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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 Organización Mundial de la Salud (OMS), se estima que alrededor de 6 millones de 

personas en el mundo se encuentran infectadas con el parásito, mientras que en México 

por ser un país endémico 30 millones de personas están susceptibles de infectarse. Los 

efectos adversos provocados por el tratamiento farmacológico para tratar la infección, 

además de la baja eficacia de estos medicamentos en la etapa crónica de la enfermedad, 

justifica la búsqueda de posibles blancos terapéuticos.   

Debido a que la L-cisteína (Cys) es un metabolito limitante para la producción del 

tripanotión (T(SH)2), el cual a su vez es indispensable para la supervivencia del parásito, 

el presente proyecto de tesis se enfocó en estudiar la vía de transulfuración reversa. En 

esta vía, la Cys se sintetiza por la hidrólisis de la L-cistationina (Cth) en una reacción 

catalizada por la cistationina gama liasa (CGL). Para determinar la participación de esta 

enzima en la síntesis de Cys y T(SH)2, y evaluar su función en el metabolismo 

antioxidante de T. cruzi, se utilizó a la L-propargilglicina (PAG), el cual es un inactivador 

de la CGL.  

Se determinó el efecto de la PAG sobre el crecimiento y viabilidad en epimastigotes de T. 

cruzi. Se encontró un efecto en el crecimiento y en la viabilidad de los epimastigotes, se 

obtuvieron valores de concentración inhibitoria y concentración letal 50: IC50 de 0.2 mM y 

de LC50 de 1.5 mM. Se evaluó el efecto de la PAG en células humanas HFF1, siendo 

estas últimas más susceptibles al compuesto con una IC50 de 0.04 mM. 

Se determinó la actividad enzimática de la CGL en extractos citosólicos de epimastigotes 

control, obteniendo un valor de 2.2 nmol/min*mg proteína. Por otro lado, se determinó que 

la PAG inactivó completamente a la CGL de T. cruzi de manera in vitro (en extractos 

citosólicos de parásitos control), así como in vivo (en parásitos cultivados en presencia de 

la PAG).  

Por último, se determinó por HPLC el perfil de los metabolitos tioles involucrados en la vía 

de síntesis de tripanotión (cisteína, glutatión (GSH) y tripanotión) en epimastigotes 

tratados con la PAG. Se observó un decremento y posteriormente una recuperación de la 

concentración basal de la Cys tras la exposición de los parásitos a la PAG, mientras que 

para el GSH y el T(SH)2 su concentración decreció en un 60% y 80%, respectivamente. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Origen de la enfermedad de Chagas 

La Tripanosomiasis Americana en humanos es ocasionada por la infección del 

protozoario flagelado Trypanosoma cruzi. El parásito fue descubierto en 1909 en el 

contenido intestinal de insectos hematófagos 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 describió el ciclo infectivo completo, en el cual también demostró la presencia de 

los tripomastigotes en la sangre periférica de una niña de dos años y en un gato, por lo 

cual llegó a la conclusión de que el parásito se transmite a los mamíferos a través del 

insecto (Chagas, 1909). 

 

1.2 Epidemiología de la enfermedad de Chagas 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) informó 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 países 

de América Latina, Centro América y México, provocando 14 mil defunciones al año 

(OMS, 2021).  

El Centro para el Control y Prevención de Enfermedades (CDC, 2016) y la 

Organización 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 parásito. Los vectores más prevalentes son: 

Triatoma infestans en Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguay, Uruguay y Perú; 

Rhodnius prolixus en Colombia, Venezuela y Centroamérica; Triatoma dimidiata en 

Ecuador y América Central y Rhodnius pallescens en Panamá. Por otra parte, el flujo 

migratorio de personas infectadas con T. cruzi ha ocasionado la aparición de nuevos 

casos en zonas no endémicas como Europa y Asia, debido a mecanismos de transmisión 

vertical y transfusiones sanguíneas o de órganos infectados; por este hecho, la 

enfermedad de Chagas es actualmente reconocida como un problema de salud pública 

mundial (AMSE, 2022). 
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En el caso particular de México, en 2005 se estimó que existen 1.1 millones de 

personas infectadas; se informó que la mayoría de los casos de infección con T. cruzi se 

encuentran en los estados de Jalisco, Veracruz, Oaxaca y Guerrero (Cruz et al., 2005). 

Sin embargo, para el año 2017 se registraron las mayores tasas de incidencia en Yucatán 

(4.0), Oaxaca (2.4) e Hidalgo (2.1) (Fig. 1), acompañadas 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 año 2017 otros estudios demográficos determinaron que el grupo etario más 

afectado o con mayor incidencia de la enfermedad se encuentra entre los 45 a 49 años, 

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

La OPS estimó que cerca de 30 millones de personas en México se encuentran en 

riesgo de adquirir la infección debido principalmente a la amplia distribución geográfica del 

vector que transmite al parásito ya que en dos terceras partes del territorio mexicano 

existen las condiciones para que se lleve a cabo la transmisión 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 artrópodos habitan generalmente en las 

grietas y huecos de paredes de casas, así 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 Prevención, Control y 

Atención 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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1.3 Biología de Trypanosoma cruzi 

El Trypanosoma cruzi es un protista el cual pertenece al phylum 

Sarcomastigophora, subphylum Mastigophora, Clase Zoomastigophorea, orden 

Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. El parásito unicelular posee un único 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 citoplasmática (ondulante); además se caracteriza por 

poseer una sola mitocondria donde se localiza el cinetoplasto (red de ADN) el cual es una 

característica que le da el nombre al orden de estos microorganismos. Dependiendo de la 

posición del cinetoplasto respecto al núcleo y la presencia o ausencia de la membrana 

ondulante del flagelo, se pueden distinguir los 3 estadios morfológicos del parásito 

presentes en su ciclo de vida (Fig. 2) (Brener et al., 2000; Madigan et al., 2015; Cevallos y 

Hernández, 2001). 

Figura 1. Distribución geográfica 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 Único de Información para la 
Vigilancia Epidemiológica, Secretaría de Salud (2015). 
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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 núcleo, 

su tamaño 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 metacíclico) y en la circulación sanguínea del 

hospedero (tripomastigote sanguíneo). El flagelo emerge del cinetoplasto el cual se 

localiza posterior al núcleo, formando una membrana ondulante tan larga como el 

parásito, cuyo tamaño alcanza aproximadamente las 20 micras (Fig. 2B). 

