica distribuidos en el Continente 

Americano. De izquierda a derecha Triatoma infestans, Rhodnius prolixus y Triatoma pallidipennis. 

Imágenes tomadas de 

https://es.wikipedia.org/wiki/Triatoma_infestans#/media/Archivo:Triatoma_infestans_-_ZSM.jpg, 

http://saberesyciencias.com.mx/2016/05/11/enfermedades-transmitidas-por-insectos-en-puebla/, 

https://entomologytoday.org/tag/rhodnius-prolixus/.Lucio 

Triatoma infestans Rhodnius prolixus  Triatoma pallidipennis  
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Estos vectores tienen un periodo de vida de 15 meses aproximadamente, 

miden entre 2-4 cm de largo, presentan el cuerpo dividido en tres regiones: cabeza, 

tórax y abdomen. Los triatominos son hematófagos, por lo que buscan fuentes de 

alimentación a través de quimio y termo receptores. Estos tienen un desarrollo 

hemimetábolo, poseen una fase de huevo, cinco estadios ninfales y una fase adulta. 

La alimentación con sangre ocurre en todos los estadios después de la eclosión y 

suelen alimentarse por las noches. El insecto se alimenta cerca de las uniones 

mucocutáneas como, los párpados o las comisuras de la boca (de aquí que el 

nombre común “chinche besucona”). Durante la alimentación, la sangre ingerida 

ejerce un efecto mecánico sobre el aparato excretor y T. cruzi se libera en las heces 

del insecto. El hospedero al sentir prurito se rasca, produciéndose micro abrasiones 

e internalizando las heces que contienen al parásito en las zonas cercanas a la 

alimentación (Echeverria y Morillo 2019).  

El insecto transmisor prospera en condiciones de vivienda precarias (paredes 

de barro o carrizo, techos de paja o presencia de animales de corral), por lo que las 

personas que viven en áreas rurales corren mayor riesgo de infectarse. Los 

programas en salud pública implementan métodos para prevenir la transmisión 

como fumigaciones, conocimiento del vector por la población y detección oportuna 

de la enfermedad. anterior, ha disminuido el número de nuevas infecciones, y en 

algunas áreas de Sudamérica, han detenido la transmisión del parásito por parte de 

los insectos vectores. La tasa de infectividad parece variar entre las especies de 

triatominos y se ha demostrado que, aunque las especies domésticas son de gran 

importancia en la transmisión del parásito, son los vectores silvestres los que tienen 

mayores niveles de infectividad (Secretaría de Salud México, 2018) 

 
 
Agente etiológico 
 

T. cruzi es un parásito protozoario caracterizado por la presencia de un 

flagelo y una sola mitocondria en la que se sitúa el cinetoplasto, un orgánulo 

especializado que contiene ADN. Su clasificación taxonómica es la siguiente: 
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Dominio:  Eukarya 
Reino:  Protozoa 
Subreino:  Eozoa 
Phylum:  Euglenozoa 
Subphylum:Glycomonada 
Clase: Kinetoplastea 
Subclase: Metakinetoplastina 
Orden:  Trypanosomatida 
Familia: Trypanosomatidae 
Género: Trypanosoma 
Especie: Trypanosoma cruzi 
 

Tomado de Taxonomía de T. cruzi. Guiry MD, 2022. 
Algaebase  

 
Este organismo pasa por tres estadios que poseen distintas características 

morfológicas y fisiológicas y que se identifican por la posición relativa del 

cinetoplasto en relación con el núcleo celular y del flagelo. 

Los amastigotes son estadios intracelulares de forma redonda miden 

aproximadamente 25 µm de longitud y 2 µm de diámetro. Esta forma se multiplica 

por fisión binaria dentro de la célula hospedera.  

Los epimastigotes tienen una longitud de 20 a 40 μm, también se multiplican 

por fisión binaria y presentan un flagelo libre, que se origina en la posición anterior 

del núcleo. Esta forma se encuentra en el aparato digestivo del vector. 

Los tripomastigotes presentan una membrana ondulante a lo largo de su 

cuerpo y un gran flagelo libre que se origina después del núcleo, esta es la forma 

infecciosa del parásito y no puede multiplicarse. Cuando este estadio está presente 

en la sangre del hospedero se denomina tripomastigotes sanguíneo capaz de 

infectar al vector durante su alimentación (Onyekwelu, 2018). Cuando el parásito se 

localiza en las heces y la orina de los vectores se denomina tripomastigote 

metacíclico y es capaz de infectar a los hospederos. También se pueden originar a 

partir de las formas epimastigotes por un proceso artificial en cultivo que replica el 

proceso de diferenciación en el vector. Estas formas se denominan tripomastigotes 

metaciclogénicos, y cuando se obtienen tripomastigotes a partir de un cultivo celular 

de células de mamífero se nombran tripomastigotes derivados de cultivo. Aunque 
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estos tripomastigotes se parecen morfológicamente, pueden presentar diferencias 

a nivel de expresión de proteínas, infectividad y resistencia. Como se mencionó 

anteriormente, estas formas están presentes durante el ciclo de vida del parásito y 

los cambios que sufre el parásito le permiten sobrevivir a las condiciones variantes 

de su entorno (Figura 2). 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Diferentes estadios del parásito flagelado T. cruzi. Presenta tres estadios 

principales: amastigote (es la forma replicativa intracelular presente en los tejidos), epimastigote 

(forma replicativa en el intestino del vector) y tripomastigote sanguíneo, metacíclico y derivado de 

cultivo (forma infectiva). Imagen elaborada por Lucio Rivera Santiago en Biorender. 

 
Ciclo de vida 

 

El ciclo de vida de T. cruzi se desarrolla en dos tipos de hospederos: los 

mamíferos, incluidos humanos y varias especies de triatominos vectores de la 

familia Reduviidae. Dentro de estos hospederos, T. cruzi tiene que hacer frente a 

diferentes tipos de estrés ambientales como los cambios de temperatura, la baja 

disponibilidad de nutrientes, los cambios en la osmolaridad y la presencia de 

especies oxidantes altamente reactivas (Melo et al., 2020). La respuesta al estrés 

es esencial para la viabilidad del parásito en diversas situaciones, como las 

respuestas al estrés térmico y osmótico durante la transición del insecto al huésped 
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mamífero, y la respuesta al estrés oxidativo cuando invade las células de los 

mamíferos. Por lo tanto, la respuesta al estrés del parásito es importante para la 

transmisión y la patogénesis de la enfermedad. Se ha observado que T. cruzi 

aumenta la síntesis de proteínas de choque térmico (HSP) o enzimas reparadoras 

del ADN cuando se dañan algunas macromoléculas en situaciones de altas 

temperaturas; también hay síntesis de moléculas redox no enzimáticas y aumento 

en la actividad de las enzimas superóxido dismutasas y peroxidasas cuando se 

presenta estrés oxidante (Wilkinson y Kelly 2003, 2009).  

El ciclo de vida comienza cuando un vector se alimenta de un mamífero 

infectado con tripomastigotes sanguíneos, estos viajan al intestino posterior donde 

sufren un proceso de diferenciación a epimastigotes derivado del cambio de pH que 

fluctúa de 5.7 a 8.9 y de la osmolaridad que incrementa hasta 1000 mosm/kg en el 

recto (Kollien et al., 2001). Asimismo, en el intestino grandes cantidades de 

hemoglobina producto de la alimentación es degradada a hemo (Nogueira et al., 

2015), el cual incrementa la producción de ROS, las cuales pueden eliminar al 

parásito. Otro componente importante en la generación de ROS dentro del vector 

es la profenoloxidasa presente en la hemolinfa y en los hemocitos, además participa 

en el proceso de melanización, fagocitosis y encapsulación de parásitos (Machado-

Silva et al., 2016) y la producción de intermediarios de especies de nitrógeno y 

oxígeno. En las heces y en la orina del vector la osmolaridad incrementa de 320 a 

410 mosm/kg y existe un decremento en la cantidad de nutrientes comparado con 

el intestino y una disminución de pH a 5.0, ambos factores ocasionan que el parásito 

se transforme a tripomastigote metacíclico (Gonçalves, et al., 2018); actualmente la 

obtención de tripomastigotes metacíclicos consiste en asemejar estas condiciones 

artificialmente en medios de crecimiento parecidos a la orina de triatomino (medio 

TAU) (Contreras, et al., 1985) 

Una vez dentro de la sangre del hospedero se presenta un estrés calórico, 

mientras que la temperatura del vector es de 27 ºC en el mamífero puede oscilar 

entre 34 ºC a 40 ºC. En el parásito se presenta una alteración en la composición de 

la membrana se incrementa la relación entre los esteroles/fosfolípidos y una gran 
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proporción de ácidos grasos saturados presentes en los fosfolípidos (Florín-

Christensen 1997); además que el pH de la sangre es de 7.4 (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 3. Ciclo de vida de T. cruzi que muestra los diferentes tipos de estrés: térmico, 

osmótico, nutricional, pH y oxidante a los que se enfrenta el parásito dentro de los 

hospederos mamífero y vector. Imagen por Lucio Rivera Santiago elaborada en Biorender. 
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Algunos componentes del sistema inmune del hospedero, principalmente las 

células fagocíticas, combaten la infección fagocitando al parásito, una vez dentro 

del fagolisosoma se producen grandes cantidades de radical superóxido, que puede 

dismutarse a peróxido de hidrógeno o reaccionar con la sintasa de óxido nítrico 

inducible (iNOS) para formar óxido nítrico (NO) y reaccionar para crear peroxinitrito 

(ONOO−) los cuales eliminarán al parásito (Piacenza et al., 2013). A su vez T. cruzi 

posee un eficiente mecanismo de defensa que le permite eludir este estrés oxidante 

y migrar hacia los tejidos, donde se presenta un cambio de osmolaridad con 

respecto a la sangre el cual es de 20 a 30 mosm/kg. Desde su ingreso al hospedero 

en el sitio de inoculación, este parásito interactúa con los elementos de la respuesta 

inmune, tanto extra como intracelulares, como el O2•−, el H2O2  y el ONOO−, así 

como  aquellos derivadas de su propio metabolismo (Finzi et al., 2004; Peloso et al., 

2016). El ciclo culmina cuando el vector se alimenta de nuevo de otro hospedero 

infectado originando descenso de temperatura de 37 ºC a 27 ºC. 

 
Estrés oxidante en T. cruzi 
 
 

Durante la infección en el hospedero mamífero, los macrófagos son la 

primera línea de defensa y son capaces de fagocitar al parásito. Los macrófagos 

tienen dos funciones; por un lado, son importantes células efectoras para el control 

y destrucción de la forma intracelular del parásito por mecanismos oxidativos y no 

oxidativos. Por otro lado, los macrófagos también pueden servir como células 

huésped a largo plazo que facilitan la replicación y supervivencia de los patógenos. 

Los tripomastigotes metacíclicos deben sobrevivir y evadir el ambiente altamente 

oxidativo que se encuentra dentro del fagolisosoma de estas células para establecer 

la infección (Cardoso et al., 2016). Durante la fagocitosis, la NADPH oxidasa 

presente en la membrana de los macrófagos se activa, produciendo anión 

superóxido (O2•−). El O2•− se puede unir a los iones H+ presentes en el medio 

intracelular formando H2O2 o puede reaccionar con el NO derivado de la iNOS, 
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inducido por IFN-γ y TNF, citocinas sintetizadas durante el proceso de infección 

aguda por T. cruzi y que producen ONOO− (Piacenza et al., 2019) (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4. Especies reactivas de oxígeno dentro del fagolisosoma. Después de la 

fagocitosis del parásito, se activa la NADPH oxidasa asociada a la membrana del macrófago, lo 

que produce (O2•−) que se puede convertir en H2O2. Los macrófagos estimulados con citocinas 

proinflamatorias inducen la expresión de iNOS, generando •NO en el citoplasma a partir de la 
oxidación de la L-arginina. El •NO se difunde en la vacuola del fagolisosoma y reacciona con 

O2•− para formar ONOO−. El CO3•, •NO2 y •OH, se producen a partir de ONOO−. Las ROS 

pueden causar varios daños celulares y la muerte del parásito dentro del fagolisosoma 
(Adaptado de Cardoso et al., 2016). 
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El ONOO− es clave para la eliminación del parásito, puede causar daño por 

reacciones directas mediante mecanismos de oxidación de uno o dos electrones a 

varias moléculas, como tioles y centros metálicos, también produce especies 

reactivas secundarias, incluido el radical hidroxilo (•OH), el dióxido de nitrógeno 

(•NO2) y el carbonato (CO3•), que pueden oxidar lípidos, dañar ADN y participar en 

la oxidación, carbonilación y nitración de proteínas (Álvarez et al., 2011). Si el 

tripomastigote es capaz de sobrevivir y establecerse dentro de la célula, se 

diferencia a la forma amastigote, la célula hospedera produce óxido nítrico (NO). El 

NO puede difundirse y alcanzar a los amastigotes intracelulares, lo que lleva a la 

generación de O2•− intramitocondrial y a la formación de ONOO−. El daño oxidativo 

del NO depende en gran medida de su reacción con el superóxido (Gutiérrez et al., 

2019).  

Otro de los componentes celulares encargados de la eliminación de T. cruzi 

son los neutrófilos que contienen grandes cantidades de mieloperoxidasas (MPO) 

que se reclutan temprano en el sitio de la infección. Al igual que en macrófagos, la 

NADPH oxidasa, produce O2•−, además la activación endotelial de la xantina oxidasa 

(XOD) en respuesta a la infección por T. cruzi, también da como resultado una 

mayor producción de O2•− a través de la oxidación de hipoxantina a xantina y ácido 

úrico. El O2•− se recombina espontáneamente con otras moléculas para producir 

radicales libres como H2O2 y OH. La MPO se libera por los neutrófilos activados en 

el medio extracelular, donde utiliza H2O2 y anión cloruro (Cl−), formando ácido 

hipocloroso (HOCl) (Dhiman et al., 2011).  

El HOCl es un poderoso oxidante y reacciona con aminas para formar 

cloraminas y radicales peroxilos. Los pacientes con enfermedad de Chagas crónica 

tienen niveles elevados de mieloperoxidasa (MPO) circulante y nitración de 

proteínas en plasma, además se han identificado proteínas nitradas del huésped en 

lesiones cardíacas en el modelo de ratones con enfermedad de Chagas (Teixeria et 

al., 2015, Piacenza et al., 2019). 
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Defensa antioxidante 
 

Las superóxido dismutasas de hierro (FeSOD) 

 

La historia de coevolución de este protozoario con su hospedero le ha provisto de 

mecanismos de evasión y de resistencia al sistema inmune, así como el desarrollo 

de una eficiente maquinaria antioxidante. T. cruzi contiene cuatro superóxidos 

dismutasas de hierro (FeSOD). Las FeSOD es una familia de enzimas que protegen 

a muchos organismos, entre ellos los tripanosomátidos, contra los radicales tóxicos 

al convertir el superóxido en oxígeno y peróxido ya sea generado en el citosol 

(TcSODB1), los glicosomas (TcSODB1-2) o las mitocondrias (TcSODA) (Peloso et 

al., 2012). La mitocondria es un organelo clave, ya que es una fuente de O2•−, por lo 

que esta enzima previene la formación de ONOO− a través de la dismutación de 

O2•−, lo cual contribuye a neutralizar la citotoxicidad en la mitocondria. Sin embargo, 

esta molécula se inhibe por concentraciones altas de ONOO−, que produce la 

nitración de residuos de tirosina cercanas al sitio activo de la molécula reduciendo 

su capacidad antioxidante, por lo cual es necesaria la participación de otras 

moléculas antioxidantes en este organelo (Menna-Barreto y de Castro et al., 2014).  

 

Sistema tripanotión reductasa 

 

Esta vía es exclusiva de los tripanosomátidos, se basa en un sistema 

sofisticado de vías vinculadas en las que los equivalentes reductores de NADPH 

derivados de la vía de las pentosas fosfato (PPP) se entregan a una variedad de 

sistemas de desintoxicación enzimática. Existen altos niveles del conjugado de 

poliamina-péptido tripanotión (N 1, N 8-bis(glutationil) espermidina) en su forma 

reducida (T[SH]2), que a su vez es capaz de reducir a la triparredoxina (TryX). La 

TryX reducida interactúa y transmite un equivalente reductor a la triparedoxina 

peroxidasa (TXN).  
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Figura 5. Sistema tripanotión reductasa. El Tripanotión (T[SH]2) es la molécula central de esta 
vía de desintoxicación que incluye a la triparredoxina (TryX) y a la triparredoxina peroxidasa 
(TXN), las peroxirredoxinas (Px) son las moléculas finales aceptoras de protones que 

transforman al peróxido en dos moléculas de agua. Imagen elaborada por Lucio Rivera Santiago 

Una característica de la vía del sistema tripanotión reductasa es que el 

transporte del poder reductor de TryR a TryP utiliza las propiedades redox de los 

enlaces disulfuro en las enzimas y sus sustratos peptídicos (Fairlamb y Cerami et 

al., 1992). El último aceptor de electrones del sistema son las peroxirredoxinas (Px) 

lo que le permite catalizar la reducción de peróxido de hidrógeno e hidroperóxidos 

orgánicos a agua o alcoholes, respectivamente (Flohé et al., 2012). (Figura 5). 

 

Tripanotión 

El tripanotión (T[SH]2) fue descrito en 1985 como un derivado de la espermidina en 

varios tripanosomátidos (Fairlamb et al., 1985), a partir de ese momento se le 

consideró como molécula clave en el metabolismo redox de los tripanosomátidos 

(Krauth-Siegel y Leroux, 2003). El T[SH]2 se sintetiza en dos pasos secuenciales en 

los que dos moléculas de glutatión (GSH) se unen covalentemente a los grupos 

terminales NH2 de la espermidina mediante una única enzima citosólica 

denominada tripanotión sintetasa de T. cruzi (TcTS). T[SH]2 posee las mismas 

funciones metabólicas del glutatión (GSH) que está presente en los mamíferos, por 

esta razón se asoció a la defensa contra oxidantes, xenobióticos, metales pesados 

y en procesos regulatorios (Fairlamb & Cerami, 1992).  La función de T[SH]2 es 
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transferir equivalentes reducidos desde NADPH, proveniente de la PPP hacia otra 

molécula parte del sistema: la triparredoxina. 

Triparredoxinas 

La triparredoxina peroxidasa (TXN) es parte de la superfamilia de las 

tiorredoxinas ya que sirve como reductor para diferentes tipos de tiol peroxidasas 

(Castro y Tomas, 2008; Diechtierow y Krauth-Siegel, 2011). En T. cruzi, existen dos 

genes que codifican para dos diferentes peroxidasas, TXNI y TXNII, las cuales se 

encuentran en dos diferentes organelos, en el citoplasma y la mitocondria, 

respectivamente (Arias et al., 2013). TXN representa un clado molecular distinto 

dentro de la superfamilia de oxidorreductasas de tiorredoxinas caracterizadas por 

un motivo WCPPC en su centro catalítico. La cisteína N-terminal del motivo del sitio 

activo CPPC queda expuesta. Su nucleofilia está garantizada por un rápido 

transporte de protones que involucra la segunda cisteína y una red de residuos 

internos sin carga (Irigoín et al., 2008). Esta proteína cataliza la reducción del ditiol 

tripanotión (de TS2 a T[SH]2), el mecanismo de reacción se basa en la transferencia 

de dos electrones de NADPH a dos cisteínas catalíticas, a través del cofactor flavín 

adenín dinucleótido (FAD). Una vez reducidas las cisteínas, la TryX[S]2 oxidada se 

une a la proteína mediante el puente disulfuro del sustrato, dando como resultado 

la formación de un disulfuro mixto. Finalmente, se forma T[SH]2 reducida. Después, 

otra molécula la triparredoxina reductasa transfiere los equivalentes a una molécula 

que los transformará en agua: las peroxirredoxinas. 

