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RESUMEN

El protozoario flagelado Trypanosoma cruzi es el agente causal de la enfermedad de
Chagas también conocida como tripanosomiasis americana. De acuerdo con lo informado
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se estima que alrededor de 6 millones de
personas en el mundo se encuentran infectadas con el parasito, mientras que en México
por ser un pais endémico 30 millones de personas estan susceptibles de infectarse. Los
efectos adversos provocados por el tratamiento farmacoldgico para tratar la infeccion,
ademas de la baja eficacia de estos medicamentos en la etapa crénica de la enfermedad,

justifica la busqueda de posibles blancos terapéuticos.

Debido a que la L-cisteina (Cys) es un metabolito limitante para la produccion del
tripanotion (T(SH)), el cual a su vez es indispensable para la supervivencia del parasito,
el presente proyecto de tesis se enfoco en estudiar la via de transulfuracion reversa. En
esta via, la Cys se sintetiza por la hidrélisis de la L-cistationina (Cth) en una reaccién
catalizada por la cistationina gama liasa (CGL). Para determinar la participacién de esta
enzima en la sintesis de Cys y T(SH)., y evaluar su funcion en el metabolismo
antioxidante de T. cruzi, se utilizé a la L-propargilglicina (PAG), el cual es un inactivador
de la CGL.

Se determiné el efecto de la PAG sobre el crecimiento y viabilidad en epimastigotes de T.
cruzi. Se encontrd un efecto en el crecimiento y en la viabilidad de los epimastigotes, se
obtuvieron valores de concentracion inhibitoria y concentracién letal 50: ICso de 0.2 mM y
de LCso de 1.5 mM. Se evalud el efecto de la PAG en células humanas HFF1, siendo

estas Ultimas mas susceptibles al compuesto con una ICs, de 0.04 mM.

Se determind la actividad enzimatica de la CGL en extractos citosolicos de epimastigotes
control, obteniendo un valor de 2.2 nmol/min*mg proteina. Por otro lado, se determin6 que
la PAG inactivd completamente a la CGL de T. cruzi de manera in vitro (en extractos
citosélicos de parasitos control), asi como in vivo (en parasitos cultivados en presencia de
la PAG).

Por ultimo, se determiné por HPLC el perfil de los metabolitos tioles involucrados en la via
de sintesis de tripanotion (cisteina, glutation (GSH) y tripanotiébn) en epimastigotes
tratados con la PAG. Se observé un decremento y posteriormente una recuperacion de la
concentracion basal de la Cys tras la exposicion de los parasitos a la PAG, mientras que

para el GSH y el T(SH). su concentracidn decrecid en un 60% y 80%, respectivamente.
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1. INTRODUCCION
1.1 Origen de la enfermedad de Chagas

La Tripanosomiasis Americana en humanos es ocasionada por la infeccion del
protozoario flagelado Trypanosoma cruzi. El parasito fue descubierto en 1909 en el
contenido intestinal de insectos hemato6fagos de la familia Reduviidae, género Conorhinus
(conocidos como barbeiros por los nativos del lugar), por el médico e investigador Carlos
Justiniano Ribeiro das Chagas (1879-1934) en el estado de Minas Gerais, Brasil. Carlos
Chagas describio el ciclo infectivo completo, en el cual también demostré la presencia de
los tripomastigotes en la sangre periférica de una nifia de dos afios y en un gato, por lo
cual llegbé a la conclusion de que el parasito se transmite a los mamiferos a través del
insecto (Chagas, 1909).

1.2 Epidemiologia de la enfermedad de Chagas

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) inform6é en 2021 alrededor de 6
millones de personas en todo el mundo infectadas con Trypanosoma cruzi, con una
incidencia de 30 mil casos anuales, principalmente en zonas endémicas de los 21 paises
de América Latina, Centro América y México, provocando 14 mil defunciones al afio
(OMS, 2021).

El Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC, 2016) y la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS, 2016) definen como zonas endémicas de
la parasitosis aquellos lugares en los que por su tipo de clima y ecosistema se desarrollan
los vectores que transmiten al pardsito. Los vectores mas prevalentes son:
Triatoma infestans en Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguay, Uruguay y Perq;
Rhodnius prolixus en Colombia, Venezuela y Centroamérica; Triatoma dimidiata en
Ecuador y América Central y Rhodnius pallescens en Panama. Por otra parte, el flujo
migratorio de personas infectadas con T. cruzi ha ocasionado la aparicibn de nuevos
casos en zonas no endémicas como Europa y Asia, debido a mecanismos de transmisiéon
vertical y transfusiones sanguineas o de o6rganos infectados; por este hecho, la
enfermedad de Chagas es actualmente reconocida como un problema de salud publica
mundial (AMSE, 2022).
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En el caso particular de México, en 2005 se estim6 que existen 1.1 millones de
personas infectadas; se informo6 que la mayoria de los casos de infeccion con T. cruzi se
encuentran en los estados de Jalisco, Veracruz, Oaxaca y Guerrero (Cruz et al., 2005).
Sin embargo, para el afio 2017 se registraron las mayores tasas de incidencia en Yucatén
(4.0), Oaxaca (2.4) e Hidalgo (2.1) (Fig. 1), acompafiadas de un incremento nacional entre
2008 y 2012 de 0.61 a 0.70 casos por cada 100 mil habitantes (Rojo-Medina et al., 2018).
Para el aflo 2017 otros estudios demogréficos determinaron que el grupo etario mas
afectado o con mayor incidencia de la enfermedad se encuentra entre los 45 a 49 afios,

con una razoén de casos de 2.1 hombres por cada mujer (Rojo-Medina et al., 2018).

La OPS estim6 que cerca de 30 millones de personas en México se encuentran en
riesgo de adquirir la infeccion debido principalmente a la amplia distribucion geogréafica del
vector que transmite al parasito ya que en dos terceras partes del territorio mexicano
existen las condiciones para que se lleve a cabo la transmision vectorial (Salazar et al.,
2016). En México existen 32 especies de triatominos en donde las principales especies
transmisoras de la enfermedad son Triatoma longipennis (34%), Triatoma pallidipennis
(23%) y Triatoma dimidiata (29%) (Fig. 1). Estos artropodos habitan generalmente en las
grietas y huecos de paredes de casas, asi como también en tejados de palma, corrales de

animales y pisos de tierra de zonas rurales (Arellano, 2002).

Entre 2008 y 2010 el grupo Iniciativa Subregional de Prevencion, Control vy
Atencién de la enfermedad de Chagas (IPCA) se ha encargado de hacer acciones para
erradicar a R. prolixus en México y el Salvador debido a su alta capacidad vectorial y a
sus elevadas cifras (800 mil infectados) asociadas como el principal transmisor de la
enfermedad en Centroamérica (IPCA, 2011; OPS, 2011).
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Figura 1. Distribucion geogréfica de los principales triatomas causantes de la Enfermedad de Chagas
en México. Los estados marcados con un punto representan las zonas con mayor incidencia de la
Tripanosomiasis Americana. Figura modificada de: Fuente: Sistema Unico de Informacion para la
Vigilancia Epidemioldgica, Secretaria de Salud (2015).

1.3 Biologia de Trypanosoma cruzi

El Trypanosoma cruzi es un protista el cual pertenece al phylum
Sarcomastigophora, subphylum Mastigophora, Clase Zoomastigophorea, orden
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. El parasito unicelular posee un unico flagelo el
cual se origina en el cuerpo basal y se dobla lateralmente a lo largo de la célula, envuelto
por un reborde de membrana citoplasmatica (ondulante); ademas se caracteriza por
poseer una sola mitocondria donde se localiza el cinetoplasto (red de ADN) el cual es una
caracteristica que le da el nombre al orden de estos microorganismos. Dependiendo de la
posicion del cinetoplasto respecto al nucleo y la presencia o ausencia de la membrana
ondulante del flagelo, se pueden distinguir los 3 estadios morfologicos del parasito
presentes en su ciclo de vida (Fig. 2) (Brener et al., 2000; Madigan et al., 2015; Cevallos y
Hernandez, 2001).
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-Epimastigote: Estadio proliferativo presente en el intestino del triatoma. Tanto el
cinetoplasto y flagelo se localizan en la parte media del organismo, por delante del nucleo,
su tamafio es aproximadamente de 20 a 25 micras (Fig. 2A).