-Amastigote: Estadio proliferativo presente en el interior de células nucleadas de los 

mamíferos infectados. Se caracteriza por tener el cinetoplasto cerca al núcleo y el flagelo 

disminuye microscópicamente. Tiene una morfología ovalada y mide de 2.0 a 2.5 micras 

(Fig. 2C). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Microscopía electrónica de barrido de los estadios morfológicos de 
Trypanosoma cruzi.  (A) Epimastigote. (B) Tripomastigote. (C) Amastigote. La barra 

de la figura A y B corresponde a 2.5 µM, mientras que la de C a 1 µM. Figuras 

tomadas de: https://www.nature.com/articles/srep44451/figures/1; 
https://parasitesandvectors.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13071-018-2664-
4/figures/1  

 

https://www.nature.com/articles/srep44451/figures/1
https://parasitesandvectors.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13071-018-2664-4/figures/1
https://parasitesandvectors.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13071-018-2664-4/figures/1
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Por otra parte, gran parte del metabolismo energético de T. cruzi está basado en el 

uso de aminoácidos como fuente de carbono y reservorio energético, principalmente 

prolina como fuente de carbono exógena, 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 parásito. De 

particular importancia en los tripanosomátidos es la presencia de un orgánulo denominado 

glicosoma, el cual contiene 8 enzimas glucolíticas encargadas de efectuar el catabolismo 

de la glucosa (glucólisis), además de la vía oxidativa de las pentosas fosfato, y otras del 

metabolismo de lípidos y nucleótidos (García-Torres et al., 2011; Cazzulo, 1994).  

Durante el proceso de transformación del parásito en sus diferentes estadios, se 

reemplazan vías metabólicas de biosíntesis 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 biológico del parásito 

La vía de transmisión principal de Trypanosoma cruzi es vectorial y lo hace a 

través de las heces infectadas de insectos hematófagos 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 deyección deposita a los tripomastigotes metacíclicos en las heces (Fig. 3.1). 

Posteriormente, por acción mecánica 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 fisión binaria (Fig. 3.3); posteriormente, 

cuando la población de amastigotes es abundante dentro de la célula, se transforman en 

tripomastigotes circulantes y debido al movimiento flagelar lisan a la célula infectada, 

liberándose para circular en el torrente sanguíneo y continuar infectando a otras células 

(Fig. 3.4). El ciclo continúa cuando un triatomino no infectado se alimenta de la sangre del 

hospedero infectado y adquiere a los tripomastigotes sanguíneos (Fig. 3.5); éstos migran 

al intestino medio del insecto donde se transforman en epimastigotes, los cuales se 

multiplican por fisión binaria (Fig. 3.6-3.7) y finalmente, migran al intestino posterior de la 
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chinche para transformarse en tripomastigotes metacíclicos y reiniciar el ciclo de infección 

(Fig. 3.8). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3. Ciclo biológico de Trypanosoma cruzi. (1) Tripomastigotes metacíclicos en las 
heces del vector. (2) Infección de células nucleadas por tripomastigotes metacíclicos. (3) 
Proliferación de amastigotes. (4) Transformación de amastigotes en tripomastigotes 
sanguíneos. (5) Adquisición del parásito en un triatoma no infectado. (6) Transformación de 
tripomastigotes en epimastigotes  (7) Los epimastigotes se multiplican por fisión binaria. (8) 
Los epimastigotes migran al intestino posterior de la chinche y se transforman en 
tripomastigotes metacíclicos. Figura tomada y modificada de: 
https://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican/index.html 
 

 

https://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican/index.html
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1.5 Vías de transmisión de Trypanosoma cruzi 

 
Se sabe que más del 80% de los casos descritos de la Enfermedad de Chagas se 

deben a la transmisión vectorial del parásito (Díaz y González, 2014), sin embargo, 

existen otros mecanismos de transmisión menos frecuentes los cuales se describen a 

continuación:  

1 Transfusiones sanguíneas y de órganos infectados. Es la segunda vía de transmisión 

más frecuente, tiene una prevalencia aproximada del 20% y es la responsable de la 

diseminación de la enfermedad hacia zonas no endémicas debido al flujo migratorio 

de personas infectadas (Gascón et al., 2009). Se estima que entre 2006 y 2011 se 

reportaron 1459 donaciones seropositivas para T. cruzi, y en países europeos 

alrededor del 2% de los inmigrantes latinoamericanos están infectados con el parásito. 

Desde el año 1993 se implementó el tamizaje para la infección con T. cruzi en bancos 

de sangre de Latinoamérica con la finalidad de disminuir la prevalencia de esta vía de 

transmisión (Velasco et al., 2002; Rueda et al., 2014) 

2 Vía oral. Se da a través de la ingesta de alimentos y/o bebidas contaminadas con las 

heces y orina del vector (o secreciones de mamíferos infectados) y el consumo de 

carne mal cocida de animales que alojen al parásito. Esta vía de transmisión se ha 

reportado principalmente en la región amazonia en donde la mayoría de los casos 

están asociados al consumo de jugos; por ejemplo, el jugo de asaí y la caña de azúcar 

en Brasil (país 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 

infección aguda por T. cruzi asociados con la transmisión oral (Portal info-Chagas; 

Rueda et al., 2014). 

3 Transmisión vertical o congénita. El parásito se transmite de la madre infectada al hijo 

durante el embarazo mediante la interacción, invasión y proliferación de los 

tripomastigotes sanguíneos con las células del espacio intervelloso de la placenta. Se 

ha encontrado que la prevalencia en esta vía de transmisión ocurre entre el 2 y 12% 

en los embarazos de mujeres en la etapa crónica de la enfermedad, acompañada de 

una incidencia de más 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 Transmisión por accidentes de laboratorio. Los riesgos implicados en esta vía radican 

en hospitales o laboratorios donde se trabaje o manipule al agente causal de la 

enfermedad de Chagas, específicamente en medios de cultivos celulares, sangre 
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contaminada, triatominos portadores del parásito o animales infectados. La correcta 

manipulación del material contaminado deberá 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 están 

asociados a esta vía de transmisión (Portal info Chagas; Lorca et al., 2001). 

 

Las diferentes vías de transmisión 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 infección 

por T. cruzi en personas potencialmente susceptibles.  

 

1.6 Etapas de la parasitosis y diagnóstico 

En humanos la enfermedad de Chagas transcurre en dos fases, la aguda y la 

crónica. Durante la primera fase de la infección se ha encontrado que cerca del 80% de 

los pacientes son asintomáticos, por lo que solo se llegan a diagnosticar clínicamente el 

20% de los casos; inclusive si se llegaran a presentar síntomas (fiebre, fatiga, dolores 

corporales, dolor de cabeza o sarpullido) éstos son de forma generalizada o pueden 

confundirse con dolencias comunes asociadas únicamente 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 hígado o el bazo, inflamación de los 

ganglios e inflamación local conocida como chagoma de inoculación, el cual se presenta 

en los sitios donde el parásito ingresó al organismo y es concomitante con la zona de la 

picadura del triatoma. Si los tripomastigotes ingresaron por la vía de la conjuntiva el 

chagoma se manifestará en el párpado (llamado signo de romaña), un marcador usado en 

el diagnóstico de la enfermedad de Chagas (CDC, 2022). En la fase aguda de la 

enfermedad se ha determinado que cerca del 5% de los niños pequeños mueren por la 

inflamación o infección grave del músculo cardiaco o del cerebro; además se sabe que 

personas inmunocomprometidas son de alto riesgo a la infección por Trypanosoma cruzi 

(CDC, 2022).  