Peroxirredoxinas 

Las peroxirredoxinas (Px) son enzimas antioxidantes ubicuas que se 

encuentran en todos los organismos, es una familia de enzimas antigua e importante 

que derivó de una proteína precursora similar a la tiorredoxina. Las Px son 

diferentes en secuencia a las catalasas o al GSH, tampoco contienen cofactores 

redox como hemo, flavina o iones metálicos como las SOD, su función la realizan a 

través de un residuo de cisteína conservado catalíticamente esencial en el dominio 

N-terminal de todas las Px, denominado cisteína peroxidática (CP) (Hall et al., 2009, 
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Flohé, 2012). Con base en el mecanismo de resolución y la existencia o ausencia 

de una cisteína resolutiva (CR) localizada en la región C-terminal de la enzima, las 

Px se dividen en tres subgrupos denominados 2-Cys típicas, 2-Cys atípicas y 1-Cys 

(Nicolussi et al., 2017). En el caso de las Px 2-Cys típicas y 2-Cys atípicas se forma 

un puente disulfuro de Cys-SOH entre la CR y la CP de la misma u otra Px (Yuan et 

al., 2010), respectivamente.  

La primera estructura cristalina reportada de una Px (Choi et al., 1998) reveló 

que está estrechamente relacionada con la de las tiorredoxinas (Pedone et al., 

2010). La CP siempre se ubica en la hélice α2 en una cara de la hoja β, acuñada 

entre las hélices α3 y α5 (Hall et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 6. Estructura conformacional de Px. Comparación de estructuras entre la 

tiorredoxina de T. cruzi (izquierda) y peroxirredoxina de P. falciparum (derecha) y la posición de 

la cisteinas peroxidática (CP), cinco a-hélices y siete b-lámina. CP en la hélice a2, entre las 

hélices a3 y a5. Para las 2-Cys Pxs, la ubicación de la CR tiende a ser característica de una 

subfamilia de Px determinada y, puede estar cerca del extremo C-terminal en a2, a3 o a5. 

(Gretes et al., 2012). 
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Para las Px de tipo 2-Cys, la ubicación de la CR puede estar cerca del extremo 

C-terminal en las posiciones α2, α3 o α5 (Gretes et al., 2012). Las Px forman dos 

tipos de dímeros: tipo A, que se cree que representan el modo ancestral de 

dimerización, interactúan de punta a punta en las hebras β1 y β2, y en los bucles 

que preceden a las hélices α2, α3 y α4 (Sarma et al., 2005). Los dímeros de tipo B 

se forman mediante una interacción de hoja β de borde a borde (la interfaz B) para 

formar una hoja β extendida de 10 hebras (Hall et al., 2011) (Figura 6). Los dímeros 

de tipo B comúnmente se asocian a través de la interfaz A en decámeros en forma 

de anillo para estabilizar el sitio activo FF (completamente plegado en inglés fully 

folded) y permitir la máxima actividad peroxidativa. Las Px catalizan la reducción 

directa de una variedad de hidroperóxidos (ROOH) a los correspondientes alcoholes 

(ROH; o H2O en la reducción de H2O2) y agua. Esto ocurre a través de una reacción 

de sustitución nucleofílica bimolecular (SN2) de desplazamiento directo, con un 

átomo de azufre de cisteína en el sitio activo de Px que lleva a cabo un ataque 

nucleofílico en el átomo de oxígeno distal del peróxido. La reacción procede a través 

de un estado de transición planar, liberando el alcohol y dejando la cisteína Px 

oxidada a ácido sulfénico (CP-SOH) (Hall et al., 2009), que puede condensarse con 

un segundo residuo de Cys (resolución de cisteína, CR-SH) que forma un disulfuro 

intermolecular (CP-S-S-CR) (Tairum et al., 2021). La alta reactividad de la Cp está 

relacionada con el microambiente en el que se encuentra. La CP está muy cerca de 

otros dos residuos totalmente conservados (Thr/Ser y Arg), formando interacciones 

polares que aumentan la electrofilia del H2O2 y facilitan el ataque nucleofílico del 

tiolato sobre la CP. Estas cisteínas son esenciales para la reducción eficiente de 

hidroperóxidos, estos tres residuos (CP, Thr/Ser y Arg) componen la llamada tríada 

catalítica. 

Para regenerar la cisteína del sitio activo reducido para la próxima ronda de 

catálisis, la Px participa en una serie de reacciones que involucran intermediarios 

de disulfuro. 
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Figura 7. Tipos de peroxirredoxinas. A. Mecanismo de acción de las 2-cys típicas y la 

formación del ácido sulfénico (SOH) para la desintoxicación y producción de H2O. B. Mecanismo 
de acción de las 2-cys atípicas y la interacción de la Cp y la Cr en la misma peroxirredoxina. C. 
Mecanismo de acción al 1-cys peroxirredoxinas a través de la CP. (modificado de Nicolussi et 

al., 2017)  

 

En T. cruzi, las Px son proteínas que inactivan a las ROS y sus derivados, 

como peróxidos orgánicos, peroxinitritos y ácido peroxinitroso, que generan un 

ambiente oxidante dañino para el parásito (Flohé et al., 2012). 

 

Las Px de T. cruzi son de tipo 2-Cys típicas (Trujillo et al., 2004), como se 

mencionó anteriormente, para la eliminación de ROS activan la cisteína Cp y Cr. Se 

han identificado hasta cinco Px distintas en T. cruzi, que difieren en su ubicación 

subcelular y especificidad de sustrato y se ha demostrado que estas protegen a T. 

cruzi contra un amplio intervalo de concentraciones de peroxinitritos y ROS 

(Wilkinson et al., 2000) derivado de células del sistema inmune, del propio 

metabolismo y productos derivados de fármacos. Además, estas moléculas se han 

propuesto como factores de virulencia  que favorecen el establecimiento del parásito 

en el hospedero (Piacenza et al., 2009). 
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Figura 8. Localización de las diferentes peroxirredoxinas de T. cruzi. Se muestra la ubicación 

subcelular de los cinco diferentes Px de T. cruzi (TcAPX, TcGPXI, TcGPXII, TcCPX y TcMPX) 
y los substratos específicos que pueden degradar (peróxido de hidrógeno, peroxinitrito, 

hidroperóxidos e hidroperóxidos lipídicos) (Modificado de Acevedo et al., 2018). 

 

Peroxirredoxina dependiente de ascorbato (TcAPX) 
 

La peroxidasa de ascorbato (APX) es una peroxirredoxina de tipo 1-Cys que 

contienen un grupo hemo, reduce catalíticamente al H2O2 en presencia de 

ascorbato como sustrato reductor, esta Px se describió por primera vez en plantas. 

En T. cruzi, la secuencia de aminoácidos tiene un 30-35% de similitud con la APX 

de plantas, además de una eficiencia catalítica varias veces menor. En T. cruzi solo 

existe una isoforma de TcAPX que se ubica exclusivamente en el retículo 

endoplasmático (RE). En este organelo la mayor fuente de H2O2 proviene del 

plegamiento de las proteínas, el cual es mediado por enzimas como la flavoproteina 

oxireductina del RE (ERO1), que usa el oxígeno molecular para oxidar a la proteína 

disulfuro isomerasa, que es necesaria para la formación de puentes disulfuro en 

este organelo (Rashdan et al., 2020). Por cada enlace disulfuro generado, se forma 

una molécula de H2O2 y, por lo tanto, este proceso puede generar altos niveles de 
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estrés oxidativo. Dado que TcAPX está ausente en el huésped humano, esta enzima 

puede considerarse un objetivo potencial para la quimioterapia contra la 

enfermedad de Chagas (Wilkinson et al., 2002, Turrens, 2004). APX también se 

encuentra en el parásito Leishmania sp., donde es una enzima mitocondrial y en 

varios otros cinetoplástidos, pero está ausente de los tripanosomas africanos: T. 

brucei, T. congolense y T. vivax (Berriman et al., 2005). 

 

Peroxirredoxinas dependientes de glutatión I y II (TcGPXI, TcGPXII) 
 

La peroxirredoxina dependiente de glutatión I o TcGPXI se localiza en el 

citosol y en los glicosomas (Wilkinson et al., 2002). Tiene la capacidad de catalizar 

peróxidos orgánicos, derivados de fosfolípidos y ácidos grasos, su función es 

prevenir el daño celular debido a la peroxidación lipídica. Estas Px no son tan 

eficientes en la reducción de oxidantes por lo que son dependientes de glutatión o 

triparredoxina como donantes de electrones inmediatos (Taylor et al., 2015). Su 

capacidad de aceptar equivalentes reductores de diferentes moléculas donantes 

puede deberse a su localización ya que, como se mencionó anteriormente se 

encuentran en dos diferentes compartimentos. La segunda molécula, TcGPXII, se 

localiza en el RE esta también es dependiente de glutatión; además puede 

metabolizar hidroperóxidos de ácidos grasos y fosfolípidos, pero no hidroperóxidos 

de alquilo de cadena corta, lo que sugiere su papel específico en la protección de 

los lípidos celulares del daño causado por ROS. En análisis filogenéticos, se sugiere 

que TcGPXI y TcGPXII pueden tener diferentes orígenes evolutivos. TcGPXI 

comparte 50% de similitud con las Px que se encuentran en las plantas, mientras 

que TcGPXII tiene entre 31-37% de similitud (Wilkinson et al., 2002). 

 
Peroxirredoxina citosólica (TcCPX) 
 

TcCPX pertenece a la familia de las 2-cys típicas, tiene la capacidad de 

desintoxicar H2O2, peroxinitrito e hidroperóxidos orgánicos de cadena pequeña. 

Esta Px se ubica en el citosol. Es un factor importante para la supervivencia y 

proliferación de los tripanosomátidos en presencia de macrófagos activados. Su 
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expresión en diferentes estadios es diferente, en la forma de tripomastigotes existe 

un mayor contenido enzimático. Además, se ha sugerido su papel como factor de 

virulencia, ya que cepas virulentas expresan esta Px en mayor proporción (Piacenza 

et al., 2009). Otra característica distintiva, es que TcCPX no sufre transición de 

dímero a decámero en condiciones de estrés oxidante, por lo que es fácilmente 

sobre oxidada, y su capacidad desintoxicante es reducida. También TcCPX induce 

el reclutamiento de células presentadoras de antígeno productoras de IL-12/23p40 

y promueve una fuerte respuesta inmune Th1 específica, además de inducir 

proliferación y altos niveles de secreción de IFN-γ en células mononucleares de 

sangre periférica de pacientes crónicos sin manifestaciones cardíacas demostrables 

(López et al., 2021). Lo cual se ha observado con Px de otros parásitos como la Px 

de helmintos que induce la activación alternativa de macrófagos al inducir la 

producción de IL-4, IL-5 e IL-13 y la polarización de las células T hacia una 

respuesta inmune Th2, que es independiente de la actividad de la peroxidasa y 

dependiente de la estructura (Donnelly et al., 2008). También la Px de T. gondii 

induce macrófagos alternativamente activados en modelos murinos in vitro 

(Marshall et al., 2008). Esta activación y polarización puede deberse a las 

propiedades estructurales o funcionales de la proteína, afectando la respuesta 

inmunitaria adaptativa, aunque el mecanismo aún no se ha elucidado (López et al., 

2021). 

 

Peroxirredoxina mitocondrial (TcMPX) 
 
TcMPX pertenece a la familia de 2-cisteina típicas (Trujillo et al., 2004) y se 

localiza junto al cinetoplasto del parásito, por lo cual se piensa que protege al DNA 

mitocondrial del daño provocado por el peróxido (Wilkinson et al., 2000). La unidad 

funcional básica de esta Px es el dímero, pero puede formar estructuras 

decaméricas, dodecaméricas y toroidales (Figura 9) (Cao y Lindsay, 2017). 

La sobreexpresión de esta Px confiere un nivel alto de protección a los 

epimastigotes contra un intervalo amplio de concentraciones de peroxinitrito 

(Piacenza et al., 2008). También se ha reportado que existe una correlación positiva 

entre la parasitemia y la presencia de esta enzima desintoxicante cuando estas 
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moléculas se sobre expresan en tripomastigotes metacíclicos de diferentes cepas 

de T. cruzi, lo que sugiere que estas enzimas están involucradas en una estrategia 

de adaptación antioxidante del parásito (Piacenza et al., 2008, 2009). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 9. Conformación estructural de las Px. A. Homodímero de Px. B. Decámero de Px. C. 
Oligómero toroidal de Px. D. Sitios activos de peroxirredoxina. Red de enlaces de hidrógeno 

conservada (líneas de puntos) de los residuos del sitio catalítico en color rojo y la región bucle-
hélice azul. También identificado en la alineación están las regiones I y II, que son necesarias 

para la formación del decámero. E. Se muestra Pxs diméricas (monómeros individuales de color 
gris o verde) en el que la cisteína peroxidativa (CP) está presente como un ácido sulfínico 

sobreoxidado (bola y barra) o en un disulfuro con la cisteína de resolución (CR) (Wood et al., 
2003). 
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Estos parásitos son más infectivos, ya que se demostró que cepas virulentas 

de T. cruzi expresan un mayor contenido enzimático de esta proteína que cepas no 

virulentas, asimismo esta molécula se expresa en mayor proporción en la etapa de 

tripomastigotes que epimastigotes (Piacenza et al., 2008)  

En los últimos años se ha propuesto que TcMPX tiene actividad de holdasa 

y forma parte de vías de señalización como daño celular y de repliegue de proteinas 

(Rhee et al., 2011; Perkins et al., 2015). Las holdasas son parte de la familia de 

chaperonas moleculares que previenen la agregación de proteínas de manera 

independiente al ATP. Por lo que la actividad de TcMPX como holdasa es crucial 

para la protección celular durante diferentes condiciones de estrés que inducen el 

daño y el plegamiento de las proteínas con la posible formación de agregados de 

proteínas (Specker et al.,2022). La interacción entre la función peroxidasa y holdasa 

de las Px está regulada por varios entornos en la célula, como el pH, la temperatura, 

los iones, las modificaciones postraduccionales y el equilibrio redox (Saccoccia et 

al., 2014). 

Otras funciones atribuidas a la TcMPX son la participación en el proceso 

metabólico de moléculas pequeñas y el plegamiento de proteínas en condiciones 

basales y de estrés oxidante,  lo que diferencia a esta Px en función con respecto a 

TcCPx y abre nuevas perspectivas sobre la participación de TcMPx en el 

metabolismo del parásito, en la señalización redox, en las cascadas de señalización, 

en procesos que contribuyen a la supervivencia y adaptación del parásito a los 

diferentes ambientes (incluido estrés térmico) que encuentra durante su ciclo de 

vida (Peloso et al., 2016); además, en condiciones de estrés oxidante la TXN tiene 

una mayor preferencia de donar equivalentes a TcMPX que a TcCPX para 

transformar al peróxido en agua (Dias et al., 2018) por lo que esta molécula es la 

principal aceptora de electrones durante el estrés oxidante. 
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Antecedentes 

Los microorganismos unicelulares patógenos utilizan mecanismos 

antioxidantes específicos y no-específicos para mantener la supervivencia y la 

rápida proliferación en el hospedero (Piacenza et al., 2019), aunque cada patógeno 

tiene sus propios sistemas antioxidantes particulares; los procesos de óxido-

reducción requieren de tioles de bajo peso molecular y sistemas enzimáticos 

basados en tioles, que proporcionan equivalentes reductores para el catabolismo 

de O2•−, H2O2 y de peroxinitrito (Staerck et al., 2017), estos mecanismos catabolizan 

especies reactivas, inhiben la fagocitosis y aumentan la virulencia (Nosanchuk & 

Casadevall, 2006). 

Se han identificado varios factores de virulencia para T. cruzi entre las que 

se incluyen la proteína tripartita del inhibidor del receptor C2 del complemento 

(CRIT), la calreticulina (TcCRT), la gp35/50, la gp82, la cruzipaína, la oligopeptidasa 

B y las transialidasas, entre otras. Las peroxirredoxinas TcCPX y TcMPX también 

se consideran factores de virulencia (Piacenza et al., 2009), ya que además de su 

papel en la desintoxicante de ROS recientemente se ha reportado su papel como 

chaperonas en condiciones de estrés (Dias et al., 2018). Varios análisis proteómicos 

han sugerido la inducción de la respuesta antioxidante de T. cruzi en el 

tripomastigote metacíclico en comparación con el estadio epimastigote (Piacenza et 

al., 2008, 2009). El nivel de defensas antioxidantes del parásito al inicio de la 

infección influye en la supervivencia del patógeno, ya que favorece su escape de la 

vacuola fagocítica y el establecimiento en el hospedero (Osorio et al., 2012). En 

algunos trabajos se reportó que las peroxirredoxinas estaban presentes en 

concentraciones más altas en las formas metacíclicas de los aislados virulentos en 

comparación con las cepas atenuadas. En los ratones infectados se encontró una 

correlación directa entre la concentración proteica de TcCPX, TcMPX y la 

parasitemia provocada por los diferentes aislados estudiados. Estos resultados 

refuerzan la idea de que las enzimas antioxidantes del parásito representan nuevos 

factores de virulencia implicados en el establecimiento de la enfermedad (Piacenza 

et al., 2009). Además, se ha reportado que la sobreexpresión de TcMPX y TcCPX 



25 
 

incrementa la resistencia al estrés oxidante, así como un aumento en la virulencia y 

mayor resistencia al Nfx (Specker et al., 2022). 

 
Tabla 1. Moléculas que interactúan con TcMPX en condiciones basales y de estrés 

oxidante. (Peloso et al.,  2016) 

Condiciones basales Estrés  oxidante 

Proteina 14-3-3 

Receptor de proteína cinasa C activado, putativa 

Aldo/ceto reductasa 

Aminopeptidasa, putativa 

Arginasa, putativa 

Arginina cinasa 

Aspartato aminotransferasa, mitocondrial, putativa 

 Subunidad beta-ATPasa, putativa 

D-isomero específico 2-hidroxiacido deshidrogenasa-proteina, putativa 

D-isomero específico 2-hydroxíacido deshidrogenasa-proteina, putativa, parcial 

Deshidrogenasa 

Dihidrolipoamida deshidrogenasa (DLDH) 

Enolasa 1, parcial 
Proteina Enoil-CoA hidratasa/isomerasa, familia, putativa 

Factor de iniciación eukariotica 4a, putativa 

Glutamamil carboxipeptidasa, putativa 

Hidrolasa similar a la deshalogenasa haloácida, putativa 

HSP70 kDa, precursor mitocondrial, putativa 

HSP70 

Malato deshidrogenasa mitocondrial, putativa, parcial 

HSP similar de 85 kDa 

Metiltioadenosin fosforilasa  

NADP-dependiente alcohol hidrogenasa, putativa 

Nuclèosido fosforilasa 

Peptidasa M20/M25/M40, putativa 

Peroxirredoxina mitocondrial (TcMPx) 

Proteina disulfida isomerasa (PDI), putativa 

Succinil-coA:3-cetoácida-coenzima A transferasa, precursor mitocondrial  putativa 

Superóxido dismutasa B (fierro) 
Tiol transferasa Tc52 

Tripanotión reductasa 

Triparredoxina peroxidasa homólogo (TcCPx) 

Tirosin aminotransferasa 
 

Alfa tubulina 

Epsilon tubulina, putativa, partial 

Adenilato cinasa, putativa 

ATP sintasa, cadena epsilon, putativa 

Proteina de unión a GTP Rab1, putativa 

Factor iniciador de traducción eucariótica 6 (eIF-6) 

Factor de elongación 2, putativa, parcial 

HSP60 

HSP70 

HSP70 kDa, precursor mitocondrial, putativa 

NADP-dependiente alcohol hidrogenasa, putativa 

Prolin racemasa, parcial 

Subunidad proteasoma beta 7, putativa 
Piruvato deshidrogenasa E1 subunidad beta, putativa 

Espermidin sintasa, putativa 

Proteina glutatión peroxidasa-similar, putativa 

Deshidrogenasa 

Tiol transferasa Tc52 

Tirosin aminotransferasa 

ATP sintasa vacuolar  subunidad B, putativa  

            

 

En ausencia de estrés oxidante, la TcMPX interactúa con diversas proteínas. 