-Tripomastigote: Estadio infectivo, no proliferativo que se encuentra presente en el
intestino posterior del vector (tripomastigote metaciclico) y en la circulacién sanguinea del
hospedero (tripomastigote sanguineo). El flagelo emerge del cinetoplasto el cual se
localiza posterior al nucleo, formando una membrana ondulante tan larga como el

parasito, cuyo tamafio alcanza aproximadamente las 20 micras (Fig. 2B).

-Amastigote: Estadio proliferativo presente en el interior de células nucleadas de los
mamiferos infectados. Se caracteriza por tener el cinetoplasto cerca al nucleo y el flagelo
disminuye microscopicamente. Tiene una morfologia ovalada y mide de 2.0 a 2.5 micras
(Fig. 2C).

Figura 2. Microscopia electrénica de barrido de los estadios morfologicos de
Trypanosoma cruzi. (A) Epimastigote. (B) Tripomastigote. (C) Amastigote. La barra
de la figura A y B corresponde a 2.5 uM, mientras que la de C a 1 pM. Figuras
tomadas de: https://www.nature.com/articles/srep44451/figures/1;
https://parasitesandvectors.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13071-018-2664-
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Por otra parte, gran parte del metabolismo energético de T. cruzi esta basado en el
uso de aminoécidos como fuente de carbono y reservorio energético, principalmente
prolina como fuente de carbono exdgena, aunque se ha demostrado que también puede
utilizar asparagina, glutamina, glutamato, leucina e isoleucina (Pereira et al., 2008). Por
otro lado, la glucosa funge como la principal fuente de carbono en el parasito. De
particular importancia en los tripanosomatidos es la presencia de un organulo denominado
glicosoma, el cual contiene 8 enzimas glucoliticas encargadas de efectuar el catabolismo
de la glucosa (glucdlisis), ademas de la via oxidativa de las pentosas fosfato, y otras del
metabolismo de lipidos y nucleétidos (Garcia-Torres et al., 2011; Cazzulo, 1994).

Durante el proceso de transformacion del parésito en sus diferentes estadios, se
reemplazan vias metabdlicas de biosintesis de novo y de salvamento por sistemas de
transporte de metabolitos esenciales provenientes del medio extracelular del hospedador.
(Pereira et al., 2008).

1.4 Ciclo bioldgico del parasito

La via de transmision principal de Trypanosoma cruzi es vectorial y lo hace a
través de las heces infectadas de insectos hematdfagos triatominos de la familia
Reduviidae, orden Hemiptera, subfamilia Triatominae (Rojo-Medina et al., 2018). El ciclo
inicia cuando la chinche infectada se alimenta de la sangre del hospedero susceptible y
por deyeccidon deposita a los tripomastigotes metaciclicos en las heces (Fig. 3.1).
Posteriormente, por accidbn mecanica de las patas del insecto o por el efecto del rascado,
los tripomastigotes se introducen en el tejido adyacente de la picadura, infectando
cualquier tipo de célula nucleada (Fig. 3.2). Una vez dentro de la célula, el tripomastigote
se transforma en amastigote y se multiplica por fisién binaria (Fig. 3.3); posteriormente,
cuando la poblacién de amastigotes es abundante dentro de la célula, se transforman en
tripomastigotes circulantes y debido al movimiento flagelar lisan a la célula infectada,
liberandose para circular en el torrente sanguineo y continuar infectando a otras células
(Fig. 3.4). El ciclo continGia cuando un triatomino no infectado se alimenta de la sangre del
hospedero infectado y adquiere a los tripomastigotes sanguineos (Fig. 3.5); éstos migran
al intestino medio del insecto donde se transforman en epimastigotes, los cuales se

multiplican por fision binaria (Fig. 3.6-3.7) y finalmente, migran al intestino posterior de la
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chinche para transformarse en tripomastigotes metaciclicos y reiniciar el ciclo de infeccién
(Fig. 3.8).

G
" 9’/ @ Etapa Infectiva.
"”/ // ¥ 5 Etapa de diagnéstico. ‘®§P) Algunos  otros  mamiferos  son

susceptibles a infectarse por T. cruzi.

Figura 3. Ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi. (1) Tripomastigotes metaciclicos en las
heces del vector. (2) Infeccidon de células nucleadas por tripomastigotes metaciclicos. (3)
Proliferacion de amastigotes. (4) Transformacion de amastigotes en tripomastigotes
sanguineos. (5) Adquisicién del parasito en un triatoma no infectado. (6) Transformacion de
tripomastigotes en epimastigotes (7) Los epimastigotes se multiplican por fisién binaria. (8)
Los epimastigotes migran al intestino posterior de la chinche y se transforman en
tripomastigotes metaciclicos. Figura tomada y modificada de:
https://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican/index.htmi
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1.5 Vias de transmision de Trypanosoma cruzi

Se sabe que mas del 80% de los casos descritos de la Enfermedad de Chagas se
deben a la transmisién vectorial del parasito (Diaz y Gonzalez, 2014), sin embargo,
existen otros mecanismos de transmision menos frecuentes los cuales se describen a
continuacion:

1 Transfusiones sanguineas y de 6rganos infectados. Es la segunda via de transmision
mas frecuente, tiene una prevalencia aproximada del 20% y es la responsable de la
diseminacion de la enfermedad hacia zonas no endémicas debido al flujo migratorio
de personas infectadas (Gascon et al., 2009). Se estima que entre 2006 y 2011 se
reportaron 1459 donaciones seropositivas para T. cruzi, y en paises europeos
alrededor del 2% de los inmigrantes latinoamericanos estan infectados con el parasito.
Desde el afio 1993 se implement6 el tamizaje para la infeccién con T. cruzi en bancos
de sangre de Latinoamérica con la finalidad de disminuir la prevalencia de esta via de
transmision (Velasco et al., 2002; Rueda et al., 2014)

2 Via oral. Se da a través de la ingesta de alimentos y/o bebidas contaminadas con las
heces y orina del vector (0 secreciones de mamiferos infectados) y el consumo de
carne mal cocida de animales que alojen al parasito. Esta via de transmision se ha
reportado principalmente en la region amazonia en donde la mayoria de los casos
estan asociados al consumo de jugos; por ejemplo, el jugo de asai y la cafia de azlcar
en Brasil (pais predominante con 587 casos), el vino de palma y el jugo de naranja en
Colombia, entre otros. En Latinoamérica hasta 2013 se reportaron 900 casos de
infecciébn aguda por T. cruzi asociados con la transmisién oral (Portal info-Chagas;
Rueda et al., 2014).

3 Transmisién vertical o congénita. El parasito se transmite de la madre infectada al hijo
durante el embarazo mediante la interaccién, invasion y proliferacion de los
tripomastigotes sanguineos con las células del espacio intervelloso de la placenta. Se
ha encontrado que la prevalencia en esta via de transmision ocurre entre el 2 y 12%
en los embarazos de mujeres en la etapa cronica de la enfermedad, acompafiada de
una incidencia de mas de 15,000 casos anuales en Latinoamérica (del Pino et al.,
2006; Menchaca-Armenta, 2019; Moya et al., 2005; Portal info-Chagas; Rueda et al.,
2014; Sandoval et al., 2020).

4 Transmision por accidentes de laboratorio. Los riesgos implicados en esta via radican
en hospitales o laboratorios donde se trabaje o manipule al agente causal de la

enfermedad de Chagas, especificamente en medios de cultivos celulares, sangre
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contaminada, triatominos portadores del parasito o animales infectados. La correcta
manipulacién del material contaminado debera realizarse siguiendo las normativas de
bioseguridad propia de cada entidad sanitaria por el personal capacitado con la
finalidad de reducir el riesgo. Menos del 1% de casos totales descritos estan
asociados a esta via de transmision (Portal info Chagas; Lorca et al., 2001).

Las diferentes vias de transmision de la enfermedad de Chagas han activado una
alerta en las autoridades sanitarias para fomentar e implementar protocolos destinados a
mantener mejores medidas de higiene y seguridad para disminuir el riesgo de infeccion

por T. cruzi en personas potencialmente susceptibles.