Posterior a las 4 – 8 semanas del primer contacto con T. cruzi, los parásitos 

migran de la circulación sanguínea hacia el músculo cardiaco, digestivo o a las neuronas, 

iniciando así la fase crónica. Esta puede durar entre 10 y 20 años sin que se presente 

algún síntoma claramente evidente; sin embargo, cerca del 30% de las personas 

infectadas desarrollarán trastornos cardiacos y cerca del 10% desarrollarán alteraciones 
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digestivas, neurológicas o mixtas (OMS, 2021). En el corazón, el parásito destruye las 

células del haz de His, ocasionando alteraciones en el ritmo cardiaco y cuando afecta el 

músculo produce adelgazamiento del ventrículo izquierdo, acompañado de aneurisma y, 

en el peor de los casos, la muerte por paro cardiaco. Algunos de los síntomas que se 

presentan son disnea, taquicardia y palpitaciones (Salazar, 2019). Por otra parte, las 

complicaciones digestivas son el agrandamiento del esófago (megaesófago) y el colón 

(megacolon), provocando dificultades para comer o defecar. En el sistema nervioso 

central (SNC) la manifestación clínica más frecuente se presenta como una masa 

ocupante, chagoma o pseudotumor, o bien como una meningoencefalitis difusa que suele 

coincidir con la observación de abundantes tripomastigotes en el líquido cefalorraquídeo 

(OMS, 2021; Simioli et al., 2017). 

 

El diagnóstico se puede efectuar en ambas fases de la parasitosis. Durante la 

etapa aguda de la enfermedad los tripomastigotes sanguíneos se pueden visualizar de 

manera directa en el microscopio a través de extendidos de sangre en fresco (frotis), gota 

gruesa (tinción de los parásitos con GIEMSA) o hematocrito; los hemocultivos y el 

xenodiagnóstico también resultan útiles en la detección indirecta de T. cruzi y se 

fundamentan en simular el ciclo biológico del parásito (Siqueira et al., 1994).  

Debido a que en la fase crónica de la enfermedad los parásitos se han diseminado 

a otras regiones del organismo y sus niveles en circulación sanguínea son bajos, la 

detección de la enfermedad resulta ser más efectiva mediante ensayos de 

seropositividad, en los cuales se busca la reactividad de la respuesta inmunológica del 

hospedero mediante las técnicas de ensayo por Inmunoabsorción ligado a enzimas 

(ELISA ó enzyme-linked immunosorbent assay, por sus siglas en inglés) o 

inmunofluorescencia indirecta (IFI). De igual manera la detección de anticuerpos con 

métodos convencionales se presenta a partir de los 20 días de la infección (Salazar et al., 

2016).  

 

En México se realizaron estudios de seropositividad para infección por T. cruzi 

entre 2006 y 2017 donde se determinó 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 niños menores de 18 años 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 Biología Molecular ha brindado herramientas sumamente útiles 

implicadas en la detección de T. cruzi tal es el caso de la técnica reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR ó Polymerase Chain Reaction, por sus siglas en inglés), la cual permite 

amplificar regiones de ADN del parásito, utilizando iniciadores específicos, esta técnica es 

ampliamente utilizada en muestras de sangre de mujeres embarazadas, en muestras de 

pacientes con afecciones crónicas donde la serología es dudosa o en bancos de sangre 

(Martínez et al., 2013). 

 

1.7 Tratamiento 

El tratamiento antiparasitario se basa en el uso de dos medicamentos, benznidazol 

(BNZ) y nifurtimox (NFX) (Fig. 4). El BNZ ha sido aprobado por la Administración de 

Alimentos y Medicamentos (FDA) para el uso en niños de 2 a 12 años, fuera de este 

rango de edad su manejo debe efectuarse con base en el diagnóstico clínico y la decisión 

de un médico tratante. Por otra parte, el NFX está estrictamente controlado y fue 

aprobado en 2020 por la FDA para su uso en niños y adultos (CDC, 2019; Stewart, 2021). 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Estructura química 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 antichagásicos por rangos de edad. 

 
Medicamento Grupo de edades Dosis y duración % de eficacia 

 
 

Benznidazol 

2-12 años 5 a 8 mg/kg por día, 
vía oral, durante 60 
días. 

Cercano a 70% en la 
fase aguda. 
 
Entre 8 y 30% en la 
fase crónica de la 
enfermedad. 

18 años o más 5 mg/kg/día por vía 
oral, durante 60 días. 

 
 
 
 
 

Nifurtimox 

< 10 años 15 a 20 mg/kg por 
día, vía oral, durante 
90 días.  

 
Cercano al 80% 
durante la fase aguda. 
 
 
Cercano al 30% en la 
fase crónica. 

11-16 años 12.5 a 15 mg/kg por 
día, vía oral, durante 
90 días. 

17 años o más 8 a 10 mg/kg por día, 
vía oral, durante 90 
días. 

 
Información tomada de: CDC, 2019; Comité de parasitología. 2008; Mello et al., 2013. 

 

 
El BNZ y el NFX ejercen su efecto antiparasitario a través de la formación de 

centros electrofílicos, radicales libres intermediarios o especies reactivas que pueden 

ocasionar daños a estructuras de lípidos, proteínas o ácidos nucléicos de T. cruzi. El 

mecanismo de bio-activación de ambos fármacos inicia a través de la reducción del grupo 

nitro (R-NO2), efectuada por la acción de nitroreductasas de tipo I y tipo II relacionadas 

con la citocromo P450 reductasa (CPR) (Maya et al., 2007). En el caso particular de NFX, 

la reducción de éste grupo funcional desencadena una serie de reacciones entre el radical 

libre nitro-anión (RNO2·-) y el O2 lo cual ocasiona la producción de especies reactivas de 

oxígeno (EROS) como el anión superóxido (O2·-) y más tarde el peróxido de hidrógeno 

(H2O2) debido a la acción de la superóxido 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 intervención de Fe3+ (Hasenberg et al., 

2002), de esta manera todas estas especies reactivas inducen estrés oxidativo en el 

parásito. Por otra parte, ambos fármacos también producen metabolitos intermediarios 

con centros electrofilicos (R-NO, R-NHOH) (formados durante la primera reacción de la 

nitroreductasa), los cuales interaccionan con metabolitos con grupo tiol (-SH) del parásito, 

como el tripanotión [N1,N8-bis(glutationil)espermidina, T(SH)2] (Fig. 5) o el glutatión [L-ƴ-

glutamil-L-cisteinglicina, GSH]. La reactividad de dichos centros electrofílicos también 

repercute en su unión a macromoléculas (lípidos, proteínas y DNA), provocando así un 

daño en los procesos vitales y fisiológicos del parásito (Maya et al., 2007). 
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Pese a toda la investigación y control que tienen las autoridades sanitarias sobre 

el uso de estos dos antichagásicos, se ha determinado que también son dañinos para el 

paciente. Dentro de los efectos secundarios más importantes se encuentran la dermatitis 

alérgica, neuropatía periférica, polineuropatía, anorexia y pérdida de peso, náuseas, 

vómito, dolor de cabeza, mareo o vértigo e insomnio; además, las contraindicaciones del 

tratamiento incluyen la presencia de enfermedad hepática o renal graves (CDC, 2019; 

Asociación Española de Pediatría, 2020). Este conjunto de factores en conjunto con las 

condiciones clínicas del paciente y las interacciones farmacológicas ocasiona 

frecuentemente la suspensión 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; Asociación Española de Pediatría, 2020). 