Se ha reportado que puede interactuar hasta con 35 proteínas diferentes y se ha 

asociado a distintos procesos entre los que destacan el transporte de proteínas, el 

ciclo de Krebs, la actividad de cinasas, la unión de ATP, los procesos metabólicos, 

la respuesta al estrés, la actividad óxido-reductasa y las estructurales además de la 

interacción con proteínas de choque térmico (Tabla 1). En condiciones oxidantes, 

TcMPX interactúa con un menor número de proteínas, la mayoría relacionadas con 

la defensa celular, el plegamiento de proteínas, las isomerasas, la reparación de 

ADN, la polimerización de proteínas, el metabolismo de aminoácidos, la respuesta 
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al estrés, la actividad oxido-reductasa y las proteínas estructurales (Peloso et al., 

2016). 

Por lo tanto, es posible que, si se inhibe la expresión de estos genes, el 

parásito tendrá una mayor sensibilidad al estrés oxidativo, lo que originará cambios 

morfológicos, alteraciones de DNA y muerte celular, como lo demuestra la inhibición 

de una de las moléculas asociadas a la defensa anti-oxidante como TcAPX, en 

estos parásitos mutantes se reportó una mayor sensibilidad al peróxido de 

hidrógeno exógeno, aunque no se reportó susceptibilidad al Bz, sí se mostró un 

decremento significativo en la infectividad en células de mamífero; sin embargo, no 

se detectó efecto sobre la replicación, diseminación o tropismo tisular de T. cruzi in 

vivo (Taylor et al., 2015). 
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Justificación 
 

Con la finalidad de estudiar con más profundidad a la peroxirredoxina TcMPX 

de T. cruzi, en este trabajo se realizó un estudio in silico de su estructura y se inhibió 

su expresión para estudiar cómo se afecta la respuesta anti-estrés oxidante, el 

crecimiento y el metabolismo del parásito. A nivel molecular, se analizó cómo afecta 

a las proteínas y cómo la enzima participa en la resistencia a fármacos. El estudio 

de las PX ayudará a definir estrategias para combatir la infección y para aumentar 

la eficacia de los tratamientos disponibles para la enfermedad. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



28 
 

Objetivo general 
 

• Realizar un estudio in silico de la TcPMX y reducir su expresión para analizar 

su función en el parásito.  

  

Objetivos particulares 
 

• Realizar un estudio in silico de la estructura de la TcMPX. 

• Reducir la expresión de TcMPX en epimastigotes y tripomastigotes de T. 

cruzi. 

• Determinar la susceptibilidad de parásitos con expresión reducida de TcMPX 

al estrés oxidativo, así como posibles cambios morfo-fisiológicos y 

bioquímicos. 

• Determinar la susceptibilidad de parásitos modificados con expresión 

reducida de TcMPX a fármacos. 

• Evaluar el efecto de la reducción de la expresión de TcPMX en la infección 

de T. cruzi in vitro. 

 
  



29 
 

Materiales y métodos 
 
Cultivo de parásitos 

 

El estadio epimastigote de T. cruzi de la cepa TBAR / MX / 0000 / Querétaro 

(Qro), que es altamente virulenta, fue proporcionada por el cepario del Laboratorio 

de Tripanosomiasis americana del Instituto de Investigaciones Biomédicas-UNAM 

a cargo de la Dra. Bertha Espinoza Gutiérrez. Los epimastigotes se cultivaron en 

medio LIT (NaCl 68 mM,  KCl  5.36  mM, Na2HPO4   53.6   mM,   Glucosa 1  mM; 

Triptosa e Infusión  de  caldo de  hígado) suplementado con 10% de SFB y 

cosechados cada cuarto, día que corresponde a la fase logarítmica de crecimiento 

(Espinoza  et  al., 2010; Martínez et al., 2013).  
 

Purificación de tripomastigotes metacíclicos 

 

Para la obtención de tripomastigotes metacíclicos, se envejecieron 5x106 

epimastigotes/mL por 14 días en medio LIT suplementado con 10% de SFB en 

botellas de cultivo de 25 cm3 a 28 ºC. Al término se cosecharon y se lavaron con 

amortiguador de fostatos-salino (PBS-137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4 

y 1.8 mM KH2PO4, pH 7.4) dos veces y se centrifugaron a 800 x g durante 10 min 

en centrifuga con rotor angular. Después los parásitos se transfirieron a medio TAU 

(190 mM NaCl, 17 mM KCl, 2 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 8 mM amortiguador de 

fosfatos pH 6.0) durante dos horas a una densidad de 250 x 106 parásitos/mL a 28 

ºC. Inmediatamente después, se diluyeron a 50 x 106 parásitos/mL en medio TAU 

3AAG (Medio TAU suplementado con 10 mM L-prolina, 50 mM ácido L-glutámico, 2 

mM L-ácido aspártico y 10 mM glucosa) y cultivados a 28 ºC por 5 días más en 

frascos de cultivo de 75 cm3 a 28 ºC (Nogueira et al., 2015). 
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Ensayo de lisis por Complemento 

 

Para la selección de las formas metacíclicas se realizó el ensayo de lisis por 

complemento para la eliminación de parásitos en el estadio epimastigote. Esto se 

logró mediante la incubación de los parásitos en medio TAU 3AAG con suero de 

individuos sanos durante dos horas en una relación 1:1 v/v a 37 ºC. Al término se 

cosecharon y se lavaron dos veces con PBS y se centrifugaron a 800 x g durante 

10 min en centrifuga con rotor angular. Por último, se purificaron los tripomastigotes 

en un gradiente discontinuo de Percol (GE Healthcare), en tres fases 80/40/20 

(porcentaje de Percol diluido con PBS) se centrifugó en un rotor de columpio a 2500 

x g, 30 min a 25 ºC y se aisló la fase 40/20 donde se encontraban los tripomastigotes 

metacíclicos, y se lavaron dos veces con PBS a 800 x g por 10 min para ser 

utilizados en los diferentes tratamientos (Castanys et al., 1984). 

 

Clonación de TcMPX 

 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar TcMPX se 

realizó con 200 ng de ADN del parásito y se diseñaron cebadores específicos con 

el software Primer1 (http://primer1.soton.ac.uk/primer1.html): TcMPX-Fw (5 ′-

ATGTTTCGTCGTATGGCCG-3′) y TcMPX-Rv (5′-

TCATGCGTTTTTCTCAAAATATTCA-3′). Las condiciones empleadas fueron las 

siguientes: 5 U de enzima Platinum™ Pfx (Invitrogen, Massachusetts, EE. UU.), 10 

mM de cada cebador y MgCl2 4 mM. Un paso inicial de 94 °C durante 3 min, 35 

ciclos (30 s a 94 °C, 30 s a 60 °C y 45 s a 68 °C) y un paso final de elongación (5 

min a 68 °C. Los amplicones obtenidos (fragmento de 330 pb) se purificaron con el 

kit innuPREP DOUBLEpure (Analytik Jena, Jena, Alemania). Se secuenciaron en el 

Laboratorio de Secuenciación Genómica de la Biodiversidad y de la Salud (UNAM) 

con la técnica de Sanger, utilizando un analizador genético 3500xL (Applied 

iosystems, Massachusetts, EE. UU.). La secuencia obtenida para Qro se analizó 

utilizando el software Chromas. La secuencia consenso se determinó usando el 
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software Bioedit. Finalmente, la secuencia obtenida se subió al GenBank como 

QroMPX (número de acceso QKE53461.1). 

 

Análisis in silico de TcMPx QRO de T. cruzi 

 

Para determinar la secuencia del gen de TcMPX, se realizó un análisis 

bioinformático comparando un gen de referencia en una cepa del mismo genotipo 

que la cepa Qro: la cepa Sylvio (TCSYLVIO_007608, T. cruzi Sylvio X10/1-2012 

tryparedoxin peroxidase). Adicionalmente la secuencia se comparó con 31 

secuencias de peroxirredoxinas mitocondriales de T. cruzi de diferentes genotipos 

en el GenBank y se comparó el porcentaje de similitud entre las secuencias con la 

herramienta BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Para la determinación 

del péptido de direccionamiento a la mitocondria se utilizó el software iPSORT 

prediction (https://ipsort.hgc.jp/predict.cgi). 

 

Alineamiento y análisis por Neighbor Joining 

 

Todas las secuencias de aminoácidos se alinearon mediante el programa 

ClustalW, homologando la extensión de todas las secuencias a 168 aa, que es el 

tamaño de las secuencias de las PRX de T. cruzi.  Una vez alineadas, se realizó un 

análisis de Neighbor Joining (NJ) en el programa MEGA 7.0 con un bootstrap de 

10,000 réplicas, mediante el método p-distance. Todas las posiciones con una 

cobertura menor al 95% fueron eliminadas (Kumar et al., 2018). Los filogramas 

resultantes se visualizaron mediante el mismo software enraizando con un grupo 

externo, que en este caso fueron las PRX humanas. 

 

Modelaje molecular de peroxirredoxina TcMPX 

 

Se realizó el modelaje molecular de TcMPX Qro y se comparó con TcTxNPX 

CL Brener (PDB 4LLR), utilizando los servidores en línea I-TASSER de la página 

Zhang Lab (Universidad de Michigan) disponible en 
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https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/ y Phyre2 disponible en 

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/, como templado se utilizaron las secuencias 

utilizadas en el alineamiento. Una vez realizados los modelos, se analizaron en el 

programa PyMOL Molecular Graphics System, Versión 2.0 Schrödinger, LLC 

(DeLano 2002) y la homología estructural de secuencias se compararon mediante 

el software Chimera (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/index.html). 

 

Obtención de DNA antisentido (morfolino) 

  

Los morfolinos son oligómeros sintéticos compuestos con un dominio 

modificado de unidades de morfolina y un fosforoamidarato que los une en un 

esqueleto que lo hace resistente a las endonucleasas y se fija a las secuencias 

complementarias de los ARNm por apareamiento de bases inhibiendo la traducción 

del gen correspondiente. Se envió a la empresa GeneTools Inc. para el diseño del 

DNA antisentido, la secuencia de 100 pb rio arriba a partir del codón de inicio del 

gen para la TcPMX y 100 pb río abajo de la secuencia obtenida en el análisis in 

silico. La secuencia de este oligo antisentido fue la siguiente: 5 

’TCACGGCCATACGACGAAACATGAC 3’. Adicionalmente como control negativo 

de transformación se utilizó una secuencia de DNA antisentido no específica 

(Random), dicha secuencia fue: 5’ AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 3’ (Summerton y 

Weller 1997). 

 

Reducción de la expresión de TcMPX 

 

Para la inhibición de la TcMPX, se utilizaron dos estadios de la cepa Qro, la 

forma replicativa y la forma infectiva. Se utilizaron 40x106 parásitos y se les adicionó 

el morfolino a una concentración de 10 µM más 6 µL de Endoporter (Genetools Inc) 

en medio TAU 3AAG a 28 ºC durante 48 h para la fase de tripomastigote, como 

control negativo se utilizó un morfolino random con las concentraciones descritas 

con anterioridad. Para el caso de epimastigotes, se hizo una cinética para 

determinar la concentración de inhibición, comenzando con 10, 20, 40 y 80 µM 
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durante 48 h, al término de los tratamientos se cosecharon los parásitos y se lavaron  

2 veces con PBS a 800 x g por 10 min. Las pastillas obtenidas se almacenaron a -

70 ºC para la obtención de extractos totales o para los ensayos de susceptibilidad a 

estrés oxidante (San Francisco et al., 2017). 

 

Obtención de extractos totales 

 

Para la obtención de extractos totales, se utilizaron las pastillas almacenadas 

a -70 ºC obtenidas de los cultivos de epimastigotes y de tripomastigotes modificados 

con el morfolino. Se agregó amortiguador de lisis (6% SDS, 10 mM Hepes) y se 

incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente. Después se agitaron en 

vortex a 3,000 rpm durante 30 s y posteriormente se hirvió la muestra en baño María 

a 96 ºC durante 5 min. Por último, se dejó enfriar y se centrifugó durante 10 min a 

10,000 x g a 4 ºC para la recuperación del sobrenadante (Tesis de licenciatura 

Martínez-Espinosa 2007) 

 

Análisis de proteínas por electroforesis vertical en geles de acrilamida (SDS-

PAGE)  

 

Las muestras tratadas se corrieron en SDS-PAGE en condiciones reductoras 

y desnaturalizantes en geles de 5 x 6 cm y 0.75 mm de grosor con gel concentrador 

de acrilamida 4% y gel separador 12%. Se cargaron 12 µg de proteína para los 

ensayos de expresión y de detección de proteínas carboniladas. Para cada muestra 

se agregó amortiguador de muestra (Tris 3%, glicerol 40%, SDS 4%, azul de 

bromofenol 2%, 2-b-mercaptoetanol 4%) se cargaron las muestras en los carriles 

de la cámara de electroforesis vertical Mini-Protean II (Bio-Rad Laboratories, Inc) en 

amortiguador de electroforesis (Tris base 3.03 g, 14.4 g glicina, 1.0 g SDS) durante 

90 min a 110 V. Los geles control se tiñeron con colorante azul de Coomasie (Azul 

Coomasie R-250 0.05%, metanol 50%, ácido acético 10%) durante 20 min y 

desteñidos con solución desteñidora (metanol 50%, ácido acético 10%, agua 

destilada 40%) en agitación constante. 
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 Western Blot  

 

Una vez obtenidos los geles de la SDS-PAGE, se colocaron en casetes junto 

a una membrana de nitrocelulosa Amersham Protan (Cytiva Life Sciences) y se 

sumergieron en amortiguador de transferencia (Tris-base 0.03%, glicina 0.144%, 

metanol 20%) en una cámara de transferencia húmeda Mini Trans-blot (Bio-Rad 

Laboratories Inc) y se transfirieron a la nitrocelulosa a 400 mA durante 70 min. Para 

verificar la correcta transferencia de las proteínas, la membrana de tiñó con 

colorante Rojo Ponceau (Rojo Ponceau 0.1%, ácido acético 0.5%) durante 45 s. 

Finalmente la membrana se lavó con PBS-Tween (amortiguador de fosfatos pH 7.4, 

Tween 20 0.05%) por 5 min con agitación constante. Después, la membrana se 

incubó toda la noche con leche descremada al 10% a 4 ºC en agitación constante. 

Para la detección de la expresión de TcMPX se utilizó un anticuerpo monoclonal 

anti-PRX de ratón (B-11:SC-13722, Santa Cruz Biotechnology) a una dilución 

1:2000 durante 2 h a temperatura ambiente (TA) en las membranas previamente 

bloqueadas. Después se lavó la membrana con PBS-Tween 20% durante 5 min.  

Como anticuerpo secundario se utilizó un anticuerpo anti ratón unido a peroxidasa  

(HRP-IgG A-9044, Sigma-Aldrich) a una dilución 1:4000 durante 2 h a TA y después 

se lavaron con las condiciones descritas anteriormente. La membrana se reveló por 

luminiscencia basado en la reacción con Luminol del kit de detección Western 

blotting Amersham (Cytiva Lifescience) se sumergió la membrana en la solución de 

revelado durante 5 min y se visualizó en un fotodocumentador de geles Gel Logic 

1500 Imaging System (Kodak, USA) con 20 exposiciones de 5 seg cada una.  Como 

control de carga en tripomastigotes y epimastigotes se utilizó un anticuerpo anti-a-

tubulina (SC-23948, SantaCruz Biotechnology) a una dilución 1:2000 durante 2 h a 

TA. El análisis densitométrico de la expresión relativa de TcMPX y tubulina fue 

realizado con el programa ImageJ. (Martínez, 2007). 

 

Ensayos de susceptibilidad al estrés oxidativo 

 

Para evaluar la susceptibilidad al estrés oxidativo de los parásitos 
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modificados con el morfolino anti TcMPX, parásitos con morfolino random y 

parásitos no modificados (30 x106 parásitos), se incubaron con concentraciones de 

80 y 160 µM de H2O2 en 1 mL de medio de incubación (5 mM KCI, 80 mM NaCI, 2 

mM MgC12, 16.2 mM Na2HPO4, 3.8 mM NaH2PO4, 50 mM glucosa, ajustado a pH 

7.4 y 0.15% BSA) por 30 min a 28 ºC. (Pérez-Morales 2013; Carnieri et al., 1993). 

Pasado este tiempo los parásitos se lavaron tres veces con PBS y se centrifugaron 

a 800 xg para evaluar su morfología, viabilidad, detección de ROS, proteínas 

carboniladas y lípidos peroxidados, así como su potencialidad para infectar células 

in vitro. 

Evaluación morfológica 

El parámetro morfológico evaluado fue la presencia de formas modificadas 

de la morfología fusiforme y con flagelo habitual de los parásitos mediante tinción 

con Giemsa. Brevemente, se colocaron 2.5x105 parásitos en un volumen de 10 µL 

de PBS, este volumen se dejó secar al aire en un portaobjetos. Posteriormente, los 

parásitos se fijaron con metanol 100% por 5 min y se les agregaron 10 µL del 

colorante Wright-Giemsa (WG-32, Sigma-Aldrich) por 20 min. Al término de este 

tiempo, el portaobjetos se lavó con agua destilada a pH 7.0 por dos minutos para 

lograr el contraste. La muestra se analizó en un microscopio óptico y se contaron 

100 parásitos al azar por campo para determinar las formas atípicas. Como forma 

atípica se definió a los parásitos que no presentaron la forma tradicional de 

tripomastigotes, es decir aquellas redondeadas sin flagelo o las que mostraban la 

parte posterior redondeada con flagelo largo o carente de él. 

Ensayo de viabilidad 

 

Para verificar la viabilidad de los parásitos modificados se realizó un ensayo 

de viabilidad con Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) 

donde se colocaron 1.5x106 parásitos en una placa de 96 pozos con H202 a dos 

diferentes concentraciones 80 y 160 µM como se mencionó anteriormente. Al 

término de esta incubación las células se cosecharon y se lavaron 3 veces con PBS 
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a 800 x g a 4 ºC, Posteriormente, se adicionaron 60 µL de medio LIT y 12 µL de 

MTT y se incubaron por 4 h para permitir la formación de cristales de formazán. Se 

eliminó el sobrenadante y se añadieron 180 µL de isopropanol para disolver el 

formazán, finalmente se leyeron en un lector de placas a  570 nm (Muelas-Serrano 

et al., 2000). 