1.6 Etapas de la parasitosis y diagnéstico

En humanos la enfermedad de Chagas transcurre en dos fases, la aguda y la
crénica. Durante la primera fase de la infeccion se ha encontrado que cerca del 80% de
los pacientes son asintomaticos, por lo que solo se llegan a diagnosticar clinicamente el
20% de los casos; inclusive si se llegaran a presentar sintomas (fiebre, fatiga, dolores
corporales, dolor de cabeza o sarpullido) éstos son de forma generalizada o pueden
confundirse con dolencias comunes asociadas Unicamente a la picadura de insectos
(Shelly et al., 2016; Salazar et al., 2011). Los signos detectados en la etapa aguda de la
enfermedad pueden ser el agrandamiento leve del higado o el bazo, inflamacion de los
ganglios e inflamacién local conocida como chagoma de inoculacién, el cual se presenta
en los sitios donde el parasito ingresé al organismo y es concomitante con la zona de la
picadura del triatoma. Si los tripomastigotes ingresaron por la via de la conjuntiva el
chagoma se manifestara en el parpado (llamado signo de romafia), un marcador usado en
el diagnéstico de la enfermedad de Chagas (CDC, 2022). En la fase aguda de la
enfermedad se ha determinado que cerca del 5% de los nifios pequefios mueren por la
inflamacién o infeccién grave del masculo cardiaco o del cerebro; ademas se sabe que
personas inmunocomprometidas son de alto riesgo a la infeccién por Trypanosoma cruzi
(CDC, 2022).

Posterior a las 4 — 8 semanas del primer contacto con T. cruzi, los parasitos
migran de la circulacién sanguinea hacia el misculo cardiaco, digestivo o a las neuronas,
iniciando asi la fase crénica. Esta puede durar entre 10 y 20 afios sin que se presente
algun sintoma claramente evidente; sin embargo, cerca del 30% de las personas

infectadas desarrollaran trastornos cardiacos y cerca del 10% desarrollaran alteraciones
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digestivas, neuroldgicas o mixtas (OMS, 2021). En el corazén, el parasito destruye las
células del haz de His, ocasionando alteraciones en el ritmo cardiaco y cuando afecta el
musculo produce adelgazamiento del ventriculo izquierdo, acompafiado de aneurisma vy,
en el peor de los casos, la muerte por paro cardiaco. Algunos de los sintomas que se
presentan son disnea, taquicardia y palpitaciones (Salazar, 2019). Por otra parte, las
complicaciones digestivas son el agrandamiento del eséfago (megaesofago) y el colén
(megacolon), provocando dificultades para comer o defecar. En el sistema nervioso
central (SNC) la manifestacién clinica mas frecuente se presenta como una masa
ocupante, chagoma o pseudotumor, o bien como una meningoencefalitis difusa que suele
coincidir con la observacién de abundantes tripomastigotes en el liquido cefalorraquideo
(OMS, 2021; Simioli et al., 2017).

El diagnostico se puede efectuar en ambas fases de la parasitosis. Durante la
etapa aguda de la enfermedad los tripomastigotes sanguineos se pueden visualizar de
manera directa en el microscopio a través de extendidos de sangre en fresco (frotis), gota
gruesa (tincion de los parasitos con GIEMSA) o hematocrito; los hemocultivos y el
xenodiagndstico también resultan Utiles en la deteccion indirecta de T. cruzi y se
fundamentan en simular el ciclo biolégico del parasito (Siqueira et al., 1994).

Debido a que en la fase crénica de la enfermedad los parasitos se han diseminado
a otras regiones del organismo y sus niveles en circulacibn sanguinea son bajos, la
deteccibn de la enfermedad resulta ser mas efectiva mediante ensayos de
seropositividad, en los cuales se busca la reactividad de la respuesta inmunolégica del
hospedero mediante las técnicas de ensayo por Inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA 6 enzyme-linked immunosorbent assay, por sus siglas en inglés) o
inmunofluorescencia indirecta (IFI). De igual manera la deteccidon de anticuerpos con
métodos convencionales se presenta a partir de los 20 dias de la infeccioén (Salazar et al.,
2016).

En México se realizaron estudios de seropositividad para infeccién por T. cruzi
entre 2006 y 2017 donde se determind una seroprevalencia nacional de 3.38%, lo cual
indica que existen 4.06 millones de casos reportados; la seroprevalencia en mujeres
embarazadas fue de 2.21%, en niflos menores de 18 afios del 1.51% y en donantes de

sangre con una seroprevalencia nacional de 0.55% (Arnal et al., 2019).
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Por otra parte, la Biologia Molecular ha brindado herramientas sumamente utiles
implicadas en la deteccion de T. cruzi tal es el caso de la técnica reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR 6 Polymerase Chain Reaction, por sus siglas en inglés), la cual permite
amplificar regiones de ADN del parasito, utilizando iniciadores especificos, esta técnica es
ampliamente utilizada en muestras de sangre de mujeres embarazadas, en muestras de
pacientes con afecciones cronicas donde la serologia es dudosa o en bancos de sangre
(Martinez et al., 2013).

1.7 Tratamiento
El tratamiento antiparasitario se basa en el uso de dos medicamentos, benznidazol
(BNZ) y nifurtimox (NFX) (Fig. 4). EI BNZ ha sido aprobado por la Administracién de
Alimentos y Medicamentos (FDA) para el uso en nifios de 2 a 12 afios, fuera de este
rango de edad su manejo debe efectuarse con base en el diagndstico clinico y la decision
de un médico tratante. Por otra parte, el NFX esta estrictamente controlado y fue
aprobado en 2020 por la FDA para su uso en nifios y adultos (CDC, 2019; Stewart, 2021).

Las dosificaciones de ambos farmacos se presentan en la Tabla 1.

Figura 4. Estructura quimica de los antiparasitarios usados en la
Enfermedad de Chagas. (A) Benznidazol (N-bencil-2-(2-nitroimidazol-1-
il) acetamida). (B) Nifurtimox ((RS)-N-(3-metil-1,1-dioxo-1,4-tiazinan-4-
il)-1-(5-nitro-2-furil) metanimina.
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Tabla 1. Esquema terapéutico de antichagasicos por rangos de edad.

Medicamento Grupo de edades Dosis y duracién % de eficacia

2-12 afos 5 a 8 mg/kg por dia, | Cercano a 70% en la
via oral, durante 60 | fase aguda.
Benznidazol dias.
18 afios 0 mas 5 mg/kg/dia por via | Entre 8 y 30% en la
oral, durante 60 dias. | fase cronica de la
enfermedad.

< 10 afios 15 a 20 mg/kg por
dia, via oral, durante | Cercano al 80%
90 dias. durante la fase aguda.
11-16 afios 12.5 a 15 mg/kg por
dia, via oral, durante
Nifurtimox 90 dias. Cercano al 30% en la
17 afios 0 méas 8 a 10 mg/kg por dia, | fase cronica.

via oral, durante 90
dias.

Informacion tomada de: CDC, 2019; Comité de parasitologia. 2008; Mello et al., 2013.

El BNZ y el NFX ejercen su efecto antiparasitario a través de la formaciéon de
centros electrofilicos, radicales libres intermediarios 0 especies reactivas que pueden
ocasionar dafios a estructuras de lipidos, proteinas o acidos nucléicos de T. cruzi. El
mecanismo de bio-activacién de ambos farmacos inicia a través de la reduccion del grupo
nitro (R-NOy), efectuada por la accién de nitroreductasas de tipo | y tipo Il relacionadas
con la citocromo P450 reductasa (CPR) (Maya et al., 2007). En el caso particular de NFX,
la reduccion de éste grupo funcional desencadena una serie de reacciones entre el radical
libre nitro-anion (RNO2-) y el Oz lo cual ocasiona la produccion de especies reactivas de
oxigeno (EROS) como el anién superéxido (O2-) y mas tarde el peréxido de hidrégeno
(H202) debido a la accion de la superéxido dismutasa (SOD) (Maya et al., 2007; Moreno et
al, 1984). Los iones hidroxilo (HO") y los radicales libres (HO-) también se producen por
las reacciones de Fenton y Haber-Weiss con la intervencién de Fe®* (Hasenberg et al.,
2002), de esta manera todas estas especies reactivas inducen estrés oxidativo en el
parasito. Por otra parte, ambos farmacos también producen metabolitos intermediarios
con centros electrofilicos (R-NO, R-NHOH) (formados durante la primera reaccion de la
nitroreductasa), los cuales interaccionan con metabolitos con grupo tiol (-SH) del parasito,
como el tripanotion [N, N&-bis(glutationil)espermidina, T(SH)] (Fig. 5) o el glutatién [L-y-
glutamil-L-cisteinglicina, GSH]. La reactividad de dichos centros electrofilicos también
repercute en su unién a macromoléculas (lipidos, proteinas y DNA), provocando asi un

dafio en los procesos vitales y fisiolégicos del parasito (Maya et al., 2007).
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Pese a toda la investigacion y control que tienen las autoridades sanitarias sobre
el uso de estos dos antichagasicos, se ha determinado que también son dafiinos para el
paciente. Dentro de los efectos secundarios mas importantes se encuentran la dermatitis
alérgica, neuropatia periférica, polineuropatia, anorexia y pérdida de peso, nauseas,
vomito, dolor de cabeza, mareo o vértigo e insomnio; ademas, las contraindicaciones del
tratamiento incluyen la presencia de enfermedad hepatica o renal graves (CDC, 2019;
Asociacion Espafiola de Pediatria, 2020). Este conjunto de factores en conjunto con las
condiciones clinicas del paciente y las interacciones farmacolégicas ocasiona
frecuentemente la suspension del tratamiento, ya que este debe estar destinado hacia la
respuesta terapéutica sin comprometer la integridad ni la calidad de vida de los pacientes
(Castro, 2014; Sosa et al., 2004; Asociacion Espafiola de Pediatria, 2020).