Por otra parte, el tratamiento de sostén está destinado a ayudar a pacientes ya 

con problemas cardiacos o intestinales derivados de la afección crónica de la parasitosis, 

haciendo uso de marcapasos y medicamentos para controlar los latidos irregulares del 

corazón y realizar cirugías para aliviar el agrandamiento del colón (Pearson, 2020).  

 

 

1.8 Antecedentes directos del proyecto de investigación 

Debido a las limitaciones en los tratamientos actuales para tratar la infección por T. 

cruzi, todavía es necesaria la investigación básica para encontrar estrategias alternativas 

de tratamiento. Uno de esos enfoques involucra el estudio de las vías metabólicas 

esenciales en el parásito cuyas enzimas pueden ser blancos de intervención terapéutica. 

Al respecto, el metabolismo antioxidante de T. cruzi se basa en el tripanotión [T(SH)2], el 

cual no está presente en las células humanas y ofrece un sitio potencial de intervención 

farmacológica.  

 

1.9 Vía de síntesis de tripanotión 

El T(SH)2 (Fig. 5), es un metabolito de importancia para la supervivencia del 

parásito ya que es el principal donador de electrones en su sistema de desintoxicación de 

peróxidos.  
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La síntesis de este metabolito se realiza por medio de la acción de tres enzimas 

dependientes de ATP (Fig. 7D). En primer lugar, la gama glutamato-cisteína ligasa (ƴ-

GCL) conjuga cisteína (Cys) y glutamato (Glu) para producir gama-glutamilcisteína (ƴGC);  

posteriormente, este sustrato es conjugado por la glutatión sintetasa (GS) con glicina (Gly) 

para producir glutatión (GSH) y finalmente, el T(SH)2 es sintetizado tras la conjugación de 

dos moléculas de glutatión con una molécula de espermidina, reacción catalizada por la 

tripanotión sintetasa (TryS) (Olin et al., 2010; Olin et al., 2012; Moreno et al., 2008).  

 

En 2017 Vázquez et al., realizaron ensayos en los que se observó que la 

incubación de  cultivos de epimastigotes con Cys 100 µm por 24 h provocaba un 

incremento de la concentración de T(SH)2 de hasta cuatro veces (Fig. 6) (Vázquez et al., 

2017). Con este resultado se planteó que el suministro de Cys podría ser limitante para la 

síntesis de éste metabolito y su estudio podría abrir la posibilidad de encontrar nuevos 

blancos terapéuticos.  

 

Figura 5. Estructura química del [N1,N8-bis(glutationil)espermidina] 
conocido como tripanotión, T(SH)2. 
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1.10 Vías de suministro de cisteína en T. cruzi 

El parásito cuenta con 3 vías de suministro de Cys (Fig. 7): mediante su 

asimilación del medio extracelular efectuada por un transportador de alta afinidad (Fig. 

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

El transporte de Cys en T. cruzi es altamente específico pues se ha demostrado que en 

epimastigotes el transportador tiene una Km aparente por Cys de 49.5 µM y una Vmax de 

13 pmol/min (por 107 parásitos); además, la adición en exceso de algunos otros 

aminoácidos como metionina, arginina, glutamato, prolina, glicina o serina no modifican la 

absorción de Cys (Canepa et al., 2009). La ventaja que presenta este sistema es el ahorro 

energético para el parásito sobre la síntesis del aminoácido, sin embargo, su capacidad 

de proveer del aminoácido al parásito se encuentra limitada a la cantidad de Cys presente 

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

Otra vía por la que se obtiene Cys es a través de la de síntesis 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 acción de la serina acetiltransferasa (SAT). 

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

Figura 6. Estudios de suplementación de Cys en epimastigotes expuestos 
por 24 h. Cuantificación de metabolitos (Cys, GSH y T(SH)2) por 
cromatografía de líquidos de alta resolución. Figura modificada y tomada 
de Vázquez et al., (2017). 
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catalizado por la cisteína sintasa (CS), lo cual conlleva a la generación de cisteína 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 µmol/min*mg prot (Nozaki et al., 2000; Marciano et al., 2012). Esta vía 

no se encuentra presente en mamíferos y se piensa que en el parásito se mantiene activa 

en algunos estadios, pues se ha comprobado que la cantidad de CS es más abundante 

en amastigotes (Nozaki et al., 2000). 

Finalmente, en la vía de transulfuración reversa (Fig. 7C) la producción de Cys 

inicia a partir de L-homocisteína (H-Cys) la cual es conjugada con O-acetil-L-serina 

(OAS), o L-serina (Ser) para formar L-cistationina (cth) en una reacción catalizada por la 

cistationina β-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 acción de la cistationina gama-liasa (CGL) (Km 

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

De estas vías es como el parásito incorpora la Cys a su metabolismo y parte de él 

se destina como sustrato de la ƴ-GCL para la síntesis del GSH y finalmente del T(SH)2 

(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 mamíferos y que, 

además, en estos últimos participa en el catabolismo de la metionina y sus derivados 

tóxicos incluyendo a la L-homocisteína (Nozaki et al., 2000). 
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Figura 7. Suministro de cisteína en Trypanosoma cruzi. (A) Transportador de alta afinidad. (B) Vía de síntesis de novo. 
Con la participación de las enzimas serina acetil transferasa (SAT) y cisteína sintasa (CS), y como sustratos el acetil 
coenzima A (Acetil CoA), la L-Serina, la O-acetil-L-Serina y el sulfuro (HS-). (C) Vía de transulfuración reversa. Con la 
participación de las enzimas cistationina β sinatasa (CBS) y cistationina gama liasa (CGL), y como sustratos la L-
homocisteína, la O-acetil-LSerina (OAS), la L-serina y la L-cistationina. (D) Vía de síntesis de tripanotión. Con la 

participación de las enzimas gama glutamato-cisteína liasa (ƴGCL), glutatión sintetasa (GS) y tripanotión sintetasa (TryS), 

y como sustratos la cisteína, el glutamato (Glu), la ƴ-glutamilcisteína, la glicina (Gly), el glutatión, la espermidina y el 

trifosfato de adenosina (ATP)  Figura modificada y tomada de Maresi et al., 2018. 
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En el caso particular de T. cruzi se ha identificado que la CBS parece ser más 

abundante en epimastigotes y es capaz de efectuar reacciones diferentes a la vía 

canónica tomando diferentes sustratos; algunos ejemplos de ello es la producción de HS- 

por medio de la descomposición de L-cisteína o por medio de su condensación con L-

homocisteína (Km 2.0 y 0.6 mM, respectivamente). Además, se ha descrito que la CBS 

también produce L-cisteína a través de la condensación 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 prácticamente la misma función que la CS en la síntesis de novo de Cys 

(Marciano et al., 2012; Nozaki et al., 2000).  