 

Detección de ROS 

 

La detección de ROS se realizó con dicloroflorescein-diacetato (DCF-DA), el 

cual difunde a través de la célula y cuando entra en contacto con ROS se transforma 

en DCF que emite fluorescencia. Brevemente, 5x106 de tripomastigotes tratados 

con oligonucleótido anti-TcMPX (MPX), oligo random y parásitos no modificados 

(PNM) se incubaron con 80 y 160 µM de H202 durante 30 min a 28 ºC, después los 

parásitos se lavaron dos veces con PBS y se centrifugaron a 800 x g durante 10 min 

a 4 ºC. Posteriormente, se resuspendieron en 50 μM de DCF-DA en medio TAU-

3AAG por 30 min a 28 °C. Después, las células se centrifugaron a 800 x g por 10 

min a 25 °C y se lavaron dos veces con PBS para eliminar el DCF no incorporado 

(Rodríguez-Hernández 2020). Las muestras se leyeron en el flurómetro Biotek a 

488 nm. 

 

Detección de proteínas carboniladas 

 

Para la detección de proteínas carboniladas mediante la derivatización de los 

grupos carbonilos y su unión a DNP después del estrés inducido por los  

tratamientos, se utilizó el kit Oxiblot (Merck S7150). Por cada ensayo, se utilizaron 

12 μg de extracto total proteico de epimastigotes modificados y se mezclaron con 

2,4 dinitro-fenilhidrazina (DNPH), el cual se une a los grupos carbonilos, en una 

proporción volumen-volumen de 1:1. Después de 15 minutos de incubación, se 

adicionó la solución neutralizante en una proporción 1:0.7 de acuerdo con las 

indicaciones del proveedor. Estos extractos se sometieron a SDS-PAGE con 

acrilamida al 12% y transferidos a una membrana de nitrocelulosa como se 
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mencionó anteriormente. Para la detección de las proteínas carboniladas se utilizó 

el anticuerpo de ratón anti-DNP 1:400 como anticuerpo secundario se empleó un 

anticuerpo de cabra anti-ratón conjugado a HRP todos provenientes del kit Oxiblot 

y se reveló utilizando Luminol durante 5 min con las condiciones previamente 

descritas (Shahi et al. 2016). 

 

Detección de lípidos peroxidados  

 

Para la detección de lipoperoxidación en lisados de tripomastigotes 

modificados y no modificados genéticamente tratados con H2O2 se utilizó el kit 

OxiSelect™ TBARS (STA-330, Cell Biolabs, Inc. San Diego, CA, EEUU). 

Brevemente, las muestras de parásitos incubados con 80 y 160 μM de H2O2 se 

mezclaron con solución de lisis y se incubaron a temperatura ambiente durante 5 

min. A continuación, las muestras se hicieron reaccionar con ácido tiobarbitúrico 

(TBA) a 95 °C durante 60 min. Posteriormente, las muestras se enfriaron en hielo 

durante 5 min, después se centrifugaron a 800 x g durante 15 min. El sobrenadante 

se recogió y se colocó en placas de 96 pozos en un volumen de 50 μL por duplicado 

y se midió en un espectrofotómetro Sinergy Biotek a 532 nm. 

 

Ensayo de resistencia a fármacos (Benznidazol y Tiostrepton) 

 

Se incubaron 5x105 tripomastigotes metacíclicos en medio TAU 3AGG con 

Bz (N-bencil-2-nitro-1-imidazolacetamida; Roche, Suiza) en dimetilsulfóxido 

(DMSO; Sigma, EE. UU.), y se realizaron diluciones seriadas que oscilaron entre 3 

y 100 μM de Bz en los cultivos. Se incluyeron controles con DMSO (sulfóxido de 

dimetilo 0.05% v/v) en todos los experimentos. Los parásitos se cultivaron en placa 

de 96 pozos en un volumen de 100 μL y se incubaron a 28 °C durante 48, 72 y 96 

h. Se realizaron tres experimentos independientes para cada tratamiento y se 

evaluaron los parámetros de movilidad, crecimiento y presencia de formas atípicas 

en cámara de Neubauer. 
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Para evaluar el efecto de Tiostreptón (TS), se sembraron 2 x106 

epimastigotes en placas de 96 pozos en un volumen de 200 µl incubados a 28 °C 

en presencia o ausencia de varias concentraciones de TS (1–40 µM) durante 24 y 

48 h. Se incluyeron Bz (25 µM) o vehículo DMSO al 0,5 % como controles positivo 

y negativo, respectivamente. Luego, se contó el número de parásitos en el cultivo 

en cámara de Neubauer para evaluar el crecimiento. Cada condición se evaluó por 

duplicado en tres ensayos independientes. 

Por último, para evaluar el efecto sinérgico de TS y BZ, primero, se calculó la 

IC50 de BZ en tripomastigotes derivados de cultivo; posteriormente se incubaron los 

parásitos con varias concentraciones de BZ (0.39–50 μM) durante 24 h. La IC50 se 

calculó como 0.96 ± 0,04. La Bz IC50 se utilizó para ensayos de sinergia con TS. Se 

sembraron tripomastigotes derivados de células (2 × 105) en placas de 96 pozos en 

un volumen de 100 µL y se incubaron a 37 °C con 5 % de CO2 en presencia o 

ausencia de diferentes concentraciones de TS (1,25–10 µM) y BZ a 1,0 μM durante 

24 h. 

 

Ensayo de infección en células Vero 

 
Se obtuvieron células Vero cultivadas en medio DMEM (GIBCO, Cat.12100-

046) suplementado con 10% de SFB y mantenidas a 37 ºC, 90 % de humedad y 5 

% de CO2. Las células se recolectaron al tercer día,  retirando el  sobrenadante  de  

los cultivos y añadiendo 4 mL de EDTA 5 mM por 5 minutos a TA y posteriormente 

1 ml de tripsina a 1mg/mL por 3 minutos a 37 ºC para despegar las células. Se ajustó 

el número celular a 3000 células, que se resuspendieron en un volumen de 30 μL y 

se transfirieron a laminillas de 21 pozos y se cultivaron en medio DMEM 

suplementado con 10 % de SFB por 12 h  a 37 °C, 90 % de humedad y 5 % de CO2 

para permitir la adhesión celular. Transcurrido este tiempo, las células se incubaron 

con tripomastigotes metacíclicos modificados y no modificados en una relación 10:1 

y 20:1 parásito-célula durante  6 h en  las  condiciones  antes  mencionadas. (López-

Olmos et al., 1998) 
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Después de permitir la infección en células Vero, a las laminillas se les retiró el 

medio de cultivo y se agregaron 15 μL de metanol 100%  y se permitió secar por 5 

min. Se rehidrató la laminilla con 25 μL de PBS, se agregaron 10 μL de colorante 

DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) a 50 mM en oscuridad durante 20 minutos, y 

posteriormente se lavó dos veces con PBS. Se retiró el exceso de PBS  y  se  colocaron  

unas  gotas  de  solución  de  montaje  (1:1  de  PBS y Glicerol  con  0.0125%  de azida  

de  sodio) y se sellaron las laminillas con esmalte de fijado rápido. Estas laminillas se 

observaron en un microscopio de fluorescencia Olympus IX 71 en el filtro de 485 nm. 

Se contabilizaron 100 células en tres campos diferentes y se evaluó el número de 

células infectadas y número de amastigotes por célula. 
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Tabla 2. Secuencias de peroxirredoxinas mitocondriales de diferentes especies 

 

 

Familia Especie Nombre GenBank 
Tripanonosoma Trypanosoma cruzi Cutiacl1 mitochondrial peroxidase AIB07569.1 
  X10cl1 mitochondrial peroxidase AIB07568.1 
  Sp104cl1 mitochondrial peroxidase AIB07570.1 
  P209cl93 mitochondrial peroxidase AIB07571.1 
  OPS21cl11 mitochondrial peroxidase AIB07572.1 
  92101601Pcl1 mitochondrial peroxidase AIB07573.1 
  CanIIIcl1 mitochondrial peroxidase AIB07574.1 
  DogTheis mitochondrial peroxidase AIB07576.1 
  Tu18cl93 mitochondrial peroxidase AIB07577.1 
  CBBcl3 mitochondrial peroxidase AIB07578.1 
  Mascl1 mitochondrial peroxidase AIB07579.1 
  Esmcl3 mitochondrial peroxidase AIB07581.1 
  M5631cl5 mitochondrial peroxidase AIB07582.1 
  M6241cl6 mitochondrial peroxidase AIB07583.1 
  CM17 mitochondrial peroxidase AIB07584.1 
  X109/2 mitochondrial peroxidase AIB07585.1 
  CL Brener mitochondrial peroxidase AIB07590.1 
  P63cl1 mitochondrial peroxidase AIB07591.1 
  Tulahuen cl2 mitochondrial peroxidase AIB07592.1 
  Mpx gene encoding mitochondrial peroxiredoxin CAA06923.1 
  TCC 1994 mitochondrial peroxidase AKT44559.1 
  92122102R mitochondrial peroxidase AIB07575.1 
  IVVcl4 mitochondrial peroxidase AIB07580.1 
  Sc43cl1 mitochondrial peroxidase AIB07589.1 
  SO3cl5 mitochondrial peroxidase AIB07588.1 
  Bug2148cl1 mitochondrial peroxidase AIB07587.1 
  MNcl2 mitochondrial peroxidase AIB07586.1 
  Marinkellei isolate TCC 344 mitochondrial peroxidase AKT44560 
  Qro mitochondrial peroxidase QKE53461.1 
  Ninoa mitochondrial peroxidase QKE53460.1 
 Trypanosoma rangeli SC58 Cont6481  mitochondrial peroxidase ESL05855.1 
 Trypanosoma conorhini Mitochondrial tryparedoxin peroxidase trypanosomatid typical 

2-Cys peroxiredoxin 
RNF02014.1 

 Angonomas deanei Mitochondrial tryparedoxin peroxidase trypanosomatid typical 
2-Cys peroxiredoxin 

EPY42814.1 

 Strigomonas culicis Mitochondrial tryparedoxin peroxidase trypanosomatid typical 
2-Cys peroxiredoxin 

EPY22216.1 

Leishmania Leishmania 
amazonensis 

Mitochondrial tryparedoxin peroxidase AAX47429.1 

 Leishmania tropica Mitochondrial peroxidase AYV64378.1. 
 Leishmania donovani Mitochondrial peroxiredoxin AAX73294.1 
Plasmodium Plasmodium falciparum  Chain B structure of the mitochondrial 2-Cys peroxiredoxin  pdb⏐2COD⏐B 
  Chain A structure of the mitochondrial 2-Cys peroxiredoxin pdb⏐2COD⏐A 
Candida Candida albicans Mitochondrial peroxiredoxin  EEQ47073.1 
Homo Homo sapiens Peroxiredoxin 1 (PRDX1)  ABB84465.1 
  Peroxiredoxin 2 (PRDX2)  ABB02182.1 
  Peroxiredoxin 3 (PRDX3) ABB84468.1 
  Peroxiredoxin 4 (PRDX4) sp⏐Q13162⏐ 
  Peroxiredoxin 5 (PRDX5) ABB05181.1 
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Resultados 
 
Secuencia de la peroxirredoxina mitocondrial de T. cruzi cepa Qro y Ninoa 
 

El gen de la triparredoxina peroxidasa mitocondrial de la cepa Qro tiene una 

extensión de 681 pares de bases,  codifica a la proteína TcMPX de 226 aa, tiene un 

peso molecular de 25.5 kDa, un punto isoeléctrico de 7.65 y una carga eléctrica neta 

de 2. La secuencia se depositó en el Genbank con número de acceso MN451715.1 

(Arroyo Olarte, 2020). 
 
TcMPX es una proteína altamente conservada en T. cruzi. 
 

Se realizó la comparación de 31 secuencias de Px mitocondriales 

pertenecientes a diferentes DTU’s de T. cruzi con otras Px mitocondriales presentes 

en otros protistas así como con una Px de un grupo externo (homínidos) (Tabla 2) 

con la finalidad de determinar el grado de similitud entre ellas. Se realizó la 

construcción de un árbol filogenético por el método Neighbor-Joining (NJ), el cual 

agrupó las secuencias en tres grandes clados correspondientes a tripanosomátidos, 

otros protistas y humano. La secuencia de TcMPX Qro se agrupó con las otras 

secuencias de Px mitocondriales de T. cruzi. Esto muestra que todas las Px 

mitocondriales presentan una alta homología entre las diferentes cepas y que 

difieren con otros tripanosomátidos y de otras especies (Figura 10). Se comprobó la 

similitud de todas las secuencias de TcMPX en Blast 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y se obtuvo un porcentaje de identidad entre 

el 98 y el 100%. Entre Qro y Ninoa (una cepa mexicana del mismo genotipo) el 

porcentaje de identidad fue de 100%, lo que confirmó lo mostrado por el análisis NJ. 

Las similitudes en las secuencias de PRX de tripanosomatidos y humanos, 

se analizaron en el programa ClustalW, se identificaron residuos conservados, 

semiconservados o no conservados (Figura 11). Se seleccionaron secuencias 

representativas a los 6 DTU del parásito, con énfasis en las TcMPX Qro y se 

compararon con la PRX3 humana, ya que se ha reportado que esta peroxirredoxina 

cumple la función de proteger a la mitocondria en las células humanas.   
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Figura 10. Análisis de secuencias de peroxirredoxinas mitocondriales mediante el método de 
Neighbor joining. El alineamiento y análisis se realizaron con un bootstrap de 10,000 y las distancias 
se analizaron con el método de p-distance. El análisis involucró 65 secuencias de aminoácidos. Todas 

las posiciones con menos del 95% de cobertura del sitio se eliminaron. Las secuencias se agruparon 
en 3 clados correspondientes a tripanosomátidos otros protistas y humanas. Las cepas mexicanas Qro 

y Ninoa se agruparon en el clado de tripanosomátidos (círculos negros). 
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Figura 11. Análisis de secuencias de peroxirredoxinas mitocondriales de T. cruzi y Homo sapiens. Se alinearon 15 
secuencias de TcMPX de diferentes fondos genéticos con la PRX3 humana con una extensión de 226 aminoácidos. Las letras rojas 
marcan la secuencia del péptido señal para mitocondria. Los sombreados verde y amarillo corresponden a las cisteinas Cp y CR 
respectivamente. Las áreas sombreadas con gris y con rojo señalan los motivos asociados a susceptibilidad y resistencia al estrés 
oxidante. Las flechas color cian muestran las estructuras b-lamina y el magenta las a-hélice. La caja azul en la secuencia indica el 
motivo más extenso de aminoácidos semiconservados. (*)= sitios conservados, (:)= semiconservados, (.)= sitios menos 
conservados, ( ) = diferente aminoácido. 
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El análisis mostró que las secuencias de TcMPX tienen entre ellas un promedio de 

porcentaje de identidad de 98%, mientras que la identidad con respecto a la PRX3 

fue de 64%. La secuencia de aa posee un motivo de direccionamiento a la 

mitocondria con un valor de 0.1³=0.083. Dentro de la secuencia se encontraron 

mayoritariamente regiones conservadas, la región más grande con diferencias 

semiconservadas corresponde a la región KIQEI en 4 cepas de T. cruzi y KIQDI en 

los restantes, mientras que en PRX3 humana estos aminoácidos se sustituyen por 

EFKDL (Figura 11). 

Adicionalmente se realizaron modelos moleculares de la TcMPX Qro y la 

PRX3 para identificar regiones diferenciales, cambios conformacionales o 

diferencias en los sitios catalíticos. Esto con la finalidad de proponer a TcMPX como 

posible blanco terapéutico, ya sea de fármacos, oligos antisentido o métodos de 

inhibición de proteínas o genes. En los modelos obtenidos se observa que TcMPX 

Qro y PRX3 están conformadas por 7 láminas b paralelas y antiparalelas, ambas 

poseen 5 a-hélices. Ambos modelos corresponden al modelo reportado 

previamente para triparredoxinas (Figura 12A). La región KIQEI/KIQDI en T. cruzi, 

(que en el humano la región corresponde a EFKDL) se ubica en una de las láminas 

b en ambos modelos y cuando se sobreponen ambas estructuras, el 90% de la 

estructura es idéntica (Figura 12B), difiriendo en el extremo N-terminal. Esto resulta 

importante ya que el método de inhibición utilizado para reducir la expresión de la 

PRX mitocondrial de la cepa Qro (oligo antisentido), se une complementariamente 

a las bases iniciales del ARNm que codifica para la proteína de la TcMPX, realizando 

un impedimento estérico y bloqueando así la traducción del transcrito e inhibiendo 

la expresión de la proteína. Estas diferencias en el extremo N-terminal podrían no 

afectar  la expresión de alguna PRX humana que conlleve a una patología derivada 

de la posible inhibición. Esta secuencia corresponde a TVREAAPEWAGK mientras 

que en H. sapiens es AVTQHAPYFKGT. Las secuencias presentan aminoácidos 

diferentes que no son semiconservados, ni de la misma familia. Ambos modelos 

mostraron que los sitios catalíticos correspondientes a las CP y la CR son altamente 

conservados en las dos moléculas. 
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Figura 12. Comparación de modelos de la TcMPX Qro y la PRX3 humana. A. Modelo molecular de 

peroxirredoxinas TcMPX y PRX3. Se muestran los modelos tridimensionales para ambas peroxirredoxinas 
diseñadas en I-Tasser. En cyan se muestran las hélices y en magenta las láminas. Las cisteínas con  actividad 

catalítica (Cys-peroxidáticas y Cys-resolutivas) se muestran en amarillo y verde respectivamente. Además se 

señala la lámina 𝜷 que corresponde en ambos casos a la región de 5 aa diferentes (KIQDI/EFKDL). B. 
Sobreposición de ambos modelos. Se muestra la comparación de los modelos moleculares de TcMPX Qro (azul) 
y PRX3 (dorado) realizado con el programa Chimera y contrastando la región N-terminal. 
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TcMPX es reconocida por un anticuerpo anti-PRX humano 
 

Comparamos el epítopo PRX humano específico ubicado entre los 

aminoácidos 123-161, que es reconocido por el anticuerpo 𝛼-PRX B-11, con las 

secuencias de MPXQro y PRX3. Ambas comparten una homología de 76% y 68% 

respectivamente, con la secuencia reconocida por el anticuerpo 𝛼-PRX B-11, 

(Figura 13A). Finalmente, se corroboró la similitud entre PRX3 humano y la TcMPX 

Qro mediante el uso de un anticuerpo comercial en un WB (Figura 13B), en este se 

detectó la presencia de una proteína con un peso de 25 kDA, que corresponde a la 

TcMPX en su forma monomérica, por lo cual se utilizó este anticuerpo en los 

ensayos de comprobación de la reducción de la expresión de la TcPRX. 
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Figura 13. Reconocimiento de MPXQro por el anticuerpo anti-PRX3 humano. (A) Las 

secuencias de aminoácidos reconocidas por el anticuerpo monoclonal 𝛼-PRX B-11 sc-137222 tanto 

en MPXQro como en PRX3 están sombreadas (panel superior). (B) El panel inferior muestra el 
Western blot que se realizó como se indica en materiales y métodos. Western blot: marcador de 

proteína de peso molecular en kDa (carril 1), extracto de proteína total de T. cruzi transferido y 
teñido con colorante negro amido (carril 2), reconocimiento del extracto de proteínas totales por 

suero anti T. cruzi (carril 3), suero de ratón de control negativo (carril 4), y el reconocimiento de 

MPXQro por el anticuerpo 𝛼-PRX B-11 SC-137222 (carril 5). 
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Reducción de la expresión de la TcMPX 

 

 Para reducir la expresión de TcMPX se utilizó un oligo antisentido comercial 

denominado Morfolino. Para el diseño del morfolino se utilizaron 100 pb rio arriba y 

100 pb rio abajo tomando como referencia el codón de inicio de la secuencia 

correspondiente al gen de TcMPX. El morfolino obtenido fue el siguiente: 5 

'TCACGGCCATACGACGAAACATGAC 3'. Se realizó un BLAST para verificar la 

complementariedad en las secuencias Px encontrando 96 al 100% de 

complementariedad del total de secuencias analizadas de las cepas de T. cruzi. 