Por otra parte, el tratamiento de sostén esta destinado a ayudar a pacientes ya
con problemas cardiacos o intestinales derivados de la afeccion crénica de la parasitosis,
haciendo uso de marcapasos y medicamentos para controlar los latidos irregulares del

corazon y realizar cirugias para aliviar el agrandamiento del colon (Pearson, 2020).

1.8 Antecedentes directos del proyecto de investigacion
Debido a las limitaciones en los tratamientos actuales para tratar la infeccion por T.
cruzi, todavia es necesaria la investigacion basica para encontrar estrategias alternativas
de tratamiento. Uno de esos enfoques involucra el estudio de las vias metabdlicas
esenciales en el parasito cuyas enzimas pueden ser blancos de intervencién terapéutica.
Al respecto, el metabolismo antioxidante de T. cruzi se basa en el tripanotion [T(SH),], el
cual no esta presente en las células humanas y ofrece un sitio potencial de intervenciéon

farmacoldgica.

1.9 Via de sintesis de tripanotiéon
El T(SH): (Fig. 5), es un metabolito de importancia para la supervivencia del
parasito ya que es el principal donador de electrones en su sistema de desintoxicacion de

peréxidos.
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Figura 5. Estructura quimica del [N? Né-bis(glutationil)espermidina]
conocido como tripanotién, T(SH)?2.

La sintesis de este metabolito se realiza por medio de la accion de tres enzimas
dependientes de ATP (Fig. 7D). En primer lugar, la gama glutamato-cisteina ligasa (y-
GCL) conjuga cisteina (Cys) y glutamato (Glu) para producir gama-glutamilcisteina (yGC);
posteriormente, este sustrato es conjugado por la glutatiéon sintetasa (GS) con glicina (Gly)
para producir glutation (GSH) y finalmente, el T(SH). es sintetizado tras la conjugacion de
dos moléculas de glutation con una molécula de espermidina, reaccion catalizada por la
tripanotion sintetasa (TryS) (Olin et al., 2010; Olin et al., 2012; Moreno et al., 2008).

En 2017 Vazquez et al., realizaron ensayos en los que se observd que la
incubacién de cultivos de epimastigotes con Cys 100 um por 24 h provocaba un
incremento de la concentracion de T(SH). de hasta cuatro veces (Fig. 6) (Vazquez et al.,
2017). Con este resultado se planted que el suministro de Cys podria ser limitante para la
sintesis de éste metabolito y su estudio podria abrir la posibilidad de encontrar nuevos

blancos terapéuticos.
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Figura 6. Estudios de suplementacion de Cys en epimastigotes expuestos
por 24 h. Cuantificacion de metabolitos (Cys, GSH y T(SH)2) por
cromatografia de liquidos de alta resolucion. Figura modificada y tomada
de Vazquez et al., (2017).

1.10 Vias de suministro de cisteina en T. cruzi
El parasito cuenta con 3 vias de suministro de Cys (Fig. 7): mediante su
asimilacién del medio extracelular efectuada por un transportador de alta afinidad (Fig.

7A) y por dos vias que llevan a cabo su biosintesis (Pereira et al., 2008).

El transporte de Cys en T. cruzi es altamente especifico pues se ha demostrado que en
epimastigotes el transportador tiene una Km aparente por Cys de 49.5 uM y una Vmax de
13 pmol/min (por 10’ parasitos); ademas, la adicibn en exceso de algunos otros
aminoacidos como metionina, arginina, glutamato, prolina, glicina o serina no modifican la
absorcion de Cys (Canepa et al., 2009). La ventaja que presenta este sistema es el ahorro
energético para el parasito sobre la sintesis del aminoacido, sin embargo, su capacidad
de proveer del aminoacido al parasito se encuentra limitada a la cantidad de Cys presente

en el medio extracelular (Canepa et al., 2009).

Otra via por la que se obtiene Cys es a través de la de sintesis de novo (Fig. 7B)
en la cual la L-serina se conjuga con la acetil-coenzima A (acetil-CoA) para producir O-
acetil-L-serina (OAS), por medio de la accion de la serina acetiltransferasa (SAT).

Posteriormente, éste intermediario sufre un p-reemplazamiento con sulfuro (HS)

28



catalizado por la cisteina sintasa (CS), lo cual conlleva a la generacion de cisteina y
acetato (Fig. 7B) (Marciano et al., 2012). La SAT tiene una cinética de tipo Michaelis-
Menten con una Km para la L-serina de 0.24 mM y una Km para acetil-CoA de 0.92 mM,
mientras que la CS tiene una Km para OAS de 7.8 mM, una Km para HS de 8.2 mM y
una Vmax de 307 umol/min*mg prot (Nozaki et al., 2000; Marciano et al., 2012). Esta via
no se encuentra presente en mamiferos y se piensa que en el parasito se mantiene activa
en algunos estadios, pues se ha comprobado que la cantidad de CS es mas abundante
en amastigotes (Nozaki et al., 2000).

Finalmente, en la via de transulfuracion reversa (Fig. 7C) la produccion de Cys
inicia a partir de L-homocisteina (H-Cys) la cual es conjugada con O-acetil-L-serina
(OAS), o L-serina (Ser) para formar L-cistationina (cth) en una reaccién catalizada por la
cistationina B-sintasa (CBS) (que tiene Km de 0.9 mM para H-Cys y 1.0 mM para Ser).
Posteriormente, la cth es hidrolizada por la accion de la cistationina gama-liasa (CGL) (Km

= 2.0 mM), para producir Cys y a-cetobutirato (Marciano et al., 2012; Nozaki et al., 2000).

De estas vias es como el parasito incorpora la Cys a su metabolismo y parte de él
se destina como sustrato de la y-GCL para la sintesis del GSH y finalmente del T(SH).
(Fig. 7D) (Marciano et al. 2012; Nozaki et al., 2000). Cabe destacar que esta ruta también
se encuentra presente en vertebrados, hongos, procariontes, plantas y mamiferos y que,
ademas, en estos Ultimos participa en el catabolismo de la metionina y sus derivados

téxicos incluyendo a la L-homocisteina (Nozaki et al., 2000).
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Figura 7. Suministro de cisteina en Trypanosoma cruzi. (A) Transportador de alta afinidad. (B) Via de sintesis de novo.
Con la participacion de las enzimas serina acetil transferasa (SAT) y cisteina sintasa (CS), y como sustratos el acetil
coenzima A (Acetil CoA), la L-Serina, la O-acetil-L-Serina y el sulfuro (HS"). (C) Via de transulfuracion reversa. Con la
participacion de las enzimas cistationina 3 sinatasa (CBS) y cistationina gama liasa (CGL), y como sustratos la L-
homocisteina, la O-acetil-LSerina (OAS), la L-serina y la L-cistationina. (D) Via de sintesis de tripanotion. Con la
participacion de las enzimas gama glutamato-cisteina liasa (yGCL), glutation sintetasa (GS) y tripanotion sintetasa (TryS),
y como sustratos la cisteina, el glutamato (Glu), la y-glutamilcisteina, la glicina (Gly), el glutation, la espermidina y el
trifosfato de adenosina (ATP) Figura modificada y tomada de Maresi et al., 2018.