Por otro lado, la CGL parece que permanece activa en el parásito en sus estadios 

de epimastigote y tripomastigote; presenta un porcentaje de similitud en la secuencia de 

aminoácidos cercano al 40% con la CGL de humanos y no es capaz de producir sulfuro 

en presencia de otros sustratos (cistina, L-cisteína y/o L-homocisteína), por lo cual su 

función de hidrolizar cistationina parece ser específica (Marciano et al., 2012; Nozaki et 

al., 2000). 

 

1.11 Mecanismo de acción 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 hidrógenos del grupo metilo ha sido reemplazado por 

un grupo etinilo. Su proceso de bio-activación 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 acción tiene como consecuencia la formación de una aldimina 

externa (Fig. 9A). Posteriormente, una base en el sitio catalítico de la enzima (la cual 

puede tratarse de un residuo de cisteína o tirosina) abstrae un protón (H+) del carbono alfa 

del compuesto, provocando un cambio estructural en la molécula y con ello, dejando al 

carbono beta susceptible a la extracción de otro protón (Fig. 9B). La consecuencia final de 

estas reacciones es catalizar la transposición del grupo acetilénico de la PAG a un grupo 

aleno (Fig. 9C). Esta nueva modificación estructural reacciona con otro centro nucleofílico 

en el sitio activo de la enzima que termina en la formación de un enlace covalente y 

provoca la pérdida de la función catalítica de la CGL (Fig. 10D). Se ha descrito que a 

concentraciones cercanas a 12 µM de la PAG, la enzima se encuentra completamente 

inactivada (National Center for Biotechnology Information. PubChem, 2022; Washtien y 

Abeles, 1977; Marciano et al., 2012). 
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Figura 8. Estructura química de la L-propargilglicina, PAG. 
 

 

Figura 9. Mecanismo de inhibición de la PAG en la CGL. (A) Formación de la aldimina externa. (B) Arreglo estructural de la 
PAG y el PLP. (C) Transposición del etinilo a aleno de la PAG. (D) Formación del enlace covalente de la PAG con la CGL. 
Tanto B cómo X pueden ser: cisteína 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 vía de transulfuración reversa se convirtió en un buen objetivo de estudio ya 

que a diferencia de otras vías que suministran Cys esta parece ser más indispensable en 

el parásito. 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 síntesis del T(SH)2 (14%), aunado a esto el transporte se limita por la cantidad de 

Cys que se presenta en el medio extracelular con parámetros cinéticos determinados de 

Km 0.5 mM y Vmax de 0.001 U/mg proteína. Además de ello este transportador parece 

ser más eficiente en el estadio infectivo y no proliferativo del parásito (tripomastigote) por 

lo que su estudio se hace más complicado. En el caso de la vía de síntesis de novo se ha 

identificado que su principal limitante es la disposición de SH-; un metabolito necesario 

para la producción de Cys, el cual se encuentra en el parásito a concentraciones cercanas 

a 20 µM (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 vía es 

mínimo. 

Por otra parte, el estudio de la CBS de la vía de transulfuración reversa se 

complica debido a que cuenta con diversas reacciones espurias, mientras que la CGL 

mantiene una reacción específica y cuenta con un inhibidor específico para su estudio. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

En la actualidad la enfermedad de Chagas ha sido catalogada como un 

padecimiento olvidado en donde la población más susceptible vive en condiciones 

precarias de alimentación, educación y vivienda, y con bajo acceso a servicios de salud. 

Aunado a esto, la problemática 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 investigación continúan la tarea de profundizar 

en el estudio de la infección 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 vías metabólicas esenciales en la supervivencia del parásito 

pueden ser de gran ayuda en la identificación de blancos que pueden ser intervenidos 

terapéuticamente y con ello, la posibilidad de mejorar el tratamiento ya existente. Se 

identificó que la L-cisteína es un aminoácido limitante en la síntesis de tripanotión, el 

metabolito clave en el sistema antioxidante del parásito. El estudio de la inhibición de la 

CGL nos permitirá entender cómo la vía de transulfuración reversa contribuye a la síntesis 

del glutatión y el tripanotión y con ello, nos permitirá identificar blancos potencialmente 

beneficiosos para una intervención terapéutica.  
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3. HIPÓTESIS 

La L-cisteína es un metabolito limitante para la síntesis de tripanotión en T. cruzi, 

por lo que la inactivación de la cistationina ƴ-liasa que sintetiza el aminoácido por la vía de 

transulfuración reversa, disminuirá de manera importante la concentración del tripanotión. 

 

4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo general 

Determinar el efecto de la inhibición de la CGL por la PAG sobre la concentración 

del T(SH)2 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)2) de la vía de síntesis del T(SH)2  en el parásito.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 

 

5. METODOLOGÍA 

 

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 NaCl 

0.4%, KCl 0.04%, Na2HPO4 0.42%, triptosa 0.5%, infusión de hígado 0.5% y glucosa 0.2% 

el cual se suplementó con suero fetal bovino (SFB) marca Biowest al 10%, hemina (12.5 

mg/mL) y solución de penicilina-estreptomicina al 0.5%. Los cultivos de parásitos se 

incubaron a 28°C.  

Por otra parte, los fibroblastos de la línea celular HFF1 (human foreskin fibroblasts 

1 o por su traducción al español fibroblastos humanos de prepucio) obtenidos de la 

colección de cultivos americana (ATCC) se crecieron a 37°C con 5% de CO2 en placa de 

cultivo con medio “Eagle” modificado de Dulbecco (DMEM ó Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium, Gibco), suplementado con HEPES 0.6%, NaHCO3 0.4%, SFB marca Gibco al 

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

 

5.2 Determinación de IC50/LC50 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 

1x106 parásitos/mL (C0) 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 

incubación, se contó la población de epimastigotes expuestos al compuesto (C1) en una 

cámara de Neubauer y para determinar el porcentaje de crecimiento se comparó la 

población inicial (C0) en contra de la población final (C1) de los epimastigotes expuestos a 

la PAG después de 24 h de incubación, se tomó como parámetro de crecimiento total 

(100%) a la población de epimastigotes que fueron expuestos a 0.0 mM de la PAG, 

aunado a esto el movimiento flagelar fue el parámetro utilizado para determinar la 

viabilidad.  