Para reducir la expresión de MPX se utilizaron varias concentraciones de morfolino. 

En tripomastigotes, las dosis de 5 µM y 10 µM redujeron en un 50% la expresión de 

esta Px (Figura 14A), mientras que con las concentraciones de 15 y 20 µM no se 

observó inhibición. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Reducción de la expresión de TcMPX en T. cruzi. A. Reducción en tripomastigotes con diferentes 
concentraciones de morfolino anti-MPX, como control de carga se utilizó a-tubulina. Se muestra el WB de 
los extractos proteicos cuando se incuban con un anticuerpos anti-PRX y anti-tubulina como control de 
carga. Las gráficas muestran los datos obtenidos de 3 experimentos independientes. B. Reducción en 
epimastigotes con la concentración final de morfolino a 80 µM, se muestra el WB de los extractos proteicos 
cuando se incuban con anticuerpos anti-PRX y anti-tubulina como control de carga.  Las gráficas muestran 
los datos obtenidos de 3 experimentos independientes con una n=3 y comparados con parásitos no 
modificados (PNM). El análisis estadístico se realizó con el programa GraphPad 8.0 ANOVA dos vías, 
Bonferroni test. No significativo: ns, *P<0.005 
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En los epimastigotes se observó que la concentración de 10 µM no reducía la 

expresión de esta proteína al igual que en tripomastigotes, por lo que se incrementó 

la concentración de morfolino hasta 80 µM. Con esta última concentración se logró 

la reducción de la expresión de TcMPX en un 55% (Figura 14B). La expresión de la 

proteína se analizó con el anticuerpo PRX B11 y se empleó el anticuerpo a-tubulina 

como control de carga para ambos estadios. Al ser el tripomastigote la forma 

infectiva del parásito, que utiliza TcMPX como factor de virulencia y que existe una 

mayor concentración de esta Px en este estadio, todos los ensayos posteriores se 

realizaron con la forma tripomastigote del parásito. 

 

La reducción de TcMPX hace más sensible a T. cruzi contra el estrés oxidante 

 

Una vez obtenida la reducción de la expresión de TcMPX, se estudió la 

sensibilidad del parásito al H2O2 como agente oxidante en tripomastigotes ya que 

se ha reportado que esta peroxirredoxina lo utiliza como sustrato. Los cambios 

morfológicos se contabilizaron mediante la detección de formas atípicas o con algún 

grado de alteración morfológica. Después de tres experimentos independientes de 

tratamiento con 80 µM y 160 µM de H2O2, se observó que los parásitos no tratados 

con el morfolino (al cual no referiremos como PNM) presentaron menos del 30% de 

tripomastigotes con forma atípica para ambas concentraciones de peróxido. Algo 

similar se observó con los parásitos tratados con morfolinos random (Random) 

quienes presentaron el mismo porcentaje de formas atípicas en estas 

concentraciones, por lo que no se observaron diferencias significativas entre estos 

tratamientos.  

Los parásitos disminuidos en su expresión de peroxirredoxina (MPX) se 

volvieron más sensibles al estrés oxidativo en ambas concentraciones de H2O2, se 

presentó aumento del 36% en formas atípicas (parásitos redondeados o con pérdida 

de flagelo)  con 80 µM lo que fue estadísticamente significativo respecto a  los PNM, 

mientras que se obtiene hasta un 70% en las formas redondeadas para la 

concentración más alta cuando se comparó con los PNM y los Random. Estos 
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resultados indicaron una pérdida de la arquitectura típica en los parásitos que 

presentaban una reducción parcial de MPX con una mayor sensibilidad hacia el 

peróxido, lo que fue más evidente a la concentración de 160 µM de H2O2 (Figura 

15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La reducción de TcMPX modifica la actividad enzimática de T. cruzi 

 

La determinación de la actividad enzimática se realizó mediante el ensayo 

con MTT. Este compuesto es reducido por esterasas mitocondriales, y por lo tanto 

PNM 

Random 

MPX 

Figura 15. Cambios morfológicos en T. cruzi modificados por estrés oxidante. Se retaron a tripomastigotes 
metacíclicos con dos diferentes concentraciones de H2O2: 80 y 160 M. Se tiñeron las muestras con Giemsa 

y se contabilizaron 100 parásitos por cada tratamiento y por triplicado para determinar el porcentaje de 
células redondeadas en parásitos no modificados (PNM) con oligo Random (Random) y con expresión 

disminuida de TcMPX (MPX). El análisis estadístico se realizó con el programa GraphPad 8.0 ANOVA dos 
vías, Bonferroni test. *P=<0.01, **P=<0.005.  
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puede indicar modificaciones en la actividad de estas enzimas. Al utilizar peróxido 

como inductor de estrés observamos que la actividad enzimática de los PNM no 

disminuye significativamente a las concentraciones 80 µM y 160 µM de H2O2, en los 

parásitos Random, tampoco se encuentran diferencias significativas con ninguno de 

los tratamientos con respecto a los PNM. En los parásitos MPX no se observaron 

cambios con la concentración de 80 µM, mientras que a la concentración de 160 µM 

se observó una disminución en la actividad enzimática de 45%, comparado con los 

parásitos MPX que no recibieron tratamiento y diferencias significativas a la misma 

concentración de peróxido con los parásitos Random y PNM (Figura 16). Este 

resultado podría indicar que en el parásito se disminuye la actividad enzimática por 

el efecto en la reducción de la expresión de la peroxirredoxina, al no ser capaz de 

contender con la presencia de peróxido y la aparición de nuevas especies reactivas 

de oxígeno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Ensayo de MTT con parásitos modificados en la expresión de TcMPX. Se evaluó la actividad 

metabólica de los parásitos PNM, Random y MPX para determinar su susceptibilidad después del estrés 
oxidante con 80 y 160 M de H2O2. El análisis estadístico se realizó con el programa GraphPad 8.0 ANOVA 

dos vías, Bonferroni test. ***P=<0.001, **P=<0.05, *P=<0.01. 
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La reducción de TcMPX aumenta la producción de ROS 

 
Tras el tratamiento con peróxido se analizó la producción de ROS. En los 

PNM no se encontraron diferencias significativas en la producción de ROS en las 

concentraciones de 80 µM y 160 µM de H2O2, comparados con aquellos que no 

recibieron tratamiento. En los parásitos Random, tampoco se observaron 

diferencias entre ambos tratamientos y con respecto a la PNM. En contraste, se 

encontró que aquellos parásitos que tienen una expresión reducida de MPX 

producen el doble de ROS que los parásitos control a 80 y 160 µM de H2O2, y entre 

ambas concentraciones no hubo diferencias significativas (Figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Ensayo de detección de ROS de parásitos modificados con morfolino. Determinación de ROS 

con DCF-DA para verificar la producción de ROS después del estrés oxidante con 80 y 160 M de H2O2 
por fluorometría. Parásitos no modificados (PNM), parásitos tratados con morfolino random (Random) y 

parásitos modificados en su expresión de peroxirredoxina (MPX). El análisis estadístico se realizó con el 
programa GraphPad 8.0 ANOVA dos vías, Bonferroni test. ***P=<0.001, **P=<0.05, *P=<0.01. 
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Figura 18. Ensayo de carbonilación en parásitos modificados con morfolino. A. Determinación de 

carbonilos con DNP para verificar carbonilación de proteínas después de incubar con 80 y 160 µM de 

H2O2 durante 30 min y revelados por luminiscencia. B. Expresión relativa de carbonilos en parásitos PNM, 
Random y MPX. Se muestra la gráfica de tres experimentos independientes con una n=3. El análisis 

estadístico se realizó con el programa GraphPad 8.0 ANOVA dos vías, Bonferroni test. *P=<0.05 

 

 

La reducción de TcMPX aumenta la carbonilación de proteínas 

 

Derivado del aumento de ROS bajo estrés oxidante de los parásitos 

modificados, se evaluó la carbonilación de proteínas, ya que este proceso implica 

oxidación severa y representa un indicador de estrés oxidante y de daño celular. 

Estos cambios en la expresión de carbonilos se cuantificaron mediante 

densitometría de las proteinas carboniladas con respecto al grupo control sin estrés 

(expresión relativa) con el software ImageJ. En los PNM no se encontraron 

diferencias significativas entre las diferentes concentraciones. En los parásitos 

Random tampoco se encontraron diferencias significativas entre las diferentes 

concentraciones ni con los parásitos PNM. En los parásitos MPX, no se encontraron 

diferencias con respecto a los PNM y Random; sin embargo, si se observó cambio 

en la expresión relativa de la carbonilación de proteínas con la concentración de 

160 µM con respecto a parásitos sin H2O2 en los parásitos MPX con aumento de1.56 

±0.28 (Figura 18).   
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La reducción de TcMPX aumenta la lipoperoxidación 

 
Uno de los daños que genera la sobreproducción de ROS es la peroxidación 

de los lípidos de membrana, uno de los productos generados es el malondialdehído 

(MDA), el cual forma aductos con el ácido tiobarbitúrico (TBA) (Armstrong et al., 

1998). Una mayor cantidad de MDA sugiere un incremento de lípidos peroxidados. 

Cuando se incubaron los parásitos PNM con las diferentes concentraciones de H2O2 

no se encontraron diferencias significativas en el porcentaje lipoperoxidación con 

una ligera tendencia al alza en la concentración de 160 µM. En los parásitos 

Random no se detectaron diferencias significativas en la peroxidación de lípidos con 

respecto a los PNM, pero si entre 160 µM y 0 µM.  Nuestros resultados indicaron 

que cuando se reduce la expresión de TcMPX se induce estrés oxidante a la 

concentración de 160 µM de H2O2 y se observó un aumento significativo en el 

porcentaje de lipoperoxidación de 48% con relación a los parásitos MPX no tratados 

(100%). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en el porcentaje 

de lipoperoxidación de los parásitos MPX con respecto a los PNM (Figura 19). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Ensayo de lipoperoxidación en parásitos modificados con morfolino. Determinación de 
MDA con TBA para verificar la producción de lípidos peroxidados después del estrés oxidante con 
80 y 160 M de H2O2 evaluados por fluorometría. Se realizaron 3 experimentos independientes con 
una n=3. El análisis estadístico se realizó con el programa GraphPad 8.0 ANOVA dos vías, 
Bonferroni test.  No significativo: ns. **P=<0.05 
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Efecto de Bz en parásitos reducidos en TcMPX 

 

Uno de los mecanismos tripanocidas de Bz es incrementar la producción de 

ROS, lo que puede modificar la arquitectura del parásito causando la presencia de 

formas atípicas (morfología redondeada), además que este fármaco es uno de los 

utilizados en el tratamiento de la enfermedad de Chagas. Por lo que parásitos MPX, 

Random y PNM se incubaron con diluciones seriadas de Bz (3, 6, 12, 25, 50 y 100 

µM) por diferentes tiempos (48, 72 y 96 h).  

 
 

 

 

 

 

 

 

Aunque se realizó la medición a las 48 y 96 h no se encontraron diferencias 

significativas a estos tiempos con las diferentes concentraciones de Bz (datos no 

mostrados). A las 72 h, los parásitos Random no se encontraron diferencias en las 
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Figura 20. Ensayo del efecto de Benznidazol sobre la morfología en parásitos modificados en 

la expresión de TcMPX. Determinación de cambios morfológicos en parásitos tratados con 

morfolino anti MPX a las 72 h y con un gradiente de concentración del fármaco Bz. Se 
contabilizó el número de células con morfología redondeada en este tiempo. Se realizaron 3 

experimentos independientes con una n=3. El análisis estadístico se realizó con el programa 
GraphPad 8.0 ANOVA dos vías, Bonferroni test. *P=<0.05, **P=<0.01. 

 



55 
 

formas atípicas con todas las concentraciones probadas. En los parásitos PNM 

hubo un efecto dosis-dependiente ya que se incrementó la presencia de formas 

atípicas de 6.4 a 27.2%. Se observó un efecto dosis-dependiente similar en los 

parásitos MPX de 10.6 a 32.4%. Importantemente, hubo diferencias significativas 

entre parásitos PNM y MPX a 100 µM (Figura 20). 

 

Efecto de benznidazol en la movilidad en parásitos modificados 

 

 
 

 

 

 

 

A las 72 h se observó un aumento significativo en el número de parásitos 

MPX inmóviles a concentraciones de 50 µM de Bz. El aumento de parásitos 

inmóviles fue de 25% ±8.2 con respecto a los parásitos PNM con el tratamiento de 

DMSO; este efecto aumentó a 33% ±11 con la concentración de 100 µM. (Figura 

21). En los parásitos Random no hubo diferencias significativas entre los 

tratamientos. 
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Figura 21. Ensayo del efecto del Bz sobre la movilidad en parásitos modificados en la expresión de 

TcMPX. Determinación de inhibición de la moviilidad en parásitos tratados con morfolino anti-MPX a 

las 72 h y con un gradiente de concentraciones de Bz. Se realizaron 3 experimentos independientes 
con una n=3. El análisis estadístico se realizó con el programa GraphPad 8.0 ANOVA dos vías, 

Bonferroni test. *P=<0.05, **P=<0.01, ***P=<0.001 
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Figura 22. Ensayo del efecto del Bz sobre el crecimiento en parásitos modificados en la expresión de 
TcMPX. Determinación de resistencia en parásitos con morfolino anti MPX en diferentes días y con un 
gradiente de concentraciones del fármaco. Se contabilizó el número de parásitos a diferentes tiempos; 
A. PNM, B. Random, C. MPX. . Se realizaron 3 experimentos independientes con una n=3.  El análisis 
estadístico se realizó con el programa GraphPad 8.0 ANOVA dos vías, Tukey test. *P=<0.005, ** 
P=<0.001 
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Efecto de benznidazol en el crecimiento en parásitos reducidos en la expresión de 

MPX 

Otro de los efectos del Bz es afectar el crecimiento de T. cruzi.  Se encontró 

que el número de parásitos PNM incubados con Bz disminuye con respecto a las 

horas de cultivo de manera Bz dosis dependiente a partir de las 72 h (Figura 22A).  

A las 96 h, se detectó disminución en el crecimiento tiempo-concentración 

dependiente, la concentración de 100 µM de Bz produjo el efecto más evidente con 

una reducción a 11.33 x 106 parásitos/mL con respecto al control DMSO que es de 

45 x 106 parásitos/mL. En los parásitos Random, ocurre un efecto similar, aquellos 

parásitos con DMSO tienen un 42.83 x106 parásitos/mL a las 96 h, cantidad similar 

que los PNM. Con el mismo tratamiento, a la concentración de 100 µM de Bz se 

observó una reducción a 12.17 x106 parásitos/mL, para las concentraciones de 6, 

12 y 50 µM hubo un efecto tiempo-concentración dependiente (Figura 22B). En los 

parásitos MPX se observó un cambio significativo en la disminución del número de 

parásitos, aún sin tratamiento con BZ, esta disminución en el número de parásitos 

disminuyó un poco más a las concentraciones más altas de BZ siendo esto más 

evidente desde las 96 h (Figura 22C), lo que podría sugerir que TcMPX está 

implicada en el crecimiento del parásito. 

 

TcMPX participa en la infección a células Vero 

 
 Se ha propuesto que TcMPX es un factor de virulencia que participa en la 

infección de T. cruzi a células del hospedero, por lo que su inhibición podría impactar 

negativamente en su capacidad infectiva. Nuestros resultados mostraron que 

cuando se infectan células Vero con una MOI (multiplicity of infection, por sus siglas 

en inglés) de 1:10 célula/parásito, los PNM infectan al 63% ± 7.93 de las células, 

mientras que no existen diferencias significativas con el grupo Random. De manera 

importante los parásitos con inhibición de MPX infectan solo al 45% ± 4.0 de las 

células, lo cual es estadísticamente diferente con respecto al control (Figura 23). 



58 
 

PNM Random MPX
0

20

40

60

80

100

%
 c

él
u

la
s 

in
fe

ct
ad

as

ns

✱

ns

PNM Random MPX
0

100

200

300

# 
de

 a
m

as
tig

ot
es

/1
00

 c
él

ul
as

ns

ns

ns

También se cuantificó el número de amastigotes por cada 100 células observándose 

una tendencia a su disminución (Figura 23). 
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Figura 23. Ensayo de infección in vitro con parásitos modificados en la expresión de TcMPX (1:10). A. 

Determinación de infección de parásitos a células VERO con una MOI 1:10, las células se tiñeron con el 
colorante DAPI. B.Se realizaron tres experimentos independientes del ensayo de infección. B. Se contabilizó el 

número de amastigotes presentes por cada 100 células. El análisis estadístico se realizó con el programa 
GraphPad 8.0 ANOVA dos vías, Bonferroni test. *P<0.005 
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 Se probó también una MOI 1:20, observando que los parásitos no 

modificados infectaron un 84% ± 21.29 de las células, no existieron diferencias 

significativas con el grupo Random.   
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Figura 24. Ensayo de infección in vitro con parásitos modificados en la expresión de TcMPX (1:20). A. 

Determinación de infección en parásitos en células VERO con una MOI 1:20 y teñidas con el colorante 

DAPI. B.Se realizaron tres experimentos independientes del ensayo de infección. C. Se contabilizó el 
porcentaje de células infectadas y el número de amastigotes presentes por cada 100 células. El análisis 

estadístico se realizó con el programa GraphPad 8.0 ANOVA dos vías, Bonferroni test. *P<0.005 
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 Los parásitos reducidos en la expresión de MPX infectaron solo al 45% ± 

8.13, lo cual es estadísticamente significativo con respecto al control (parásitos 

PNM) (Figura 24). En cuanto al número de amastigotes intracelulares por cada 100 

células, nuestros resultados indicaron que existe diferencia significativa en la 

cantidad de estos cuando se infecta con los parásitos reducidos en su expresión de 

MPX que tienen 130 ± 48 parásitos, en comparación con las células infectadas con 

el grupo control PNM (492 ± 222) y con el grupo infectado con los parásitos tratados 

con el Random (Figura 24).  