30




En el caso particular de T. cruzi se ha identificado que la CBS parece ser mas
abundante en epimastigotes y es capaz de efectuar reacciones diferentes a la via
canonica tomando diferentes sustratos; algunos ejemplos de ello es la produccién de HS"
por medio de la descomposicion de L-cisteina o por medio de su condensacién con L-
homocisteina (Km 2.0 y 0.6 mM, respectivamente). Ademas, se ha descrito que la CBS
también produce L-cisteina a través de la condensacién de OAS o L-serina con sulfuro
(Km de 1.1 mM y 3.1 mM, respectivamente) lo cual significa que esta enzima puede
realizar practicamente la misma funcion que la CS en la sintesis de novo de Cys
(Marciano et al., 2012; Nozaki et al., 2000).

Por otro lado, la CGL parece que permanece activa en el parasito en sus estadios
de epimastigote y tripomastigote; presenta un porcentaje de similitud en la secuencia de
aminoacidos cercano al 40% con la CGL de humanos y no es capaz de producir sulfuro
en presencia de otros sustratos (cistina, L-cisteina y/o L-homocisteina), por lo cual su
funcion de hidrolizar cistationina parece ser especifica (Marciano et al., 2012; Nozaki et
al., 2000).

1.11 Mecanismo de accion de la L-propargilglicina

La L-propargilglicina (PAG) (Fig. 8) es un inactivador no proteico de la CGL, similar
a la L-alanina en donde uno de los hidrogenos del grupo metilo ha sido reemplazado por
un grupo etinilo. Su proceso de bio-activaciéon se lleva a cabo cuando el grupo prostético
de la CGL, el fosfato de piridoxal (PLP) incorpora a la PAG mediante el reemplazamiento
de un residuo de Lys, esta accion tiene como consecuencia la formacion de una aldimina
externa (Fig. 9A). Posteriormente, una base en el sitio catalitico de la enzima (la cual
puede tratarse de un residuo de cisteina o tirosina) abstrae un protén (H*) del carbono alfa
del compuesto, provocando un cambio estructural en la molécula y con ello, dejando al
carbono beta susceptible a la extraccién de otro protén (Fig. 9B). La consecuencia final de
estas reacciones es catalizar la transposicién del grupo acetilénico de la PAG a un grupo
aleno (Fig. 9C). Esta nueva modificacion estructural reacciona con otro centro nucleofilico
en el sitio activo de la enzima que termina en la formacién de un enlace covalente y
provoca la pérdida de la funcién catalitica de la CGL (Fig. 10D). Se ha descrito que a
concentraciones cercanas a 12 uM de la PAG, la enzima se encuentra completamente
inactivada (National Center for Biotechnology Information. PubChem, 2022; Washtien vy
Abeles, 1977; Marciano et al., 2012).
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Figura 9. Mecanismo de inhibicion de la PAG en la CGL. (A) Formacién de la aldimina externa. (B) Arreglo estructural de la
PAG y el PLP. (C) Transposiciéon del etinilo a aleno de la PAG. (D) Formacion del enlace covalente de la PAG con la CGL.
Tanto B como X pueden ser: cisteina o tirosina. Figura modificada y tomada de Washtien y Abeles, 1977.
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1.12 Importancia del estudio de la CGL en T. cruzi

La via de transulfuracion reversa se convirti6 en un buen objetivo de estudio ya
gue a diferencia de otras vias que suministran Cys esta parece ser mas indispensable en
el parasito. Estudios efectuados por nuestro grupo de trabajo sobre el transportador de
Cys (datos no publicados) revelaron que este tiene un bajo coeficiente de control de flujo
sobre la sintesis del T(SH). (14%), aunado a esto el transporte se limita por la cantidad de
Cys que se presenta en el medio extracelular con parametros cinéticos determinados de
Km 0.5 mM y Vmax de 0.001 U/mg proteina. Ademas de ello este transportador parece
ser mas eficiente en el estadio infectivo y no proliferativo del parésito (tripomastigote) por
lo que su estudio se hace mas complicado. En el caso de la via de sintesis de novo se ha
identificado que su principal limitante es la disposicion de SH"; un metabolito necesario
para la produccion de Cys, el cual se encuentra en el parasito a concentraciones cercanas
a 20 uyM (Marciano et al. 2012) mientras que las enzimas que utilizan SH" como sustrato
presentan una Km en el intervalo de concentraciones mM (revisar apartado 1.10), por lo
cual, estos antecedentes pueden sugerir que el aporte de Cys procedente de esta via es

minimo.

Por otra parte, el estudio de la CBS de la via de transulfuracion reversa se
complica debido a que cuenta con diversas reacciones espurias, mientras que la CGL

mantiene una reaccion especifica y cuenta con un inhibidor especifico para su estudio.
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2. JUSTIFICACION

En la actualidad la enfermedad de Chagas ha sido catalogada como un
padecimiento olvidado en donde la poblacibn mas susceptible vive en condiciones
precarias de alimentacién, educacion y vivienda, y con bajo acceso a servicios de salud.
Aunado a esto, la problematica de la enfermedad se ha extendido a nivel mundial y
debido a la poca efectividad de los tratamientos y las limitadas respuestas de las
autoridades sanitarias, diversos grupos de investigacion contindan la tarea de profundizar
en el estudio de la infeccion con T. cruzi y la enfermedad de Chagas para optimizar o
encontrar mejores opciones de tratamiento. El estudio del comportamiento, la respuesta y
el papel que juegan las vias metabdlicas esenciales en la supervivencia del parasito
pueden ser de gran ayuda en la identificacion de blancos que pueden ser intervenidos
terapéuticamente y con ello, la posibilidad de mejorar el tratamiento ya existente. Se
identific6 que la L-cisteina es un aminoacido limitante en la sintesis de tripanotion, el
metabolito clave en el sistema antioxidante del parasito. El estudio de la inhibicion de la
CGL nos permitird entender como la via de transulfuracion reversa contribuye a la sintesis
del glutation y el tripanotién y con ello, nos permitira identificar blancos potencialmente

beneficiosos para una intervencién terapéutica.
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3. HIPOTESIS
La L-cisteina es un metabolito limitante para la sintesis de tripanotion en T. cruzi,
por lo que la inactivacion de la cistationina y-liasa que sintetiza el amino&cido por la via de

transulfuracion reversa, disminuira de manera importante la concentracion del tripanotion.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la inhibicion de la CGL por la PAG sobre la concentracion
del T(SH). en T. cruzi.

4.2 Objetivos particulares
- Determinar la IC50/LC50 de la PAG en epimastigotes de T. cruzi de la cepa

Querétaro.

- Evaluar el efecto inhibidor de la PAG en la CGL de T cruzi.

- Evaluar el efecto de la PAG en las concentraciones de los metabolitos tioles (Cys,
GSH y T(SH),) de la via de sintesis del T(SH). en el parasito.
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5. METODOLOGIA
5.1 Mantenimiento de cultivos

Los epimastigotes de T. cruzi de la cepa Querétaro se crecieron y mantuvieron en
medio LIT (por sus siglas en inglés de Liver infusion and tryptone) compuesto por NacCl
0.4%, KCI 0.04%, NaHPO4 0.42%, triptosa 0.5%, infusién de higado 0.5% y glucosa 0.2%
el cual se suplementd con suero fetal bovino (SFB) marca Biowest al 10%, hemina (12.5
mg/mL) y soluciéon de penicilina-estreptomicina al 0.5%. Los cultivos de parasitos se

incubaron a 28°C.

Por otra parte, los fibroblastos de la linea celular HFF1 (human foreskin fibroblasts
1 o por su traduccién al espafiol fibroblastos humanos de prepucio) obtenidos de la
coleccién de cultivos americana (ATCC) se crecieron a 37°C con 5% de CO; en placa de
cultivo con medio “Eagle” modificado de Dulbecco (DMEM 6 Dulbecco’s Modified Eagle
Medium, Gibco), suplementado con HEPES 0.6%, NaHCOs; 0.4%, SFB marca Gibco al

10% y solucion de penicilina-estreptomicina al 0.5%.

5.2 Determinacion de ICso/LCso en epimastigotes y células HFF1 expuestos a la PAG por
24 h

Se sembraron 0.2 mL por pozo del cultivo de los epimastigotes a una densidad de
1x10% parasitos/mL (Co) en placas de cultivo de 96 pozos y se expusieron a
concentraciones crecientes de 0 a 2.0 mM de la PAG por 24 h a 28°C. Al término de la
incubacién, se conté la poblacion de epimastigotes expuestos al compuesto (Ci) en una
cadmara de Neubauer y para determinar el porcentaje de crecimiento se compar6 la
poblacidn inicial (Co) en contra de la poblacion final (C1) de los epimastigotes expuestos a
la PAG después de 24 h de incubacién, se tomé como parametro de crecimiento total
(100%) a la poblacién de epimastigotes que fueron expuestos a 0.0 mM de la PAG,
aunado a esto el movimiento flagelar fue el parametro utilizado para determinar la
viabilidad.