Se realizó el mismo ensayo con la línea celular HFF1 como control de 

citotoxicidad. Se partió de un cultivo celular en placa de las HFF1 al 80% de confluencia, 

se contó la población celular en la cámara de Neubauer y se preparó un nuevo cultivo 

celular a una densidad de 5x104 células/mL (C0), 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 CO2 por 24 h. Posteriormente, las células se expusieron a concentraciones 

crecientes de 0 a 200 µM de la PAG y se incubaron por 24 h a 37°C y 5% de CO2. 

Finalmente, se contó la población celular (C1) en una cámara 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 gráficos de crecimiento y viabilidad contra concentración 

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

concentración/respuesta (𝑦 = 𝐴1 +
𝐴2−𝐴1

1+10(𝐿𝑂𝐺𝑋0−𝑋)𝑃) y bidosis-respuesta (𝑦 = 𝐴1 +

(𝐴2 − 𝐴1) [
𝑃

1+10(𝐿𝑂𝐺𝑥01−𝑥)ℎ1 +
1−𝑃

1+10(𝐿𝑂𝐺𝑥02−𝑥)ℎ2
]) empleando el software OriginLab® Origin 8. 

De las curvas se calcularon los parámetros IC50/LC50. 

 

5.3 Extracto citosólico 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%, KCl 0.02%, Na2HPO4 0.14% y KH2PO4 0.03%) y los botones celulares se 

resuspendieron en 100 µL de amortiguador de lisis (HEPES 20 mM, EDTA 1 mM, DTT 20 

mM y KCl 0.15 mM). Se realizaron 3 ciclos de congelamiento (en N2 líquido) y 

descongelamiento (baño a 37°C); posteriormente, la muestra se centrifugó a 13300 x g 

por 10 min y el sobrenadante que contiene la fracción de proteínas solubles se recolectó 

para los ensayos posteriores de cuantificación de proteína y medición de actividades 

enzimáticas.  

5.4  Cuantificación de proteína 

 

La proteína de las muestras provenientes de los extractos citosólicos se cuantificó 

colorimétricamente por el método de Lowry (Lowry et al., 1951). Para ello se construyó 

una curva patrón con albúmina bovina sérica (BSA) a concentraciones crecientes de 0 a 

80 µg/µL y, por otro lado, diferentes volúmenes de los extractos citosólicos se trataron de 

la misma manera. Las muestras se suplementaron con una mezcla de reacción de 

solución A (Na2CO3 2%, NaOH 0.4%, tartrato de Na-K 0.16% y SDS 1%) para completar 

100 µL; se les adicionaron 0.9 mL de solución B (CuSO4 0.08%) y 100 µL del reactivo de 
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Folin-Ciocalteau. La reacción se incubó a temperatura ambiente por 30 min y se 

determinó la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 660 nm en el 

espectrofotómetro de UV-Vis. Se graficó la curva patrón de absorbancia versus 

concentración de proteína. La cantidad de proteína de las muestras problema se obtuvo 

por interpolación de la absorbancia en la curva patrón de proteína.  

 

5.5 Evaluación 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 1x106 parásitos/mL y se incubaron a 28°C por 

4 días, alcanzando una concentración de 2x107 parásitos/mL. A uno de los cultivos se le 

adicionó PAG 155 µM y se incubaron por otras 24 h. Al término de la incubación se 

cosecharon los parásitos y se realizaron extractos citosólicos de cada cultivo; se cuantificó 

la cantidad de proteína total por el método de Lowry y se determinó la actividad de la CGL 

a punto final como se describe a continuación. 

La mezcla de reacción para determinar la actividad de CGL en un volumen de 250 

µL fue la siguiente: amortiguador de reacción (HEPES 40 mM, EDTA 1 mM pH 7.4) para 

completar el volumen final de la reacción, PLP 120 µM, proteína de las fracciones solubles 

de los extractos citosólicos (0.5 µg/µL); se inició la reacción adicionando cth 5 mM y la 

reacción se incubó a 37°C, se tomaron alícuotas de 50 µL a diferentes tiempos (2, 5, 10 y 

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

La Cys formada durante la reacción se cuantificó en una reacción colorimétrica 

adicionando ninhidrina 0.625% en una mezcla de HCl-CH3COOH  3:2; posteriormente las 

muestras se incubaron por 10 min en baño María a ebullición y el complejo formado de 

color rosa se determinó en un espectrofotómetro de UV-Vis a una longitud de onda de 560 

nm. Finalmente, se determinó la concentración de la Cys mediante la ecuación de 

Lambert-Beer (𝐴 =  𝜀 ∙ 𝑏 ∙ 𝐶, donde se correlaciona la absorbancia de la sustancia con su 

concentración molar). En paralelo a las muestras problema, se realizó el mismo 

procedimiento para 3 reacciones control: la primera sin proteína del extracto citosólico, la 

segunda sin cth y la tercera reacción en presencia de la PAG 100 µM. 
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5.6 Cuantificación de los metabolitos tioles de epimastigotes expuestos a la PAG  

 

Se realizó un cultivo de epimastigotes cepa Querétaro en medio LIT a una 

concentración de 3x106 parásitos/mL; el cultivo se separó en muestras de 25 mL a los 

cuales se les adicionaron diferentes concentraciones crecientes de la PAG (0 - 200 µM) y 

se incubaron por 24 h a 28°C. Posteriormente, se realizaron extractos citosólicos de las 

diferentes muestras y se tomó una alícuota de 1 mL de cada una de ellas para la 

cuantificación de la proteína por el método de Lowry. El volumen restante de cada 

muestra se trató con NaBH4 al 20% por 10 min a 4°C y se agregó PCA a una 

concentración 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 µm. Finalmente, se inyectaron 50 µL de 

la muestra filtrada en un equipo de cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC o, 

por sus siglas en inglés: High Performance Liquid Chromatography). La separación de los 

metabolitos tioles se llevó a cabo en una columna de fase reversa C18 (Altima) utilizando 

como fase móvil una mezcla de TFA al 0.1% y acetonitrilo grado HPLC 100%. Los tioles 

se detectaron mediante una reacción post-columna con ácido ditiobisnitrobenzoico 

(reactivo de Ellman) (DTNB) el cual se midió 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 µM), se realizó una prueba estadística t-student 

con un valor de significancia de p<0.05, y una prueba Anova post-hoc Dunnett de una vía 

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

 

6.1 Evaluación 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 

parásitos después de 24 h de incubación en presencia de diferentes concentraciones de 

la PAG. En la Fig.10 se observa una disminución progresiva en el crecimiento de los 

epimastigotes expuestos a la PAG y se realizó un ajuste de los datos experimentales a 

una función de dosis-respuesta con el programa Origin 8. Se determinó la concentración 

de la PAG a la cual el 50% de la población deja de crecer (IC50) cuyo valor fue de 204 ± 9.0 

µM (n=4); a una concentración de 900 µM de la PAG el crecimiento de los epimastigotes 

disminuye hasta en un 90%. En los siguientes experimentos para asegurar que los 

parásitos estuvieran vivos y tener una biomasa suficiente para los análisis cinéticos y 

metabólicos, se eligieron concentraciones menores a 200 µM de la PAG en la cual la 

viabilidad de los parásitos es del 100% y su crecimiento disminuyó sólo en un 40%. 