 

Efecto del Tiostreptón en T. cruzi 

 

 Tiostreptón (TS) es un medicamento aprobado por la FDA para el 

tratamiento del cáncer. Uno de sus mecanismos de acción es  unirse estéricamente 

a las cisteínas catalíticas y reducir la defensa oxidante de las células. Para 

establecer si el TS pudiera reducir el crecimiento de T. cruzi se incubaron 

epimastigotes en presencia de este compuesto durante 24 y 48 h. Se observó que 

TS redujo el número de epimastigotes sólo a las 48 h de incubación a 

concentraciones de 20 y 40 µM (Figura 25A). El valor IC50 fue de 40 ± 7.5 mM. Se 

observó que el TS tiene un alto efecto tripanocida sobre el estadio infectivo de T. 

cruzi ya que, a las 24 h, más del 50% de los tripomastigotes derivados de cultivo 

habían sido eliminados con menos de 5 µM  del compuesto (Figura 25B). El valor 

IC50 se calculó a 4.5 ± 0.7 mM. Por otro lado, los tripomastigotes obtenidos de 

sangre de ratón infectado también fueron sensibles al efecto de TS porque, con 20 

mM de TS, más del 65% de los parásitos fueron eliminados del cultivo (Figura 25C). 

El valor IC50 se calculó a 11 ± 2.6 mM. No hubo daño morfológico observado en 

microscopía óptica. De manera importante, este fármaco no presenta citotoxicidad 

en células de mamífero, ya que la concentración más alta que se pudo probar fue 

de 40 µM, y no se observó reducción en la actividad metabólica. 
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Efecto sinérgico de Tiostreptón con benznidazol sobre T. cruzi  

 

 Debido al efecto tripanocida de TS en tripomastigotes derivados de cultivo 

de T. cruzi, evaluamos el posible efecto sinérgico con Bz y diferentes 

concentraciones de TS por 24 h. Utilizando la combinación de TS y BZ se observó 

un efecto sinérgico significativo a concentraciones bajas de TS (1.25 y 2.5 µM).  Con 

1.25 µM de TS se observó 79.14 % de parásitos con TS solo, en contraste con un 
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Figura 25. Efecto tripanocida del Tiostrepton en parásitos modificados en la expresión de TcMPX. A. 
Epimastigotes, B. tripomastigotes derivados de cultivo, C. tripomastigotes sanguíneos y D. 
citotoxicidad de células Vero, se incubaron en presencia o ausencia de TS en las concentraciones 
micro molares indicadas. El número de parásitos se estableció contando a las 48 h (A) o 24 h (B, C) 
de incubación. La actividad enzimática se midió utilizando el ensayo MTT a las 24 h (D). Los resultados 
se presentan como media ± desviación estándar. Se usó Bz (25 μM) como control positivo. Se usaron 
medios sin TS (C) como control. Las diferencias estadísticamente significativas se indican con un 
asterisco (p < 0,05). 
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46.66% de los parásitos incubados simultáneamente con TS y BZ. Resultados 

similares se observaron con TS 2.5 µM y Bz 1.0 µM, ya que hubo 58.57% de 

parásitos tratados solo con TS frente al 39.38% con TS y BZ. No se encontraron 

diferencias significativas comparando TS 5 y 10 µM más BZ con los parásitos 

tratados solo con TS (Figura 26). 
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Figura 26. Efecto sinérgico de TS y Bz. Se incubaron tripomastigotes derivados de células Vero en 
presencia de diferentes concentraciones de TS solo o en combinación con 1.0 μM Bz. El número de 

parásitos se determinó contando en una cámara de Neubauer después de 24 h de incubación con los 
compuestos. Los resultados se presentan como media ± desviación estándar. El análisis estadístico 

fue una regresión no lineal con Kolmogorov–Smirnov post-test. *p < 0.001). 
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Discusión  

Las Px son una superfamilia de peroxidasas conservadas a través de la 

evolución en arqueas, bacterias y eucariotas (Perkins et al., 2015). En T. cruzi tienen 

la función de agentes antioxidantes, pero además son factores de virulencia 

(Piacenza et al., 2008, 2009; Piñeyro et al., 2008; Nogueira et al., 2009) y tienen 

función de chaperona (Piñeyro et al., 2019) y holdasa (Specker et al., 2022), por 

este motivo, se les ha considerado como buenos candidatos a blancos terapéuticos 

(Andrade y Reed 2015). El análisis de secuencia mostró un 64% de identidad entre 

las secuencias de aminoácidos de TcMPX Qro y PRX3 humana, con marcadas 

diferencias en el extremo N-terminal. Estas diferencias son importantes ya que el 

diseño de métodos de inhibición de estas proteínas se deben enfocar a estos sitios; 

asimismo las técnicas de inhibición de genes o expresión de proteínas a utilizar son 

limitadas, por ejemplo, en T. cruzi no se pueden utilizar RNA interferentes ya que T. 

cruzi carece de la maquinaria para la biogénesis de estos RNA como lo son DICER 

y Ago (DaRocha et al., 2004) a diferencias de otros tripanosomatidos que si poseen 

estas moléculas como T. brucei (Motyka y Englund 2004). El uso de Crispr-Cas9 

está limitado debido a la presencia de extensas regiones repetitivas de ADN, 

incluidas grandes familias multigénicas, y variaciones en el número de copias 

cromosómicas características de este parásito. Por lo tanto, las secuencias 

genómicas adicionales y más precisas de diferentes cepas de T. cruzi son 

necesarias para aumentar el uso y la eficiencia de las técnicas de edición de genes 

en este parásito (Chiurillo et al., 2021). Algunos métodos de inhibición utilizan 

oligonucleótidos anti-sentido que son una nueva generación de agentes 

terapéuticos dirigidos, los cuales funcionan silenciando los genes responsables de 

las enfermedades (Hashimoto et al., 2014). Una de las ventajas del uso de 

oligonucleótidos antisentido (morfolino) es que están dirigidos contra los primeros 

nucleótidos de una secuencia para evitar la transcripción de la proteína, impidiendo 

estéricamente la unión al ribosoma, y es justo donde encontramos diferencias entre 

la PRX3 humana y TcMPX. 

Al comparar la secuencia de QroMPX con otras PRX previamente 

caracterizadas, encontramos que comparte el 57% similitud con la peroxidasa 
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mitocondrial (TXNII) reportada en T. cruzi con el que interactúa en condiciones de 

estrés oxidativo (Dias et al., 2018). Aunque QroMPX como TXNII son peroxidasas 

mitocondriales, su porcentaje de similitud es menor que la se encontró para QroMPX 

y las PRX2 y PRX3 humanas. Esto explica por qué el modelo de homología señaló 

a PRX3 humana como templado. Además, el modelado molecular mostró que en  

QroMPX los monómeros podrían interactuar por sus hojas β7, formando una interfaz 

tipo B para generar homodímeros, como se ejemplificó para otros 2-cys PRX (Poole 

y Nelson, 2016). En estas estructuras, el CP(C81) de un monómero podría estar 

asociado con el CR (C204) del monómero adyacente. En esta estructura 

conformacional, la disposición de los motivos GGLG e YF y la tríada catalítica (P74, 

T78 y R157) alrededor del sitio catalítico son muy similares a PRX3 humana. Esto 

facilitaría la hiperoxidación de la molécula, pero la presencia y posición de los 

aminoácidos N205 y P211 cercanos a CR (C204) indican que QroMPX podría ser 

parcialmente resistente a este fenómeno porque la resistencia a los eventos de 

sobre oxidación en PRX3 se da por la presencia de cuatro aminoácidos (NTDP) en 

una forma similar posición cercana al CR (Cox et al., 2009). El modelado de 

homología también sugiere que los dímeros pueden ensamblarse en oligómeros. 

En este trabajo se estudiaron parásitos T. cruzi en los que se redujo la 

expresión de la peroxirredoxina mitocondrial (una molécula asociada a la defensa 

contra el estrés oxidante) con el uso de morfolinos. Los morfolinos son moléculas 

sintéticas similares a los oligonucleótidos, tienen una base estructural por anillos de 

N-metil morfolina unidos por enlaces de tipo fosfodiamidato. Sobre este esqueleto 

se unen las bases nitrogenadas de la secuencia complementaria cuya expresión se 

desea inhibir. Se utilizó este método de reducción ya que induce una inhibición 

estable, duradera y es resistente a las ribonucleasas. Además, para que el morfolino 

se internalice dentro de las células solo se requiere de un péptido facilitador 

denominado Endoporter (Stainier et al., 2017). 

 En este trabajo se obtuvo una reducción del 50% en la expresión de TcMPX 

para los estadios de epimastigotes y tripomastigotes, lo que provocó un cambio 

importante en la morfología celular como la aparición de células atípicas ante el 

desafío del estrés oxidativo. Otros trabajos realizados con oligonucleótidos 
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antisentido (morfolinos), pero dirigido a otras proteínas, han descrito cambios en el 

crecimiento de T. cruzi al inhibir la cruzipaina (San Francisco et al., 2017) y pérdida 

de virulencia asociadas al receptor de membrana IP3 (Hashimoto et al., 2013). En 

estos trabajos se observó una reducción del 30% en la expresión proteica, mientras 

que nosotros obtuvimos un 50% de reducción en la expresión en tripomastigotes y 

en epimastigotes. Solamente se ha reportado un trabajo de inhibición de una 

molécula asociada al estrés oxidante, el cual describió mutantes que no expresaban 

TcAPX, en estos parásitos se demostró una mayor sensibilidad al peróxido de 

hidrógeno exógeno, pero no se investigó la susceptibilidad al benznidazol como se 

hizo en el presente trabajo. También se observó un decremento significativo en la 

infectividad en células de mamífero, similar al observado en nuestro trabajo aunque 

el modelo de infección era diferente, sin embargo, no se tuvo efecto sobre la 

replicación, diseminación o tropismo tisular de T. cruzi in vivo (Taylor et al., 2015). 

Estos últimos aspectos no se estudiaron por nosotros y sería interesante abordarlos 

en estudios posteriores. Los demás trabajos reportados sobre modificaciones a la 

expresión de moléculas asociadas al control del estrés en los parásitos están 

enfocados en la sobreexpresión de Prx y su participación en el mecanismo de 

defensa (Piacenza  et al., 2008) y como factor de virulencia (Piacenza  et al., 2009). 

Una de las particularidades observadas durante la reducción en la expresión 

de TcMPX con morfolinos fue que se utilizó una mayor concentración en los estadios 

de epimastigotes. En el estadio de epimastigote la concentración utilizada fue ocho 

veces mayor, esto se debe a que el epimastigote es la forma replicativa y en 48 h, 

que es el tiempo de incubación con morfolino, aumenta el número de parásitos y es 

necesario aumentar la dosis de morfolino para disminuir la expresión de QroMPX 

de los nuevos parásitos generados. También se debe considerar que las 

membranas entre estos estadios son diferentes y que el intercambio de nutrientes 

entre el ambiente y el parásito se realiza por diferentes sistemas (Alves et al., 2017), 

por lo que el estadio epimastigote estará nutrientes y excretando más activamente 

que el tripomastigote, ya que el primero necesita mas nutrientes ya que es la fase 

replicativa, mientras que el segundo es la fase infectiva. 



66 
 

Se ha demostrado que  las ROS  son  moléculas  que  inducen  la oxidación  

de  proteínas  y  lípidos  que  interfieren  con  la  integridad  y  la  función mitocondrial 

(Menna-Barreto y  de  Castro,  2014), además la sobreproducción de estas 

moléculas dentro de las células induce de manera inespecífica cambios en la 

arquitectura celular y la muerte. En los parásitos modificados, se encontraron 

cambios morfológicos similares a los reportados previamente con H2O2 a mayor 

concentración, las células se vuelven redondeadas (Pérez-Morales et al., 2017). 

Estos cambios se pueden atribuir a que una de las funciones de TcMPX es 

interactuar con proteínas del citoesqueleto como la tubulina (Peloso et al., 2016), y 

al haber una reducción de TcMPX, incrementa la producción de ROS y se producen 

daños en la membrana celular, lo que conduce a la pérdida de la integridad de la 

membrana y defectos en la función de las proteínas de membrana. 

 El principal daño en las moléculas producidas por ROS es la 

lipoperoxidación, un ataque directo a los residuos Thr, Pro, Lys y Arg de las 

proteínas que pueden derivatizar los polipéptidos y conducir a la formación de 

grupos carbonilos que derivan en la carbonilación de proteinas (Gupta et al., 2009). 

Ambos son indicadores de daños por estrés oxidativo en el parásito que repercute 

en el correcto plegamiento de las proteínas, afecta su integridad, conducen a otros 

eventos adversos en la célula y la muerte; sin embargo, en nuestro modelo no 

observamos cambios drásticos en estos parámetros, nuestros resultados sugieren 

que estos cambios se empiezan a producir en el parásito a una concentración más 

alta de peróxido, y posiblemente es necesario incrementar el tiempo de exposición 

al agente oxidante para que estos cambios sean determinantes. Otro de los efectos 

de las ROS es la modificación de la actividad metabólica; en los parásitos reducidos 

en la expresión de MPX hay una marcada reducción de la actividad metabólica, esto 

derivado del posible daño que sufre el parásito, probablemente haya un cambio en 

la polarización de la membrana que interrumpe la cadena respiratoria y produce 

menos energía para el parásito, como sucede con otros compuestos que inducen 

estrés oxidativo (Rodriguez-Hernandez et al., 2019).  

Se ha sugerido que la TcMPX es un factor de virulencia, ya que se expresa 

preferentemente en cepas virulentas  de T. cruzi (Piacenza et al., 2009), además su 
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expresión está relacionada con el estadio tripomastigote, que es la etapa infectiva 

del parásito (Piacenza et al., 2013) y existe una correlación entre el contenido 

enzimático de esta Px con su virulencia. Nuestros resultados mostraron una 

reducción en la infección en cultivos in vitro, lo que corrobora su importancia como 

factor de virulencia, aunque no se reduce la infección al 100%, esto se debe a que 

el parásito cuenta con un enorme número de moléculas para infectar, como 

glicoproteínas y enzimas como las  transialidasas, entre otras.  Además, se redujo 

el número de amastigotes por célula en los tratamientos Random y MPX, esto puede 

deberse a que, en el citosol, el hierro se puede almacenar como hierro férrico (Fe3+), 

una forma redox-inerte, asociada con ferritina o se puede exportar desde la célula 

como hierro ferroso (Fe2+). La expresión de ferroportina y ferritina está regulada al 

alza por los antioxidantes, como las Px, lo que puede conducir a niveles reducidos 

de reservas de hierro lábil en el citosol. Se desconoce el mecanismo de captación 

de hierro por los amastigotes, pero se ha sugerido que el parásito depende de la 

reserva intracelular de hierro lábil para su crecimiento (Cardoso et al., 2016), en 

nuestro caso, pensamos que la reducción de TcMPX modifico los niveles de hierro 

en la célula y esto a su vez, redujo el número de amastigotes. 

Debido a la similitud entre QroMPX y PRX3, así como la disposición de las 

cisteínas del sitio activo y los aminoácidos que los rodean, es muy probable que 

QroMPX sea susceptible a los mismos inhibidores que PRX3. Esta característica se 

puede utilizar para reposicionar moléculas que actualmente son terapéuticas en 

humanos. Varias moléculas quelantes de hierro como la triapina, auranofina y 

cisplatino reducen la presencia de PRX3 humana y tienen un uso farmacológico en 

el tratamiento de algunos tipos de cáncer (Myers, 2016). Otra molécula es TS, un 

excelente inhibidor de PRX3 que interactúa con las cisteínas del sitio activo, esta 

molécula también induce una condición de estrés oxidativo en varios tipos de cáncer 

y se utiliza como tratamiento para reducir el crecimiento celular (Nelson et al., 2021), 

ya que PRX3, se sobre expresa en mesoteliomas y se ha observado que al 

inactivarse esta enzima se modifica la red mitocondrial antioxidante, causando 

alteraciones en este tipo de células cancerosas (Newick et al., 2012). 
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 TS y algunos derivados poseen buena actividad contra protozoos como 

Babesia y Plasmodium sp., pero no se había probado contra otros protozoos como 

T. cruzi (Aminake et al., 2011; Aboulaila et al., 2012). Se realizó un análisis de 

acoplamiento (docking molecular), el cual sugirió que TS podría unirse a la cisteína 

resolutiva en el sitio catalítico (datos no mostrados), pero no descartamos que 

ambas cisteínas estén involucradas porque la unidad funcional de PRX es 

homodimérica en un entorno biológico (Poole y Nelson, 2016). Asimismo, por la 

similitud en la secuencia de aminoácidos (>55%) entre QroMPX y TXNII, es muy 

probable que TS también interactúe con esta proteína, y la inhibición de ambas Px 

podría tener un efecto sinérgico. Cuando incubamos epimastigotes de T. cruzi 

durante 48 h en presencia de TS,  se observó una reducción en la multiplicación del 

parásito en el cultivo sin cambios morfológicos evidentes en los parásitos restantes. 

Los tripomastigotes y los tripomastigotes sanguíneos (ambos infecciosos) fueron 

susceptibles al efecto tripanocida de TS, pero en un menor tiempo y con menor 

concentración de fármaco. A las 24 h de incubación con diferente concentración de 

TS, se observaron diferencias con respecto a los grupos de control en amastigotes 

intracelulares. TS se puede utilizar en combinación con el tratamiento clásico contra 

la enfermedad de Chagas, así que comparamos el efecto sinérgico de TS y BZ en 

tripomastigotes para reducir la concentración de ambos compuestos, y observamos 

una reducción significativa en el número de parásitos con la combinación más baja 

de TS-BZ utilizada. Es de llamar la atención que a dosis altas, no encontramos 

efecto sinérgico; por lo que se debe trabajar más para abordar este fenómeno, ya 

que posiblemente se enmascara el efecto de una u otra droga por la concentración. 

Aunque TS es una herramienta útil para inhibir la expresión de TcMPX, dado que 

uno de los mecanismos reportados para este fármaco es unirse a las cisteinas del 

sitio catalítico de moléculas antioxidantes (Chiu et al., 1996), esta unión también 

puede presentarse en otras peroxirredoxinas, como la TcCPX, la TcAPX y la TcGPX 

dificultando el estudio de una Px en particular, aunque estudios anteriores indican 

que TS tiene preferencia a unirse a las Px mitocondriales por el pH del organelo en 

humanos (Nelson et al., 2021), esto no se ha estudiado en T. cruzi y por nuestra 
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parte, exploraremos estos resultados evaluando el efecto sinérgico en parásitos con 

expresión reducida de TcMPX y el Ts. 
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Conclusiones  
 

● TcMPX tiene una alta similitud con PRX3 humana 
 

● Se obtuvo una inhibición de ~50% de TcMPX en epimastigotes y  

tripomastigotes utilizando un oligonucleotido anti sentido (morfolino) 

especifico. 

 

● La reducción en la expresión de TcMPX hizo más susceptible a los 

tripomastigotes al estrés oxidante producido por H2O2. 

 

● Los tripomastigotes modificados en la expresión de TcMPX presentaron 

cambios morfológicos, un descenso en la actividad enzimática, aumento en 

la producción de ROS, aumento en carbonilación de proteínas y de 

lipoperoxidación. 

 
● Los tripomastigotes modificados presentan una reducción en el crecimiento 

cuando se tratan con benznidazol. 

 
● Los parásitos modificados presentan una menor capacidad infectiva, lo que 

confirma la participación de TcMPX como factor de virulencia. 

 
● La reducción en la expresión de TcMPX afecta el crecimiento de T. cruzi. 