Se realizé el mismo ensayo con la linea celular HFF1 como control de
citotoxicidad. Se partié de un cultivo celular en placa de las HFF1 al 80% de confluencia,
se contd la poblacién celular en la cAmara de Neubauer y se preparé un nuevo cultivo

celular a una densidad de 5x10* células/mL (Co), se sembraron 0.2 mL por pozo del
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cultivo anteriormente mencionado en placas de cultivo de 96 pozos y se incubaron a 37°C
y 5% de CO; por 24 h. Posteriormente, las células se expusieron a concentraciones
crecientes de 0 a 200 uM de la PAG y se incubaron por 24 h a 37°C y 5% de CO..
Finalmente, se conto la poblacion celular (C1) en una cdmara de Neubauer y se utilizaron
los mismos criterios anteriormente descritos en los epimastigotes para cuantificar el

crecimiento y el colorante azul tripano fue utilizado como marcador de viabilidad.

Se construyeron graficos de crecimiento y viabilidad contra concentracion

creciente de exposicion a la PAG y los datos se ajustaron a ecuaciones de

A2—-A1

concentracion/respuesta (y = A1 + W)

y Dbidosis-respuesta (y = A1+

P 1-P
1+10@0Gx01-x)h1 + 1410(LOGx02-x)h2

(A2 —Al)[ ]) empleando el software OriginLab® Origin 8.

De las curvas se calcularon los parametros ICso/LCso.

5.3 Extracto citosolico de epimastigotes de T. cruzi

Los cultivos de epimastigotes se centrifugaron a 3500 x g por 10 min,
posteriormente se realizaron dos lavados con amortiguador salino de fosfatos (PBS)
(NaCl 0.8%, KCI 0.02%, Na;HPO4 0.14% y KH,PO. 0.03%) y los botones celulares se
resuspendieron en 100 uL de amortiguador de lisis (HEPES 20 mM, EDTA 1 mM, DTT 20
mM y KCI 0.15 mM). Se realizaron 3 ciclos de congelamiento (en N liquido) vy
descongelamiento (bafio a 37°C); posteriormente, la muestra se centrifugé a 13300 x g
por 10 min y el sobrenadante que contiene la fraccion de proteinas solubles se recolect6
para los ensayos posteriores de cuantificacion de proteina y medicién de actividades

enzimaticas.

5.4 Cuantificacién de proteina

La proteina de las muestras provenientes de los extractos citosélicos se cuantifico
colorimétricamente por el método de Lowry (Lowry et al., 1951). Para ello se construyé
una curva patrén con albimina bovina sérica (BSA) a concentraciones crecientes de 0 a
80 ug/uL vy, por otro lado, diferentes volimenes de los extractos citosolicos se trataron de
la misma manera. Las muestras se suplementaron con una mezcla de reacci6on de
solucion A (NazCOs; 2%, NaOH 0.4%, tartrato de Na-K 0.16% y SDS 1%) para completar
100 uL; se les adicionaron 0.9 mL de solucién B (CuSO4 0.08%) y 100 uL del reactivo de
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Folin-Ciocalteau. La reaccion se incubé a temperatura ambiente por 30 min y se
determind la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 660 nm en el
espectrofotometro de UV-Vis. Se graficO la curva patrén de absorbancia versus
concentracion de proteina. La cantidad de proteina de las muestras problema se obtuvo
por interpolacion de la absorbancia en la curva patrén de proteina.

5.5 Evaluacioén del efecto de la PAG sobre la CGL de T. cruzi

Se prepararon dos cultivos de 200 mL de epimastigotes de T. cruzi cepa
Querétaro en medio LIT a una densidad de 1x10° parasitos/mL y se incubaron a 28°C por
4 dias, alcanzando una concentracion de 2x10’ parasitos/mL. A uno de los cultivos se le
adicion6 PAG 155 uM y se incubaron por otras 24 h. Al término de la incubacion se
cosecharon los parasitos y se realizaron extractos citosélicos de cada cultivo; se cuantificd
la cantidad de proteina total por el método de Lowry y se determind la actividad de la CGL

a punto final como se describe a continuacion.

La mezcla de reaccién para determinar la actividad de CGL en un volumen de 250
uL fue la siguiente: amortiguador de reaccion (HEPES 40 mM, EDTA 1 mM pH 7.4) para
completar el volumen final de la reaccion, PLP 120 uM, proteina de las fracciones solubles
de los extractos citosolicos (0.5 pg/uL); se inicid la reaccion adicionando cth 5 mM vy la
reaccion se incubd a 37°C, se tomaron alicuotas de 50 pL a diferentes tiempos (2, 5, 10 y

15 min) y se detuvo la reaccion con TCA al 20%.

La Cys formada durante la reaccion se cuantificdé en una reaccién colorimétrica
adicionando ninhidrina 0.625% en una mezcla de HCI-CH3;COOH 3:2; posteriormente las
muestras se incubaron por 10 min en bafio Maria a ebullicion y el complejo formado de
color rosa se determind en un espectrofotdmetro de UV-Vis a una longitud de onda de 560
nm. Finalmente, se determind la concentracién de la Cys mediante la ecuacion de
Lambert-Beer (A = - b - C, donde se correlaciona la absorbancia de la sustancia con su
concentracion molar). En paralelo a las muestras problema, se realiz6 el mismo
procedimiento para 3 reacciones control: la primera sin proteina del extracto citosolico, la

segunda sin cth y la tercera reaccion en presencia de la PAG 100 uM.
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5.6 Cuantificacion de los metabolitos tioles de epimastigotes expuestos a la PAG

Se realizé un cultivo de epimastigotes cepa Querétaro en medio LIT a una
concentracion de 3x10° parasitos/mL; el cultivo se separ6 en muestras de 25 mL a los
cuales se les adicionaron diferentes concentraciones crecientes de la PAG (0 - 200 uM) y
se incubaron por 24 h a 28°C. Posteriormente, se realizaron extractos citosélicos de las
diferentes muestras y se tomé una alicuota de 1 mL de cada una de ellas para la
cuantificacion de la proteina por el método de Lowry. El volumen restante de cada
muestra se trat6 con NaBH.s al 20% por 10 min a 4°C y se agreg6é PCA a una
concentracion final del 30%. Las muestras se centrifugaron a 13300 x g por 2 min y se
filtraron en un dispositivo Millipore-Millex de 0.45 um. Finalmente, se inyectaron 50 uL de
la muestra filtrada en un equipo de cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC o,
por sus siglas en inglés: High Performance Liquid Chromatography). La separacion de los
metabolitos tioles se llevé a cabo en una columna de fase reversa C18 (Altima) utilizando
como fase mévil una mezcla de TFA al 0.1% y acetonitrilo grado HPLC 100%. Los tioles
se detectaron mediante una reaccién post-columna con &cido ditiobisnitrobenzoico
(reactivo de Ellman) (DTNB) el cual se midié a 412 nm de absorbancia con un detector
UV-Vis acoplado al HPLC. Finalmente, para determinar diferencias significativas en las
concentraciones de los metabolitos tioles de los epimastigotes que fueron expuestos a la
PAG comparado con el control (PAG 0.0 uM), se realizé una prueba estadistica t-student
con un valor de significancia de p<0.05, y una prueba Anova post-hoc Dunnett de una via

con un valor de significancia de p<0.05.
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6. RESULTADOS

6.1 Evaluacion del efecto de la PAG sobre el crecimiento y viabilidad en epimastigotes de
T. cruzi y fibroblastos humanos HFF1