 

  

  
Figura 10. Curva concentración-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 
concentración-respuesta 0.99. El valor determinado de la IC50 fue de: 204 ± 9.0 µM.   
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En la Fig. 11 se observa que la población total de epimastigotes reduce su 

viabilidad en un 50% a una concentración LC50 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 parásitos en un 90%.   

 

 

 

Por otro lado, se evaluó el efecto de la PAG en el crecimiento de fibroblastos 

humanos de la línea 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 concentración de 40.3 

µM, lo cual es 5 veces menos a la IC50 determinada para epimastigotes de T. cruzi. En 

conclusión, los fibroblastos humanos son más susceptibles a la PAG que los 

epimastigotes de T. cruzi.  

Figura 11. Curva concentración-respuesta sobre viabilidad de epimastigotes de T. cruzi expuestos a L-
propargilglicina por 24 h. n=3. Ajuste concentración-respuesta 0.93. El valor determinado de la LC50 fue 
de: 1.60 ± 0.26 mM. 
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6.2 Evaluación del efecto de la PAG en la CGL de T. cruzi 

Se determinó la actividad de la CGL en presencia y ausencia de la PAG en 

extractos citosólicos del parásito. En la Fig.13 se presenta la actividad de la CGL del 

extracto citosólico de un cultivo control, en la que la recta en la gráfica corresponde a la 

síntesis de Cys a través del tiempo (cuadrados negros). También se observa que al iniciar 

la reacción en presencia de de la PAG 100 µM no existe una producción progresiva de 

Cys (círculos rojos). Como ensayos control de especificidad adicionales, se realizaron 

reacciones en ausencia del sustrato específico (Cth) (triángulos azules) y en ausencia del 

extracto citosólico que contiene a la CGL (triángulos verdes). Con estos ensayos se 

demuestra que la producción de la Cys se atribuye únicamente a la acción de CGL. La 

actividad enzimática que se calculó para la CGL fue de 2.2 ± 0.8 nmol/min*mg prot (n=3).  

También se determinó la actividad de la CGL en extractos citosólicos de parásitos 

que se expusieron por 24 h a la PAG 155 µM, donde en el ensayo completo se muestra 

que no hubo síntesis de la Cys (Fig. 14) y con la finalidad de mantener las mismas 

condiciones experimentales se realizaron las mismas reacciones control de actividad 

específica adicionales aplicadas al extracto citosólico control. Estos resultados indican 

que el compuesto inactivó a la CGL del parásito.    

Figura 12. Curva concentración-respuesta sobre crecimiento de fibroblastos de la línea celular 
HFF1 expuestos a L-propargilglicina por 24 h. n=2. Ajuste: BiDosis-Respuesta 0.98. El valor 
determinado de la IC50 fue de: 40.3 µM. 
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Figura 13. Actividad enzimática de la CGL.  
La composición del ensayo completo es: HEPES 40 mM + EDTA 1 mM pH 7.4, PLP120 µM, proteína del 
extracto citosólico 0.5 µg/ µL y Cth 5 mM. Se observa la proporcionalidad de la producción de la Cys a 
través del tiempo. En los ensayos control de especificidad de la reacción (en presencia de la PAG y en 
ausencia del sustrato) no hay formación de la Cys. No hay reacción espuria entre los componentes de la 
reacción (ausencia de extracto). 

 

 

Figura 14. Inactivación de la CGL en extractos citosólicos de parásitos expuestos a PAG 155 µM 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 concentración de metabolitos tioles 

Se cuantificaron por HPLC los metabolitos tioles de la vía de síntesis del 

tripanotión (Cys, GSH y T(SH)2) de la fracción soluble de extractos citosólicos de parásitos 

que se expusieron a concentraciones progresivas de la PAG por 24 h.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Efecto de la PAG en la concentración de metabolitos tioles involucrados en la vía de síntesis de tripanotión. 
(A) Cisteína, (B) Glutatión, (C) Tripanotión. Los datos se manejaron en una escala comparativa porcentual con respecto 
a los contenidos de tioles en parásitos no expuestos a la PAG en donde el 100% de la concentración de metabolitos 
equivale a Cys = 7.5 ± 1.6, GSH= 5.7 ± 2.0, T(SH)2= 2.3 ± 1.2 nmol tiol/mg de proteína celular n=4. 

*Prueba t-student para dos muestras p<0.05 concentraciones de la [PAG]comparadas con la [PAG] 0.0 µM. 
¥Prueba Anova post-hoc Dunnett de una vía p<0.05 concentraciones de la [PAG] comparadas con la [PAG] 0.0 µM. 

Nota: Para los análisis de resultados y la discusión 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 µM de la PAG, la 

concentración de la Cys disminuye hasta un 35%, pero al incrementar la concentración 

del compuesto hasta 200 µM se observa una tendencia en la recuperación de la 

concentración de la Cys al nivel basal. En el caso del GSH (Fig. 15B) se observa un 

decremento del 60% desde 5 µM de la PAG el cual se mantiene sin cambios a mayor 

concentración del inhibidor. Por último, el T(SH)2 (Fig. 15C) presenta un decremento 

progresivo del 60 al 80% entre 5 y 50 µM de la PAG siendo este un reflejo de la 

disminución de los metabolitos precursores (Cys y GSH). No hay una posterior 

recuperación de la concentración basal del T(SH)2 a concentraciones mayores de 50 µM 

de la PAG. 
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7. DISCUSIÓN 

En este proyecto a través de la inhibición de la CGL con su inhibidor específico 

PAG se demostró la importancia que ejerce la vía de transulfuración reversa sobre la 

síntesis de la Cys y su efecto en la vía síntesis del T(SH)2 en T cruzi.  

En primer lugar, se determinó el efecto del compuesto sobre el crecimiento y 

viabilidad de epimastigotes de T. cruzi, así como sobre el crecimiento de la línea celular 

HFF1. Se observa una resistencia a la PAG en algunos tripanosomátidos; en 

epimastigotes de T. cruzi se determinó una IC50 de 204 µM mientras que para Leishmania 

spp. se ha informado una IC50 de 65 µM 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 metabólica frente al 

gasto de energía que se requiere para la síntesis de este aminoácido por la vía de 

transulfuración reversa o por la vía de síntesis novo, por tanto, siendo la Cys el metabolito 

principal para la síntesis del T(SH)2, esta ventaja que posee T. cruzi puede ser una 

posible explicación de su mayor resistencia frente a la PAG, sin embargo, esta 

comparación debe sustentarse y tomarse con cautela ya que las condiciones 

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

 

Así mismo, la IC50 de T. cruzi fue cinco veces mayor comparado a la obtenida en 

los fibroblastos HFF1 (40 µM), aunque hay que tomar en cuenta las mismas 

consideraciones que se describieron con Leishmania spp inclusive llegar a tomar más 

consideraciones puesto que se trata de células completamente diferentes. Sin embargo, 

la mayor susceptibilidad de las células HFF1 puede deberse  a que en mamíferos sólo 

existe la vía de transulfuración reversa para proveer la Cys, además de que participa en el 

catabolismo de la metionina y sus derivados como la L-homocisteína (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 necesitó 

ocho veces la concentración de IC50 determinada (204 µM) para llegar a la LC50 (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 parásitos expuestos a la PAG se 

tuvieron que utilizan concentraciones que estuvieran por debajo de la IC50.  