 
● El uso de Tiostrepton que se une a las Px puede ser una alternativa para el 

tratamiento de la enfermedad de Chagas. 
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Perspectivas 
 

● Evaluar el posible daño al DNA del parásito producto de las especies 

reactivas de oxígeno 

 

● Inhibir completamente la expresión de TcMPX con algún fármaco u otro 

mecanismo de silenciamiento de genes 

 

● Evaluar el efecto combinado del morfolino MPX y Tiostreptón 

 

● Evaluar el papel de TcMPX reducida en un modelo in vivo 

 

● Evaluar el efecto de Tisotrepton en un modelo de infección in vivo 
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Structural New Data for
Mitochondrial Peroxiredoxin From
Trypanosoma cruzi Show High
Similarity With Human Peroxiredoxin
3: Repositioning Thiostrepton as
Antichagasic Drug
Lucio Rivera-Santiago, Ignacio Martı́nez, Ruben Arroyo-Olarte , Paulina Dı́az-Garrido,
Roberto I. Cuevas-Hernandez and Bertha Espinoza*

Departamento de Inmunologı́a, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autónoma de México, Ciudad
de México, México

Trypanosoma cruzi, the causal agent of Chagas disease, has peroxiredoxins (PRXs)
expressed in all stages of the parasite and whose function is to detoxify oxidizing agents,
such as reactive oxygen species (ROS). These proteins are central for the survival and
replication of the parasite and have been proposed as virulence factors. Because of their
importance, they have also been considered as possible therapeutic targets, although
there is no specific drug against them. One of them, the mitochondrial PRX (TcMPX), is
important in the detoxification of ROS in this organelle and has a role in the infectivity of T.
cruzi. However, their structural characteristics are unknown, and possible inhibitors have
not been proposed. The aim was to describe in detail some structural characteristics of
TcMPX and compare it with several PRXs to find possible similarities and repositioning the
antibiotic Thiostrepton as a potential inhibitor molecule. It was found that, in addition to the
characteristic active site of a 2-cys PRX, this protein has a possible transmembrane motif
and motifs involved in resistance to hyper oxidation. The homology model suggests a high
structural similarity with human PRX3. This similarity was corroborated by cross-
recognition using an anti-human PRX antibody. In addition, molecular docking showed
that Thiostrepton, a potent inhibitor of human PRX3, could bind to TcMPX and affect its
function. Our results show that Thiostrepton reduces the proliferation of T.
cruzi epimastigotes, cell-derived trypomastigotes, and blood trypomastigotes with low
cytotoxicity on Vero cells. We also demonstrated a synergic effect of Thriostepton and
Beznidazol. The convenience of seeking treatment alternatives against T. cruzi by
repositioning compounds as Thiostrepton is discussed.
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INTRODUCTION

The protozoan T. cruzi is the etiologic agent of the Chagas
disease (American trypanosomiasis), one of the major causes of
morbidity and mortality in many countries of Latin America.
Because of human migrations, Chagas disease is emerging in
other regions (Europe and the United States principally), and it is
estimated that 6 to 7 million people are currently infected
worldwide (WHO, 2021). T. cruzi infects two hosts, the insect
vector, a member of the Reduviidae family, and mammals such
as humans. During its life cycle within these hosts, the parasite
faces oxidant stress. When a vector feeds on a mammal infected
with blood trypomastigotes, they travel to the posterior intestine.
Large amounts of hemoglobin produced by food are degraded to
heme (Nogueira et al., 2015), increasing the production of
reactive oxygen species (ROS), which can eliminate the
parasite. Another critical component in generating ROS within
the vector is the prophenoloxidase present in hemolymph and
hemocytes. It participates in melanization, phagocytosis, and
encapsulation of parasites (Machado-Silva et al., 2016) and the
production of intermediates of ROS and reactive nitrogen
species. When the vector feeds on its host, it detects near the
suction area, and the host can enter the parasite due to micro-
abrasions in the skin caused by scratching. Once T. cruzi enters
to the host, it interacts with several elements of the immune
response like macrophages or neutrophils, which can potentially
eliminate it through ROS such as superoxide anion (O2.−),
hydrogen peroxide (H2O2), and peroxynitrite (ONOO−). The
host–parasite relationship has resulted in that T. cruzi developed
effective mechanisms of evasion and resistance to the immune
system as well as efficient antioxidant machinery. The
peroxiredoxins (PRXs) are proteins responsible for inactivating
ROS, organic peroxides, peroxynitrites, and peroxynitrous acid,
which generate an oxidizing environment for the parasite
(Perkins et al., 2015).

In T. cruzi, five PRXs that are found in specific organelles
have been reported: cytosolic PRX (TcCPX), mitochondrial PRX
(TcMPX), ascorbate-dependent heme peroxidase present in the
endoplasmic reticulum (TcAPX), glutathione peroxidase I
present in the glycosome (TcGPXI), and glutathione
peroxidase II present in the endoplasmic reticulum (TcGPXII)
(Wilkinson et al., 2000).

The mitochondrial enzyme TcMPX is one of the most
studied, and it belongs to the typical 2-Cys PRXs, with a
molecular weight of ~25 kDa. TcMPX concentrates on the
kinetoplast, indicating that its main function is to protect the
mitochondrial genome from peroxide-mediated damage
(Wilkinson et al., 2000). Furthermore, this enzyme interacts
with other molecules such as tryparedoxin II during oxidative
stress conditions (Dias et al., 2018). It has been demonstrated
that the overexpression of TcMPX protects T. cruzi against a
wide range of peroxynitrites derived from immune cells and
increases the resistance to H2O2, corroborating its participation
as an antioxidant defense mechanism (Piacenza et al., 2008). In
addition, during T. cruzi differentiation, there is an increase of
TcMPX expression in trypomastigotes (infective stage)
compared with epimastigotes (non-infective stage), analyzed in

several T. cruzi strains (Piacenza et al., 2009). Furthermore, there
is a correlation between virulence and the expression levels of
these proteins, which could facilitate the establishment of the
parasite in the host and resistance to drugs such as Nifurtimox
(NF) (Piñeyro et al., 2008; Specker et al., 2022). Finally, TcMPX
has a role as a partner of several proteins important for cellular
metabolism (Peloso et al., 2016). Therefore, TcMPX has been
proposed as an attractive candidate for the development of anti–
T. cruzi drugs (Wilkinson et al., 2000). However, to date, no
studies have been published addressing this possibility in vivo, in
vitro, or in silico. In the present work, TcMPX from two T. cruzi
strains were sequenced and a phylogenetic study was done. An in
silico analysis was also carried out, and TcMPX structural
properties were deduced from a model generated by homology.
Finally, the role of a potential inhibitor of TcMPX on the
proliferation of T. cruzi, cytotoxicity on Vero cells, and
synergic effect with Beznidazol (BZ) were evaluated, and its
possible role as a therapeutic drug is discussed.

MATERIALS AND METHODS

Parasites and DNA Extraction
Epimastigotes of Mexican TcI Qro (TBAR/MX/0000/Queretaro)
and Ninoa (MHOM/MX/1994/Ninoa) strains were cultured as
previously described (López-Olmos et al., 1998). Cell-derived
trypomastigotes of Qro strain were obtained from Vero cells
previously infected as described (Rodrıǵuez-Hernández et al.,
2019). Infected cells were cultured in 75-cm2

flasks instead using
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), pH 7.2, plus 10%
Fetal Bovine Serum (FBS), glutamine (2 mg/ml), penicillin (100
units/ml), and streptomycin (100 mg/ml), in a humidified 5%
CO2 atmosphere at 37°C. For maintenance, confluent cultures
cells were washed with 5 mM Ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA), incubated for 5 min with trypsin (1 mg/ml), diluted,
and re-plated. Blood trypomastigotes were obtained from Balb/c
mice infected with the Qro strain. Maintenance was performed
by bleeding mice every 18–20 days and infecting healthy 8-week-
old female mice with 1 × 105 parasites intraperitoneally.
Genomic DNA extraction of epimastigotes was performed with
the phenol-chloroform technique, using 20 ml of logarithmic
phase parasite culture (60 × 106 parasites/ml) (Macedo et al.,
1992). Nucleic acid integrity was analyzed by 1% agarose gel
electrophoresis, and its concentration and purity were assessed
using a NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). The DNA was kept at −20°C until used.

PCR and TcMPX Sequencing
The Polymerase Chain Reaction (PCR) to amplify TcMPX was
performed using 200 ng of DNA, and specific primers were
designed using the software Primer1 (http://primer1.soton.ac.uk/
primer1.html): TcMPX-Fw (5′-ATGTTTCGTCGTATGGCCG-3′)
and TcMPX-Rv (5′-TCATGCGTTTTTCTCAAAATATTCA-3′).
The conditions employed were as follows: 5 U Platinum™ Pfx
enzyme (Invitrogen, Massachusetts, USA), 10 mM of each primer,
and 4 mMMgCl2. One initial step of 94°C for 3 min, 35 cycles (30 s
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at 94°C, 30 s at 60°C, and 45 s at 68°C), and a final elongation step
(5 min at 68°C). The amplicons obtained (330-bp fragment) were
purified using the innuPREP DOUBLEpure Kit (Analytik Jena,
Jena, Germany). They were sequenced in the Laboratorio de
Secuenciación Genómica de la Biodiversidad y de la Salud
(UNAM) with the Sanger technique, using a 3500xL genetic
analyzer (Applied Biosystems, Massachusetts, USA). The obtained
sequences for Qro and Ninoa were analyzed using the software
Chromas. The consensus sequence was determined using the
software Bioedit. Finally, the two sequences were uploaded to the
GenBank as QroMPX (accession number QKE53461.1) and
NinoaMPX (QKE53460.1).

Phylogenetic and Comparative Analysis
The molecular weight, isoelectric point, and net charge were
determined using the software Pepstats 6.6.0 (http://www.ebi.ac.
uk/Tools/services/web). The conserved domain-based prediction
was performed with the online software SMART (Simple
Modular Architecture Research Tool) (http://smart.embl-
heidelberg.de/). For the comparative analysis, several sequences
of mitochondrial PRXs from different organisms were obtained
from GenBank and Protein Data Bank (PDB) (Supplementary
Table 1). The alignment of the sequences was performed using
the software ClustalW. The phylogeny was established by
Neighbor-Joining (NJ) analysis, and the bootstrap statistical
method (10,000 replicates) was performed with MEGA 7.0.
The calculation of the genetic distances was carried out by p-
distance. Only the positions with coverage greater than or equal
to 95% were considered. The resulting phylogenetic trees were
visualized with FigTree V1.4.3 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/
figtree). For the identification of conserved amino acids residues
and functional motifs, multiple alignments of PRXs were
performed using T-coffee (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/
tcoffee/). The prediction of transmembrane helices in QroMPX
proteins was done using TMHMM 2.0 software (https://services.
healthtech.dtu.dk/service.php?TMHMM-2.0).

TcMPX Homology Modeling
The homology modeling of QroMPX was performed by two
different platforms: SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.
org/interactive) and Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/).
The resulting models were visualized and compared with PyMol
Molecular Graphics System version 2.4.0 (Janson et al., 2017). In
addition, the steric arrangement of the amino acids residues and
the reliability of the protein structure was validated by the software
Procheck, whereas the general rate of error frequencies was
established using the software ERRAT. Both software are
included in the package SAVES v6.0 (https://saves.mbi.ucla.edu/).

Immunodetection by Western Blot Using a
Commercial Antibody
As described above, epimastigotes of T. cruzi Qro strain were
cultured for four days. The parasites were harvested and heat-
lysed at 100°C for 5 min in lysis buffer (12% Sodium Dodecyl
Sulfate (SDS), 10 mMHepes, pH 7.0). The protein was quantified
with the DC Protein Assay Kit (Bio-Rad, California, USA). Then,
12 µg of the protein were separated by electrophoresis in a 12%

SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (PAGE) and blotted to
nitrocellulose membrane. Western blot (WB) analysis was
performed by anti-PRX IgG1 B-11 (1:2,000) (137222, Santa
Cruz Biotechnology, Texas, USA) as primary antibody and
anti-Mouse IgG-Peroxidase (1:4000) (A-9044, Sigma Aldrich,
Missouri, USA) as a secondary antibody. The WB was revealed
by the addition of 3,3-diaminobenzidine (D5637, Sigma Aldrich,
Missouri, USA).

Molecular Docking With TS
To explore the possible interaction between QroMPX and
Thiostrepton (TS), we performed an in silico molecular
docking study using AutoDock Vina (ADV) 1.1.2 on Mac Os
X System (Trott and Olson, 2010). The receptors used for this
analysis were the QroMPX model obtained by homology and
human PRX3 (PDB 5JCG). Receptors and TS ligand (PDB ID:
2L2W) were prepared and converted to *.PDBQT files in
AutoDockTools 1.5.6 (Sanner, 1999). Protein preparation was
performed using a standard protocol consisting of the removal of
co-crystallized ligands and water molecules; polar hydrogens
were added, and Kollman charges for all receptor atoms were
computed to assess hydrogen-bonding interactions. All the other
parameters were kept at their default settings. The TS ligand was
docked at each receptor using a grid box: 60 Å × 60 Å × 60 Å
centered at the midpoint between the Ca of the peroxidatic and
resolutive cysteines (CP and CR, respectively). That is, grid center for
PRX3: X = 5.865 Å, Y = −27.873 Å, and Z = −27.243 Å; and grid
center for QroMPX: X = 23.17 Å, Y = 23.233 Å, and Z = −3.844 Å.
The docking algorithm of ADV was used to find the best complex
between ligand and protein. A maximum of 20 conformers were
considered for each ligand, and the complex with the most favorable
free binding energy was selected for analyzing the interactions and
the binding mode between the PRXs and TS with MGLTools 1.5.6
and Discovery Studio Visualizer v21 software.

TS Activity on T. cruzi
TS (Sigma, T8902), a human PRX3 inhibitor used in anti-cancer
therapies, was tested for its ability to T. cruzi damage.
Epimastigotes (2 × 106) were seeded in 96-well plates (200 µl
per well) and incubated at 28°C in the presence or absence of
several concentrations of TS (1–40 µM) for 24 and 48 h.
Benznidazole (BZ, 25 µM) or vehicle (Dymethyl sulfoxide
(DMSO) 0.5%) were included as positive and negative controls,
respectively. Then, the parasite number in the culture was
counted in a Neubauer hemocytometer and reported as a
growth percentage. Each condition was evaluated in duplicate
in three independent assays. Analysis by one-way ANOVA with
Tukey’s multiple comparison was done using GraphPad Prism
version 5 for Windows. The mean lethal concentration (IC50) of
TS to eliminate 50% of the parasites present in the culture was
calculated as previously described (Martıńez et al., 2013).

Supernatants containing cell-derived trypomastigotes were
collected from Vero cells infected with Qro strain by
centrifugation at 3,000×g for 20 min and resuspended in
complete DMEM medium (Invitrogen, USA). Parasites were
counted by microscopic observation using a Neubauer
hemocytometer and adjusted to 2 × 106/ml. Parasites were seeded
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(100 ml per well) in duplicates in a 96-well microplate, in presence or
absence of several concentrations of TS and BZ as above, and
incubated at 37°C, with 5% of CO2 for 24 h as reported previously
for other compounds (Adessi et al., 2022). Parasite number was
counted as described above. Each condition was evaluated in
duplicate in two independent assays. Blood trypomastigotes were
obtained as described in Section 2.1. Parasites were counted and
blood was diluted with DMEM medium to reach 2x106

trypomastigotes/ml as described previously (Sánchez Alberti et al.,
2022). These parasites were incubated with TS, like cell-derived
trypomastigotes. Parasite number was counted as described above
and reported as the percent of parasites. Each condition was
evaluated in duplicate in three independent experiments.
Statistical analysis was done as reported for epimastigotes.

Cell Cytotoxicity Assay on Vero Cells
Vero cells were maintained in DMEM medium supplemented
with 10% FBS and reseeding 1/6 of the total culture content every
third day. Cytotoxicity produced by TS was evaluated using 3-
[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide
(MTT) assay. Briefly, Vero cells were seeded in a 96-well plate
(5,000 per well) and allowed to adhere for 12 h. Then, the
medium was removed, and 200 µl of DMEM was added in the
absence or presence of TS at concentrations of 2.5 to 40 µM for
further 24 h. Next, the medium was removed, and three washes
with PBS were performed. Then, 200 µl of DMEM was added in
the presence of MTT at 0.8 mg/ml (Sigma, USA) and incubated
for 4 h at 37°C. The medium was removed, and the formazan salt
was solubilized using 120 µl of DMSO. Absorbance was recorded
in a microplate reader with a wavelength of 595 nm and a filter of
655 nm as reference. Three independent assays with duplicates of
each condition were performed. Data were plotted and analyzed
by one-way ANOVA using GraphPad Prism software.

Synergy Effect Between TS and BZ
To evaluate the synergistic effect of TS andBZ, first, we calculated the
BZ IC50 on cell-derived trypomastigotes; we incubated the parasites
with several concentrations of BZ (0.39–50 mM) for 24 h. The IC50

was calculated as 0.96 ± 0.04 (Supplementary Figure 3). Then, we
used the BZ IC50 in synergy assays with TS. Cell-derived
trypomastigotes (2 × 105) were seeded in 96-well plates (100 µl per
well) and incubated at 37°C with 5% of CO2 in the presence or
absence of several concentrations of TS (1.25–10 µM) and BZ at 1.0
µM for 24 h. Parasites in the culture were counted in a Neubauer
hemocytometer and reported as parasite percent. Three independent
assays with duplicates of each condition were performed. Using
GraphPad Prism software, data were plotted and analyzed by non-
linear regression with Kolmogorov–Smirnov posttest.

RESULTS

QroMPX and NinoaMPX Sequences
Analysis
The QroMPX and NinoaMPX have the same nucleotide
sequences and do not show differences in their protein

sequences (data not shown). Both TcMPX have a predicted
size of 226 aa, a molecular weight of 25.5 kDa, an isoelectric
point of 7.65, and a net electric charge of 2. A NJ analysis was
performed to establish the phylogeny of both proteins. The
topology of the obtained tree shows that both sequenced
proteins belong to the trypanosomatids clade. Both protein
sequences are very similar to the other from T. cruzi because
tree topology shows a comb structure, characteristic of sequences
that are highly similar to each other (Figure 1A).

Multiple Alignments and Functional Motifs
Identification
Because of the high identity between QroMPX and NinoaMPX,
we decided to work only with the QroMPX as a representative
molecule. Multiple alignments were performed with other MPX
(including the best-known human PRX3) to establish the
presence of functional motifs in the sequence. This analysis
showed a percentage of 48%–63% of similarity between
QroMPX and the other proteins. In addition, the peroxidatic
cysteine (Cp81) and resolving cysteine (CR204) from the catalytic
site are almost the same in all PRX. However, the second catalytic
site in QroMPX has two amino acid changes (IPC instead of
VCP). This is one of the notable differences between QroMPX
and the myochondrial tryparedoxin TXNII from T. cruzi that
does preserve the VCP sequence at the C-terminus. Adjacent to
the CR (C204) are present two amino acids (N205 y P211) and
GGLG and YF motifs, involved in events of hyper oxidation on
several PRXs (Figure 1B).