Se realizaron curvas de dosis-respuesta sobre el crecimiento y la viabilidad de los
parasitos después de 24 h de incubacién en presencia de diferentes concentraciones de
la PAG. En la Fig.10 se observa una disminucién progresiva en el crecimiento de los
epimastigotes expuestos a la PAG y se realiz6 un ajuste de los datos experimentales a
una funcién de dosis-respuesta con el programa Origin 8. Se determiné la concentracion
de la PAG a la cual el 50% de la poblacion deja de crecer (ICso) cuyo valor fue de 204 + 9.0
MM (n=4); a una concentracion de 900 uM de la PAG el crecimiento de los epimastigotes
disminuye hasta en un 90%. En los siguientes experimentos para asegurar que los
parasitos estuvieran vivos y tener una biomasa suficiente para los analisis cinéticos y
metabdlicos, se eligieron concentraciones menores a 200 uM de la PAG en la cual la

viabilidad de los parasitos es del 100% y su crecimiento disminuy6 sé6lo en un 40%.
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Figura 10. Curva concentracion-respuesta sobre crecimiento de epimastigotes de T. cruzi expuestos a L-
propargilglicina por 24 h. n=4. Los puntos rojos no se consideraron en el ajuste de la curva. Ajuste
concentracion-respuesta 0.99. El valor determinado de la ICso fue de: 204 + 9.0 uM.
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En la Fig. 11 se observa que la poblacion total de epimastigotes reduce su
viabilidad en un 50% a una concentraciéon LCso de 1.60 + 0.26 mM (n=3) de la PAG
mientras que a 2.0 mM del compuesto se provoca la muerte de los paréasitos en un 90%.
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Figura 11. Curva concentracion-respuesta sobre viabilidad de epimastigotes de T. cruzi expuestos a L-
propargilglicina por 24 h. n=3. Ajuste concentracidén-respuesta 0.93. El valor determinado de la LCso fue
de: 1.60 £ 0.26 mM.

Por otro lado, se evalud el efecto de la PAG en el crecimiento de fibroblastos
humanos de la linea celular HFF1 como comparativo de susceptibilidad de ambos tipos
celulares. En la Fig. 12 se observa el efecto de la PAG sobre las células HFF1, como se
puede observar el crecimiento celular se inhibe en un 50% a una concentracion de 40.3
KM, lo cual es 5 veces menos a la ICsp determinada para epimastigotes de T. cruzi. En
conclusion, los fibroblastos humanos son mas susceptibles a la PAG que los
epimastigotes de T. cruzi.

41



o 1004@

2

O

2 80 4

-~

@

o 604

|

je)

c 40 <

Q ]

£ 20- °
(@]

g

O 0 o

——r
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

[PAG] uM

Figura 12. Curva concentracion-respuesta sobre crecimiento de fibroblastos de la linea celular
HFF1 expuestos a L-propargilglicina por 24 h. n=2. Ajuste: BiDosis-Respuesta 0.98. El valor
determinado de la ICso fue de: 40.3 pM.
6.2 Evaluacion del efecto de la PAG en la CGL de T. cruzi
Se determind la actividad de la CGL en presencia y ausencia de la PAG en
extractos citosolicos del parasito. En la Fig.13 se presenta la actividad de la CGL del
extracto citosélico de un cultivo control, en la que la recta en la grafica corresponde a la
sintesis de Cys a través del tiempo (cuadrados negros). También se observa que al iniciar
la reaccion en presencia de de la PAG 100 uM no existe una produccién progresiva de
Cys (circulos rojos). Como ensayos control de especificidad adicionales, se realizaron
reacciones en ausencia del sustrato especifico (Cth) (triangulos azules) y en ausencia del
extracto citosélico que contiene a la CGL (triangulos verdes). Con estos ensayos se
demuestra que la produccion de la Cys se atribuye Unicamente a la accién de CGL. La
actividad enzimatica que se calcul6 para la CGL fue de 2.2 + 0.8 nmol/min*mg prot (n=3).
También se determind la actividad de la CGL en extractos citosélicos de parasitos
gue se expusieron por 24 h a la PAG 155 uM, donde en el ensayo completo se muestra
gue no hubo sintesis de la Cys (Fig. 14) y con la finalidad de mantener las mismas
condiciones experimentales se realizaron las mismas reacciones control de actividad
especifica adicionales aplicadas al extracto citosélico control. Estos resultados indican

gue el compuesto inactivo a la CGL del parasito.
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Figura 13. Actividad enzimatica de la CGL.

La composicion del ensayo completo es: HEPES 40 mM + EDTA 1 mM pH 7.4, PLP120 pM, proteina del
extracto citosolico 0.5 pug/ uL y Cth 5 mM. Se observa la proporcionalidad de la produccién de la Cys a
través del tiempo. En los ensayos control de especificidad de la reaccién (en presencia de la PAG y en
ausencia del sustrato) no hay formacién de la Cys. No hay reaccion espuria entre los componentes de la

reaccién (ausencia de extracto).
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Figura 14. Inactivacion de la CGL en extractos citosélicos de parasitos expuestos a PAG 155 pM por 24 h.
En el ensayo completo se muestra la improductividad de la Cys a través del tiempo.
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6.3 Efecto de la PAG en la concentracion de metabolitos tioles

Se cuantificaron por HPLC los metabolitos tioles de la via de sintesis del
tripanotion (Cys, GSH y T(SH).) de la fraccion soluble de extractos citosolicos de parasitos
gue se expusieron a concentraciones progresivas de la PAG por 24 h.
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Figura 15. Efecto de la PAG en la concentracion de metabolitos tioles involucrados en la via de sintesis de tripanotion.
(A) Cisteina, (B) Glutation, (C) Tripanotion. Los datos se manejaron en una escala comparativa porcentual con respecto
a los contenidos de tioles en parasitos no expuestos a la PAG en donde el 100% de la concentracion de metabolitos
equivale a Cys = 7.5+ 1.6, GSH= 5.7 £ 2.0, T(SH)>= 2.3 £ 1.2 nmol tiol/mg de proteina celular n=4.

*Prueba t-student para dos muestras p<0.05 concentraciones de la [PAG]comparadas con la [PAG] 0.0 uM.

¥Prueba Anova post-hoc Dunnett de una via p<0.05 concentraciones de la [PAG] comparadas con la [PAG] 0.0 uM.
Nota: Para los analisis de resultados y la discusion se tomaron en cuenta los datos de la prueba t-student, ya que los
epimastigotes que fueron expuestos a la PAG provienen de un mismo cultivo y por lo tanto, tienen un mismo fondo
genético.
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En la Fig. 15A se observa que a concentraciones de 5-15 uM de la PAG, la
concentracion de la Cys disminuye hasta un 35%, pero al incrementar la concentracion
del compuesto hasta 200 uM se observa una tendencia en la recuperacion de la
concentracion de la Cys al nivel basal. En el caso del GSH (Fig. 15B) se observa un
decremento del 60% desde 5 uM de la PAG el cual se mantiene sin cambios a mayor
concentracion del inhibidor. Por dltimo, el T(SH). (Fig. 15C) presenta un decremento
progresivo del 60 al 80% entre 5 y 50 uM de la PAG siendo este un reflejo de la
disminucion de los metabolitos precursores (Cys y GSH). No hay una posterior
recuperacion de la concentracion basal del T(SH). a concentraciones mayores de 50 uM
de la PAG.
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7. DISCUSION

En este proyecto a través de la inhibicién de la CGL con su inhibidor especifico
PAG se demostré la importancia que ejerce la via de transulfuracion reversa sobre la
sintesis de la Cys y su efecto en la via sintesis del T(SH), en T cruzi.

En primer lugar, se determiné el efecto del compuesto sobre el crecimiento y
viabilidad de epimastigotes de T. cruzi, asi como sobre el crecimiento de la linea celular
HFF1l. Se observa una resistencia a la PAG en algunos tripanosomatidos; en
epimastigotes de T. cruzi se determin6 una ICso de 204 uM mientras que para Leishmania
spp. se ha informado una ICsy de 65 uM para la PAG (Giordana L. et al.,, 2014). La
capacidad de incorporar Cys del medio extracelular que posee T. cruzi frente a
Leishmania spp. (Williams et al., 2009) puede conferirle una ventaja metabdlica frente al
gasto de energia que se requiere para la sintesis de este aminoacido por la via de
transulfuracion reversa o por la via de sintesis novo, por tanto, siendo la Cys el metabolito
principal para la sintesis del T(SH)., esta ventaja que posee T. cruzi puede ser una
posible explicacion de su mayor resistencia frente a la PAG, sin embargo, esta
comparacion debe sustentarse y tomarse con cautela ya que las condiciones

experimentales en las que se estudiaron a ambos tripanosomatidos fueron diferentes.