Se determinó que la PAG es un inhibidor potente y altamente específico para la 

CGL de T. cruzi, esto se debe a su estructura química y a su interacción 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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aminoácidos y esto permite que el grupo amino interaccione rápidamente con el cofactor 

PLP en el sitio activo de la CGL. Dichas bases reactivas parecen estar exclusivamente en 

la CGL y ocasionan la activación 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 

exposición (in vitro en la CGL del extracto citosólico control) o a tiempos prolongados (in 

vivo en la CGL de los epimastigotes en cultivo). En resultados experimentales del 

laboratorio se demostró que la PAG no inhibe a la CBS, la otra enzima de la vía de 

transulfuración reversa.  

Debido a la alta especificidad de la PAG como inactivador de la CGL, el 

compuesto se utilizó para evaluar cómo la inhibición la vía de transulfuración reversa 

afecta la concentración de los tioles de la vía de síntesis de T(SH)2 tras 24 h de 

exposición a la PAG. La inhibición de la vía de transulfuración reversa disminuye 

significativamente la concentración de todos los metabolitos tioles: a concentraciones de 

la PAG menores a 50 µM la Cys disminuye significativamente, pero a mayores 

concentraciones tiene una tendencia a recuperar su concentración basal, siendo estos 

últimos datos muy cercanos al control sin una diferencia significativa. Sin embargo, pese a 

que hay disponibilidad de la Cys para la síntesis de los tioles siguientes de la vía; el GSH 

y el T(SH)2, se mantienen a la baja hasta en un 60% y 80%, respectivamente. Una razón 

de este patrón de metabolitos es que la PAG pudiera estar afectando a algunas de la 

enzimas de esta vía como la ƴ-GCL, lo que pudiera explicar esta acumulación de la Cys y 

la disminución del GSH y el T(SH)2  (Fig. 7).  

De acuerdo con los resultados publicados por González et al., (2019) se determinó 

a través de un análisis de control metabólico que la ƴ-ECS ejerce entre un 60-74% del 

control del flujo de la síntesis del T(SH)2, esto quiere decir que la inhibición de esta 

enzima disminuirá en un gran porcentaje la concentración del GSH y el T(SH)2 y a su vez 

se acumulará su sustrato (Cys) (ver diagrama de la Fig. 7 y Fig. 15). Sin embargo, debido 

al mecanismo de acción de la PAG en la que tiene una función clave el cofactor PLP, la ƴ-

ECS carece de este cofactor, por lo que si realmente se inhibe la ƴ-ECS por la PAG, sería 

por otro mecanismo.   

Otra explicación que se planteó para el aparente incremento en la concentración 

de Cys después de la inhibición de la CGL por la PAG es la acumulación de la H-Cys, la 

cual difiere estructuralmente de Cys por un grupo metilo (CH3) además de que la H-Cys 

es el metabolito con el que inicia la vía de transulfuración reversa (ver diagrama de la Fig. 
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7); de esta manera, esto nos permitió deducir que la Cys realmente se mantendría a la 

baja, razón por la cual las concentraciones de GSH y T(SH)2 no se incrementarían. Sin 

embargo, la separación de los metabolitos por HPLC no nos permitió distinguir entre la L-

HCys y la Cys en el cromatograma, por lo cual es necesario efectuar una metodología que 

nos permita confirmar o desmentir la acumulación de la H-Cys tras el efecto de la PAG. 

Otra posibilidad que no debe descartarse es la activación de mecanismos 

compensatorios para mantener la concentración basal de la Cys por medio de reacciones 

no canónicas efectuadas por la CBS o por la activación de la vía de síntesis de novo en T. 

cruzi (Fig. 7). De acuerdo con los resultados publicados por Marciano et al., (2012) la 

reacción canónica de la CBS es la síntesis de cistationina en la vía de transulfuración 

reversa pero también está involucrada en la producción de cisteína y sulfuro (HS-). Dentro 

de las reacciones no canónicas que cataliza la CBS se encuentran la conjugación de O-

Acetil serina o L-Serina con sulfuro (Km de 1.1 ± 0.2 mM para L-serina y Km de 3.1 ± 0.2 

mM para sulfuro de sodio) para producir Cys, mientras que en la vía de síntesis de novo la 

reacción 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 acción de la cisteína sintasa (CS). Sin embargo la principal 

limitación 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 

µM (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 correspondería con el efecto observado en las concentraciones del GSH 

y el T(SH)2 ya que si la Cys realmente se está recuperando, los metabolitos siguientes 

también deberían recuperar su concentración basal debido a que la Cys es limitante en la 

producción del T(SH)2.  

El resultado más importante a destacar es que la inhibición de la CGL en la vía de 

transulfuración reversa induce una disminución significativa en la concentración de los 

metabolitos involucrados en la síntesis del T(SH)2, lo que indica la importancia de esta vía 

para la síntesis del principal metabolito antioxidante del parásito. Así mismo, resultados 

preliminares del laboratorio indican que la CGL es una enzima indispensable en la síntesis 

de la Cys y el T(SH)2 por lo que la CGL puede ser un potencial blanco terapéutico. 

Para finalizar, los resultados presentados en este proyecto brindan información 

relevante y complementaria en el estudio del principal metabolito que contribuye al 

sistema antioxidante del parásito aunado a esto, se evidenció que el metabolismo de T. 

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

 

8. CONCLUSIONES 

• Se demostró que la PAG afecta el crecimiento y viabilidad de epimastigotes de T. 

cruzi cepa Querétaro, así como en fibroblastos de la línea celular HFF1, siendo 

éstos últimos más susceptibles al compuesto. 

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

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

 

• La inhibición de la CGL de T. cruzi de la vía de transulfuración reversa disminuye 

significativamente la concentración de T(SH)2. 

 
 

9. PERSPECTIVAS 

 

- Determinar la presencia de L-homocisteína tras la inactivación de CGL por la PAG 

y estudiar cómo se relaciona con la vía de síntesis del tripanotión. 

- Evaluar los posibles efectos de la PAG sobre las enzimas de la vía de síntesis del 

tripanotión 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 relación con el suministro de cisteína y la síntesis 

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