QroMPX Homology Modeling
The models generated by homology in the two platforms used
were very similar (Supplementary Figure 1A). Furthermore, a
similarity was observed between the amino acid sequence Y67 to
S89 of QroMPX with a transmembrane motif described in B.
xylophilus. Because of this, an analysis was carried out to
establish the probability that QroMPX is a transmembrane
protein, and the probability is 0.014. Therefore, there is
no enough evidence to say that QroMPX can be a
transmembranal protein under this analysis. The validation of
the model using the Ramachandran plot showed that 90.2% of
the amino acids are in the favorable region, indicating good
reliability of the structure. The ERRAT plot showed a quality
factor of 95.7%, indicating a good model quality. Thus, the model
was representative with seven parallel and antiparallel b-sheets,
and five a-helices of different lengths (Figure 2A). The resulting
modeling in all the servers suggests that the template for our
target protein (QroMPX) was the human PRX3. The structural
similarity between both proteins is highlighted when they are
overlapped (Figure 2B). The molecular modeling showed that
QroMPX monomers could interact forming an interface type B
to generate homodimers (Supplementary Figure 2A). They
could be formed by the interaction of the b7 sheets from each
subunit (Supplementary Figure 2B). By assembling five dimers,
the formation of oligomers (decamers) was also modeled
(Supplementary Figure 2C), and the electric charges in the
oligomer show that the negative charges are preferably
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distributed inside the structure (Supplementary Figure 2D) as
reported in other PRXs.

The CP (C81) from a QroMPX monomer could be associated
with the CR (C204) from the adjacent monomer. In this
conformational structure, CP is surrounded by the catalytic
triad formed by the amino acid residues P74, T78, and R157,
close to the motifs GGLG and YF, whereas CR is close to the
amino acid residues N205 and P211 (Figure 2C). The location of
the amino acid around the catalytic site is very similar to the
human PRX3 (Figure 2D).

Similarity Between QroMPX and PRX3
Because of the observed similarity between human PRX3 and
QroMPX, it was decided to test whether a commercial anti-PRX

antibody that recognizes the former could also recognize the T.
cruzi protein because the amino acid sequence recognized by the
commercial antibody is very similar in both proteins
(Figure 3A). The commercial antibody recognized in a T. cruzi
total protein extract a protein with molecular weight close to that
predicted from TcMPX (Figure 3B). Interestingly, when
modeling the recognition site in the QroMPX dimer, it was
observed that a region of the sequence is exposed on the surface
of the molecules, which could facilitate the recognition of these
structures by commercial antibodies (Figure 3C).

TS-QroMPX Docking
Because QroMPX and human PRX3 are structurally similar,
there is a possibility that QroMPX was susceptible to PRX3

A

B

FIGURE 1 | Phylogeny of QroMPX and NinoaMPX and alignment with other mitochondrial PRXs. (A) The phylogeny was inferred using the Neighbor-Joining
method. The percentage of replicate trees in which the associated taxa clustered together in the bootstrap test (10,000 replicates) are shown next to the nodes. The
evolutionary distances were computed using the p-distance method and are in the units of the number of amino acid differences per site (scale bar). The analysis
involved 20–amino acid sequences. All positions with less than 95% coverage were eliminated. The sequences of TcMPX from Mexican strains Qro and Ninoa (●)
were grouped in the clade of trypanosomatids, close to other T. cruzi strains. (B) The sequences were aligned as indicated in materials and methods. Beta sheets
(1–7) and a-helix are indicated on the corresponding sequence. The numbering corresponds to the position of the amino acids in the sequence of QroMPX. The
cysteines of the catalytic site are indicated in green background. The motifs involved in susceptibility (yellow background) and resistance (red background) to
hyperoxidation are also indicated. The transmembrane sequence identified in B. xylophilus (ABW81468.1) and the identical amino acids in the other sequences are
indicated in cyan. The amino acids that interact with divalent cations (pink background) and those that stabilize the binding (blue background) identified in L.
brasiliensis (XP_001562236.1) are also indicated in QroMPX. The first 30 amino acids of the QroMPX and L. brasiliensis sequences were cut to facilitate alignment.
The other sequences used were from T. cruzi (TXNII, PDB 4LLR), T. rangeli (ESL05855.1), T. gondii (AAG25678.2), P. falciparum (BAA97121.1), and human PRX3
(PDB 5JCG). At the end of each sequence, the percentage of similarity (sim%) with QroMPX is indicated.
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inhibitors such as the antibiotic TS. To explore this hypothesis,
we performed an in silico molecular docking study. Our
computational model considered a stable conformation of

minimum energy for the protein QroMPX obtained by
homology and for PRX3 obtained from the PDB (5JCG). To
eliminate bias from the rigid nature of the receptor in our model,
we used one monomer of each protein for ligand-receptor
interaction analysis, because the ligand (TS) would be
physically hindered by its bulk. Therefore, our results showed
that TS has an affinity for the catalytic site, particularly, the
resolutive-cysteine (CR) in PRX3 (Figure 4A). Something similar
was observed in the TS-QroMPX interaction model in which, in
addition to the resolutive cysteine, the amino acids V38, H170,
T172, N174, N181, R187, I202, CR204, and M213 are involved,
with a DG = 7.0 kCal/mol (Figure 4B). These results suggest that
TS has a high probability of binding to cysteines in the catalytic
domain of QroMPX and interfering with their biological activity.

TS Activity on T. cruzi
To establish whether TS could reduce the growth of T. cruzi as it
does with some cancer cells, epimastigotes were incubated in the
presence of this compound for 24 and 48 h. It was observed that
TS reduced the number of parasites only at 48 h of incubation at
concentrations of 20 and 40 µM (Figure 5A). The IC50 value was
established at 40 ± 7.5 mM.

It was observed that TS has a high trypanocidal effect on the
infective state of T. cruzi because, at 24 h, more than 50% of the
cell-derived trypomastigotes had been eliminated with less than
5 mM of the compound (Figure 5B). The IC50 value was

A

B C

FIGURE 3 | Recognition of QroMPX by anti-human PRX3 antibody.
(A) Shared sequence between QroMPX and PRX3 recognized by a commercial
antibody. Identical amino acids are shaded. (B) Western blot was performed as
indicated in materials and methods. The total parasite protein transferred (lane
1, Coomassie Blue stain) and the recognition of QroMPX by the commercial
anti-PRX antibody (lane 2). (C) Model showing the regions on the surface of
each QroMPX monomer (red and blue) that can be recognized by the antibody.

A B

DC

FIGURE 2 | QroMPX tertiary structure model. Modeling was performed as indicated in Materials and Methods. A) Monomer of the protein. Alpha-helices and beta
sheets are indicated with the corresponding numbering. B) Overlap of QroMPX (orange) and human PRX3 (PDB 5JCG, green). C) The amino acids surrounding the
peroxidatic (CP) and resolutive (CR) cysteine are shown for QroMPX. The GGLG and YF motifs are indicated in pink. The catalytic triad (PTR) is indicated in cyan.
The amino acids that could participate in the resistance to hyper oxidation are shown in purple. The comparison of these amino acids in the sequences of QroMPX
(QKE461.1), human PRX2 (ABB02182.1), and human PRX3 (PDB 5JCG) are shown in the lower box (in red resolutive cysteines, in purple amino acids involved in
resistance to hiperoxidation). D) The position of the amino acids around the catalytic site in human PRX3 are shown with the same colors as in C.
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calculated at 4.5 ± 0.7 mM. On the other hand, blood
trypomastigotes were also sensitive to the effect of TS
because, with 20 mM of TS, more than 65% of the parasites
were eliminated from the culture (Figure 5C). The IC50 value
was calculated at 11 ± 2.6 mM. No morphological damage was
observed at optical microscopy. Preliminary experiments show
no effect on intracellular amastigotes at 24 h of incubation with
several TS concentrations.

Cytotoxicity Effect of Ts on Vero Cells
A significant decrease in the metabolic activity of Vero cells was
observed in the presence of TS, but this was not greater than 25%,
even at the highest TS concentration used (40 µM). The IC50 for
Vero cells is greater than 40 µM, but it could not be established,
so the selectivity index could not be calculated. The cytotoxicity
of TS on Vero cells was moderate since between 62% and 72% of
the cells maintained their metabolic activity (Figure 5D).

Synergic Effect Between TS and BZ
Because of the trypanocidal effect of TS on T. cruzi trypomastigotes,
we evaluate a possible synergic effect with BZ. Using the
combination of 1.25 µM TS and 1.0 µM BZ, a 46.66% presence of
parasites was observed. By contrast, 79.14% of parasites were
observed with TS alone at the same concentration. Similar results
were observed with 2.5 µM TS and 1.0 µM BZ because 39.38% of
parasites were found versus 58.57% with TS alone. There were no
significant differences comparing 5 and 10 µM TS alone or with
BZ (Figure 6).

DISCUSSION

There are no effective vaccines or drugs against T. cruzi, and
the available drugs (NF and BZ) have low efficacy to treat the
chronic phase of this disease and cause several side effects
(Lascano et al., 2020). With the purpose to find new
therapeutic targets, metabolic and defense pathways in T.
cruzi have been studied in recent years. The detoxification
of ROS is one of the main mechanisms implicated in the
survival of the parasite, and for this reason, antioxidant
enzymes have been considered as good therapeutic targets
(González-Chávez et al., 2015).

The TcMPX have received particular attention due to their
role as partner of several important proteins for cellular
metabolism, as well as a virulence factor by protecting T. cruzi
against NF effect, macrophage-derived peroxynitrite, and
avoiding redox imbalance by ROS during mitochondrial
energy generation (Piacenza et al., 2008; Piacenza et al., 2009;
Peloso Ede et al., 2011; Piacenza et al., 2013; Peloso et al., 2016;
Specker et al., 2022). In this study, the TcMPX from Querétaro
and Ninoa Mexican T. cruzi strains were sequenced and analyzed
in silico. The phylogenetic analysis showed that they are highly
conserved proteins among T. cruzi strains, which suggests that
variations in the sequence could affect their function and
compromise the viability of T. cruzi. In addition, TcMPX is a
single copy gene (Yeo et al., 2011). These reasons make it an
attractive therapeutic target. However, to date, no inhibitor has
been reported for this protein.

A

B

FIGURE 4 | TS-PRX3 and TS-QroMPX Docking. (A) Binding mode between TS (blue sticks) and human PRX3 (green). The amino acids (sticks format) and cysteine
resolutive (ball format) involved in the interaction are shown in the box. (B) Binding mode between TS (blue sticks) and QroMPX (orange). The amino acids (sticks
format) and cysteine resolutive (ball format) involved in the interaction are shown in the box.

Rivera-Santiago et al. Thiostrepton Targeting Mitochondrial Peroxiredoxin

Frontiers in Cellular and Infection Microbiology | www.frontiersin.org July 2022 | Volume 12 | Article 9070437

 
  



90 
 

When comparing the sequence from QroMPX with other
PRX previously characterized, we find that it shares 57%
similarity with mitochondrial peroxidase (TXNII) reported in
T. cruzi with which it interacts in oxidative stress conditions
(Dias et al., 2018). Although both QroMPX and TXNII are
mitochondrial, their similarity percentage is lower than that

between QroMPX and human PRX2 and PRX3. This explains
why homology modeling pointed to human PRX3 as temperate.

In addition, it was observed that the similarity is higher with
MPX from other trypanosomatids (L. brasiliensis or T. rangeli)
and human PRX3. This similarity of more than 60% in the
sequence and highly similar spatial disposition of the QroMPX

FIGURE 6 | Synergic effect of TS and Bz. Cell-derived trypomastigotes were incubated in the presence of different concentrations of TS alone or in combination with
1.0 mM Bz. Parasite number was established by counting in a Neubauer chamber after 24 h of drugs incubation. The results are presented as media ± standard
deviation. Statistically significant differences are indicated with an asterisk (p < 0.001).

A

B D

C

FIGURE 5 | Tripanocidal effect of TS. Epimastigotes (A), cell-derived trypomastigotes (B), blood trypomastigotes (C), and Vero cells cytotoxicity (D) were incubated
in the presence or absence of TS at the indicated micromolar concentrations. Parasite number was established by counting at 48 h (A) or 24 h (B, C) of incubation.
Metabolic activity was measured using MTT assay at 24 h (D). The results are presented as media ± standard deviation. Bz (25 mM) was used as a positive control.
Media without TS (C) was used as control. Statistically significant differences are indicated with an asterisk (p < 0.05).

Rivera-Santiago et al. Thiostrepton Targeting Mitochondrial Peroxiredoxin

Frontiers in Cellular and Infection Microbiology | www.frontiersin.org July 2022 | Volume 12 | Article 9070438

 
 
 
 
  



91 
 

3D model with PRX3 could suggest a similar function for both
proteins, like an increase in its expression during heat stress
events as has been shown for human PRX3 (Tchouagué et al.,
2019). Although specific analysis showed that Qro MPX is
unlikely to be a transmembrane protein, the presence of a
sequence that has been proposed as a transmembranal domain
in other PRXs opens the possibility that this protein may be
secreted by T. cruzi or actively transported to the extracellular
environment, probably to counteract ROS produced by the host,
as proposed for other PRXs of trypanosomatids (Cuervo et al.,
2009; Gadelha et al., 2013). It has been proposed that the PRX
from B. xylophylus could use this motif to be transported across
the intracellular membranes by ABC transporters (Li et al.,
2011). This possibility cannot yet be ruled out for QroMPX
and should be explored in the future. The possibility that this
protein can be transported across the mitochondrial membrane
or interact with it during cellular events has not been described
and still needs to be explored as reported for other PRXs
(Sasagawa et al., 2001; Choi et al., 2005). However, for the
moment, we propose that it could be in soluble form as other
mitochondrial and chloroplast PRXs (Flohé and Harris, 2007).

In the QroMPX sequence, the presence of GGLG and YF
motifs was observed, which have been associated with the
susceptibility of some PRXs to be hyper oxidated, leading to
their inactivation (Cox et al., 2009). The QroMPX reported in
this study is the first to be reported in T. cruzi with the presence
of these structural motifs.

In addition, the molecular modeling showed that QroMPX
monomers could interact by its b7-sheets, forming an interface
type B to generate homodimers, as it was exemplified for other 2-
cys PRXs (Poole and Nelson, 2016). In these structures, the CP

(C81) from a monomer could be associated with the CR (C204)
from the adjacent monomer. In this conformational structure,
the arrangement of the GGLG and YF motifs and the catalytic
triad (P74, T78, and R157) around the catalytic site are very
similar to the human PRX3. This would facilitate the hyper
oxidation of the molecule, but the presence and position of the
amino acids N205 and P211 close to CR (C204) indicate that
QroMPX could be partially resistant to this phenomenon
because the resistance to over-oxidation events in PRX3 is
given by the presence of four amino acids (NTDP) in a similar
position close to the CR (Cox et al., 2009). Homology modeling
also suggests that dimers can assemble into oligomers.

On other hand, several PRXs from protozoa have been
proposed as therapeutic targets using molecules that inhibit it,
which leads to a reduction in the resistance to oxidative stress
(Haraldsen et al., 2009; König et al., 2011). Because of the
similarity between QroMPX and PRX3, as well as the
arrangement of the active site cysteines and the amino acids
that surround them, it is very probable that QroMPX will be
susceptible to the same inhibitors as PRX3. This feature can be
used to reposition molecules that are currently therapeutic in
humans. Several iron chelator molecules such as triapine,
auranofin, and cisplatin reduce the presence of human PRX3
and have a pharmacological use in the treatment of some types of
cancer (Myers, 2016). It would be interesting to test whether
these molecules affect the T. cruzi proliferation or viability.

Another molecule is TS, an excellent inhibitor of PRX3 that
interacts with the active site cysteines, and this molecule also
induces an oxidative stress condition in several types of cancer
cells and is used as a treatment to reduce cell growth (Nelson
et al., 2021). TS and some derivatives have shown good activity
against protozoa as Babesia and Plasmodium sp. but have not
been tested against other protozoa such as T. cruzi (Aminake
et al., 2011; Aboulaila et al., 2012).

Docking analysis suggested that TS could bind to the
resolutive-cysteine in the catalytic site, but we do not rule out
the possibility that both cysteines are involved because the
functional unit of PRX is dimeric in a biological environment
(Poole and Nelson, 2016). Likewise, because of the similarity
found in the amino acid sequence (>55%) between QroMPX and
TXNII, it is highly probable that TS also interacts with this
protein, and the inhibition of both PRXs could be related to a
synergistic effect.

When we incubated epimastigotes of T. cruzi for 48 h in the
presence of TS, a reduction in the multiplication of the parasite
in the culture was observed, without obvious morphological
changes in the remaining parasites. In addition, cell-derived
trypomastigotes and blood trypomastigotes (both infective)
were susceptible to the trypanocidal effect of TS, but in a
shorter time and with a lower drug concentration. At 24 h of
incubation with different concentration of TS, no significant
differences with respect to control groups were observed in
intracellular amastigotes. Longer incubation time periods and
combination with other drugs should be investigated in
future works.

Previously, it has been shown that disrupting the electron
transport chain in T. cruzi epimastigotes inhibits growth
(Aldunate et al., 1986). The interaction between TS and
QroMPX could interrupt the electron transport chain involved
in the mitochondrial antioxidant network, leading to growth
inhibition. On the other hand, it was very important to observe
that T. cruzi trypomastigotes are more susceptible to the
trypanocidal effect of TS because they are the ones that infect
mammalian hosts, including humans. It has previously been
shown that trypomastigotes from several strains of T. cruzi have
two to six times more TcMPX than epimastigotes, so it has been
proposed that it is one of the important enzymes for maintaining
redox balance during energy generation in the infective stage
(Piacenza et al., 2009; Gadelha et al., 2013). In addition, it has
been reported that mitochondrial activity is greater in
trypomastigotes than in epimastigotes, with the consequent
production of H2O2 (Gonçalves et al., 2011). Because of this
abundance of the protein and its biological role, it would be
expected that when it is inhibited by TS, the effects would be
faster and stronger on trypomastigotes than epimastrigotes,
which is consistent with the IC50 differences observed.

TS IC50 values for cell-derived trypomastigotes (4.5 mM) and
blood trypomastigotes (11 mM) are lower than those
concentration used for healthy human cells. We observed that
the IC50 of TS on Vero cells is greater than 40 mM, which is
higher than the solubility limit of the compound. Similar results
have been reported for human epidermal melanocytes at 24 h
(Qiao et al., 2012).
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TS can be used in combination with the classical treatment
against Chagas disease. We compare the synergic effect of TS and
BZ in trypomastigotes to reduce the concentration of both
compounds, and we observed a significant reduction in the
parasite number with the lowest TS-BZ combination used.
Intriguingly, at high doses, we do not find synergic effect;
further work should be done to address this phenomenon.

Therefore, the results obtained are promising, and they could
be improved by making modifications to TS to make it more
specific to PRX or by searching for similar molecules with
higher selectivity.

Furthermore, the possibility of using TS in an animal model
of infection with T. cruzi, as well as the mechanism of action,
should be explored. In addition, the repositioning of this
molecule, which is currently used in the human treatment of
some oncological diseases, can be an alternative for a better
Chagas disease treatment.

CONCLUSIONS

The results reported in the present work suggest that TcMPX
from T. cruzi has a high similarity with human PRX3, so this
characteristic could be exploited to evaluate its susceptibility to
inhibitors and their derivatives that are currently used for
therapeutic purposes, such as TS that was found that reduced
the growth of the parasite by a mechanism that could involve the
change in the mitochondrial metabolism of T. cruzi.
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