Asi mismo, la ICso de T. cruzi fue cinco veces mayor comparado a la obtenida en
los fibroblastos HFF1 (40 uM), aunque hay que tomar en cuenta las mismas
consideraciones que se describieron con Leishmania spp inclusive llegar a tomar mas
consideraciones puesto que se trata de células completamente diferentes. Sin embargo,
la mayor susceptibilidad de las células HFF1 puede deberse a que en mamiferos sélo
existe la via de transulfuracion reversa para proveer la Cys, ademas de que participa en el
catabolismo de la metionina y sus derivados como la L-homocisteina (Nozaki et al., 2000),
siendo fundamental en la supervivencia y mantenimiento celular.

En cuanto al efecto de la PAG sobre la viabilidad de los epimastigotes, se necesitd
ocho veces la concentracion de ICso determinada (204 uM) para llegar a la LCsp (1.6 mM),
lo que sugiere una alta resistencia de los epimastigotes a la PAG. Para poder estudiar el
metabolismo de los tioles y la actividad de la CGL en parasitos expuestos a la PAG se
tuvieron que utilizan concentraciones que estuvieran por debajo de la ICs.

Se determiné que la PAG es un inhibidor potente y altamente especifico para la
CGL de T. cruzi, esto se debe a su estructura quimica y a su interaccion con los grupos

reactivos del sitio activo de la enzima. La estructura de la PAG es similar a la de los
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aminoacidos y esto permite que el grupo amino interaccione rapidamente con el cofactor
PLP en el sitio activo de la CGL. Dichas bases reactivas parecen estar exclusivamente en
la CGL y ocasionan la activacion del compuesto en un metabolito reactivo aleno (Fig. 9)
ya que otras enzimas dependientes de PLP no se inhiben por la PAG (Yadav et al., 2019).
Como se muestra en las Figuras 13 y 14, el inactivador puede actuar a tiempos cortos de
exposicion (in vitro en la CGL del extracto citosélico control) o a tiempos prolongados (in
vivo en la CGL de los epimastigotes en cultivo). En resultados experimentales del
laboratorio se demostr6 que la PAG no inhibe a la CBS, la otra enzima de la via de
transulfuracion reversa.

Debido a la alta especificidad de la PAG como inactivador de la CGL, el
compuesto se utilizd para evaluar como la inhibicion la via de transulfuracién reversa
afecta la concentraciéon de los tioles de la via de sintesis de T(SH). tras 24 h de
exposiciéon a la PAG. La inhibiciobn de la via de transulfuracion reversa disminuye
significativamente la concentraciéon de todos los metabolitos tioles: a concentraciones de
la PAG menores a 50 uM la Cys disminuye significativamente, pero a mayores
concentraciones tiene una tendencia a recuperar su concentracion basal, siendo estos
ultimos datos muy cercanos al control sin una diferencia significativa. Sin embargo, pese a
gue hay disponibilidad de la Cys para la sintesis de los tioles siguientes de la via; el GSH
y el T(SH)2, se mantienen a la baja hasta en un 60% y 80%, respectivamente. Una razon
de este patrén de metabolitos es que la PAG pudiera estar afectando a algunas de la
enzimas de esta via como la y-GCL, lo que pudiera explicar esta acumulacion de la Cys y
la disminucién del GSH y el T(SH). (Fig. 7).

De acuerdo con los resultados publicados por Gonzélez et al., (2019) se determiné
a través de un analisis de control metabdlico que la y-ECS ejerce entre un 60-74% del
control del flujo de la sintesis del T(SH)., esto quiere decir que la inhibicion de esta
enzima disminuira en un gran porcentaje la concentracion del GSH y el T(SH). y a su vez
se acumulara su sustrato (Cys) (ver diagrama de la Fig. 7 y Fig. 15). Sin embargo, debido
al mecanismo de accién de la PAG en la que tiene una funcién clave el cofactor PLP, la y-
ECS carece de este cofactor, por lo que si realmente se inhibe la y-ECS por la PAG, seria
por otro mecanismo.

Otra explicacion que se plante6 para el aparente incremento en la concentracion
de Cys después de la inhibicién de la CGL por la PAG es la acumulacion de la H-Cys, la
cual difiere estructuralmente de Cys por un grupo metilo (CH3) ademas de que la H-Cys

es el metabolito con el que inicia la via de transulfuracion reversa (ver diagrama de la Fig.
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7); de esta manera, esto nos permitié deducir que la Cys realmente se mantendria a la
baja, razon por la cual las concentraciones de GSH y T(SH). no se incrementarian. Sin
embargo, la separacion de los metabolitos por HPLC no nos permitié distinguir entre la L-
HCys y la Cys en el cromatograma, por lo cual es necesario efectuar una metodologia que
nos permita confirmar o desmentir la acumulacion de la H-Cys tras el efecto de la PAG.

Otra posibilidad que no debe descartarse es la activacibon de mecanismos
compensatorios para mantener la concentracion basal de la Cys por medio de reacciones
no candnicas efectuadas por la CBS o por la activacion de la via de sintesis de novo en T.
cruzi (Fig. 7). De acuerdo con los resultados publicados por Marciano et al., (2012) la
reaccion canodnica de la CBS es la sintesis de cistationina en la via de transulfuracién
reversa pero también esta involucrada en la produccién de cisteina y sulfuro (HS"). Dentro
de las reacciones no candnicas que cataliza la CBS se encuentran la conjugacién de O-
Acetil serina o L-Serina con sulfuro (Km de 1.1 £ 0.2 mM para L-serinay Km de 3.1 £ 0.2
mM para sulfuro de sodio) para producir Cys, mientras que en la via de sintesis de novo la
reaccion O-Acetil serina + HS™ (Km para OAS de 7.8 £ 0.6 mM y Km para HS de 8.2 £ 0.5
mM) se cataliza mediante la accién de la cisteina sintasa (CS). Sin embargo la principal
limitacion que tienen ambas reacciones es la dependencia de HS", ya que este metabolito
es altamente reactivo y se encuentra disponible a bajas concentraciones, cercanas a 20
uM (Marciano et al. 2017), mientras que las Km de la enzimas para HS en T. cruzi se
encuentran en el orden mM (Marciano et al. 2017; Nozaki et al. 2000), por lo que esta
premisa tampoco corresponderia con el efecto observado en las concentraciones del GSH
y el T(SH); ya que si la Cys realmente se esta recuperando, los metabolitos siguientes
también deberian recuperar su concentracion basal debido a que la Cys es limitante en la
produccion del T(SH).

El resultado mas importante a destacar es que la inhibicion de la CGL en la via de
transulfuracion reversa induce una disminucién significativa en la concentracion de los
metabolitos involucrados en la sintesis del T(SH),, lo que indica la importancia de esta via
para la sintesis del principal metabolito antioxidante del parasito. Asi mismo, resultados
preliminares del laboratorio indican que la CGL es una enzima indispensable en la sintesis
de la Cys y el T(SH). por lo que la CGL puede ser un potencial blanco terapéutico.

Para finalizar, los resultados presentados en este proyecto brindan informacién
relevante y complementaria en el estudio del principal metabolito que contribuye al
sistema antioxidante del parasito aunado a esto, se evidencié que el metabolismo de T.

cruzi se mantiene estrechamente relacionando vy, por lo cual, se abren nuevas ventanas
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de oportunidades en la busqueda de potenciales objetivos terapéuticos.

8. CONCLUSIONES

Se demostré que la PAG afecta el crecimiento y viabilidad de epimastigotes de T.
cruzi cepa Querétaro, asi como en fibroblastos de la linea celular HFF1, siendo

éstos ultimos mas susceptibles al compuesto.

La PAG es un inhibidor potente de la CGL de T. cruzi a tiempos cortos de

exposicién (in vitro) como a tiempos prolongados (in vivo).

La inhibicién de la CGL de T. cruzi de la via de transulfuracion reversa disminuye

significativamente la concentracion de T(SH)a.

9. PERSPECTIVAS

Determinar la presencia de L-homocisteina tras la inactivacion de CGL por la PAG
y estudiar cobmo se relaciona con la via de sintesis del tripanotion.

Evaluar los posibles efectos de la PAG sobre las enzimas de la via de sintesis del
tripanotion para poder explicar de mejor manera los cambios en los metabolitos
tioles.

Con base en los resultados obtenidos en esta tesis se abre la posibilidad de
caracterizar cinéticamente y estudiar con mayor profundidad a la CGL de T cruzi,
con la finalidad de determinar su relacion con el suministro de cisteina y la sintesis

del tripanotion, y con ello evaluar su potencial como objetivo terapéutico.
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