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RESUMEN 

 

 

VÁSQUEZ LIMA CÉSAR. Generación de anión superóxido por la tiorredoxina- glutatión 

reductasa (TGR) del cisticerco de Taenia crassiceps (bajo la dirección de: Dr. Alberto 

Guevara Flores) 

 

Los organismos aerobios requieren O2 para su metabolismo energético, sin embargo, 

durante el proceso producen especies reactivas de oxígeno (ERO) que desempeñan 

funciones fisiológicas esenciales, pero en concentraciones elevadas dañan 

macromoléculas biológicas importantes para la célula. Estas especies son producidas en 

el hospedero como respuesta inmune contra los organismos parásitos por lo que estos han 

desarrollado sistemas para contender contra las ERO propias y las vertidas por el 

hospedero. Los sistemas de tiorredoxina (Trx) y glutatión (GSSG) son fundamentales para 

detoxificarlas; la tiorredoxina-glutatión reductasa (TGR) destaca como única enzima 

encargada de reducir a ambos sustratos disulfuro en cestodos, esta enzima es considerada 

un buen blanco para el desarrollo de fármacos antiparasitarios con potencial para unirse a 

sus sitios redox catalíticos, inhibiendo su actividad. Ha sido reportado que una isoforma 

de la TrxR inhibida con curcumina (CUR), adquiere la capacidad de producir anión 

superóxido (O2
●-) lo cual es controversial de acuerdo con la literatura existente, además 

las flavoenzimas tienen la capacidad de producir O2
●- mediante el FAD contenido en su 

estructura. Por lo anterior, es importante discernir si la TGR, la curcumina y el FAD libre 

participan en la generación de O2
●-. En esta tesis demostramos que la TGR de Taenia 

crassiceps produce O2
●- y en menor medida su contraparte inhibida (con moléculas con 

afinidad por cisteínas, selenocisteínas y el FAD); los curcuminoides también lo producen 

especialmente en presencia de NADPH y el FAD libre lo produce aparentemente en 

concentraciones bajas.  
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I. INTRODUCCIÓN 

 

a) Antecedentes 

Los organismos eucariontes aerobios complejos se desarrollaron a partir de la oxigenación 

de la superficie terrestre que ocurrió gracias a la fotosíntesis oxigénica [1] dada 

principalmente por un grupo de organismos conocidos como cianobacterias cuya 

principal característica es utilizar a la energía lumínica para reducir al CO2 al tomar 

electrones del agua y consecuentemente generar oxígeno molecular/dioxígeno (O2) [1]. 

Hoy en día, los organismos aerobios utilizan eficientemente casi el total del oxígeno (98%) 

que respiran reduciéndolo completamente a agua y en este proceso generan energía en 

forma de ATP a nivel mitocondrial [2]. Este proceso de evolución hizo el proceso de 

respiración más eficiente en términos energéticos [1]. Sin embargo, para llevar a cabo la 

transferencia de un electrón, que es un paso restrictivo en el oxígeno molecular, fue 

necesario que entrara energía química, calórica, o lumínica al O2 (biradical) y cambiar la 

dirección de un electrón (e-) en su orbital spin que contiene 2 e- sin aparear en la misma 

dirección, entonces, el O2 puede aceptar un e- de forma univalente formándose el anión 

superóxido (O2
●-) [3] que es un metabolito de carácter oxidante llamado especie reactiva 

de oxígeno (ERO) [4]. El O2
●- puede aceptar otro e- y 2 protones (H+) y generar al 

peróxido de hidrógeno (H2O2), el cual, no es un radical libre (RL) pero si es reactivo y es 

precursor de RL. Sí el H2O2 acepta otro e- se generan como productos el radical hidroxilo 

(HO●) y anión hidroxilo (HO-), la fig. 1 muestra el resumen de las ERO mencionadas. 

Dentro de los metabolitos, se encuentran los RL, los cuales en su orbital externo tienen al 

menos un electrón desapareado lo que les confiere su potencial oxidante [5] y por lo tanto 

pueden fácilmente dañar las estructuras de macromoléculas biológicas como proteínas, 

lípidos o DNA; dentro de la célula [6]. Algunos ejemplos de RL son el O2
●- y el HO● los 

cuales son identificados por presentar un punto negro en su fórmula química (Fig. 1).  

Fig. 1. Generación de las ERO mediante la reducción incompleta del O2. 
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Es bien sabido que las ERO son generadas en diferentes compartimentos subcelulares, 

siendo una de las principales fuentes la mitocondria ya que cerca del 2% del total de O2 

consumido genera O2
●-, principalmente a nivel de los complejos respiratorios I y III de la 

cadena de transporte de electrones (CTE), los peroxisomas cuyo O2 es utilizado como 

cosustrato de recciones oxidativas para generar H2O2, en citosol la xantina oxidasa (XO) 

que es dependiente de O2 para generar al O2
●- y en la membrana plasmática de las células 

del sistema inmune a nivel de la NADPH oxidasa que requiere de O2 para generar O2
●- y 

H2O2, el retículo endoplásmico puede producir ERO a través de una CTE, cuya función 

es el metabolismo de los xenobióticos, y el sistema de citocromo p450; estos son los 

principales sitios de generación de ERO (Fig. 2) [7].  

 

Fig. 2. Organelos y enzimas involucradas en la generación de especies reactivas de 

oxígeno.  

Las ERO, en concentraciones adecuadas, pueden desempeñar papeles fisiológicos 

importantes como de señalización celular y transcripción como es el caso del H2O2 que 

puede favorecer la transcripción de factores metabólicos, además se ha visto su papel 

importante en la regulación celular al promover la formación de puentes disulfuro entre 
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residuos de cisteínas (Cys) inactivando a fosfatasas o cinasas [8]. Sin embargo, cuando las 

ERO se acumulan en concentraciones altas es porque se generan sobremanera, o porque 

los mecanismos que las eliminan lo hacen ineficientemente, lo que provoca que se altere 

la homeostasis redox y se presente un fenómeno conocido como “estrés oxidante”, en este 

punto se consideran dañinas porque promueven la presentación de diversas patologías 

tanto agudas como crónicas y degenerativas como puede ser cáncer, artritis, 

envejecimiento prematuro, desórdenes inmunológicos, cardíacos o neurodegenerativos, 

entre otros [7]. Para evitar estos efectos tóxicos de las ERO los seres vivos cuentan con 

sistemas antioxidantes tanto de origen no enzimático como enzimático. 

 

Sistemas antioxidantes (no enzimáticos): 

En los sistemas antioxidantes no enzimáticos participan de manera importante 

vitaminas tanto liposolubles como hidrosolubles las cuales tienen la capacidad de 

neutralizar a los RL ya que pueden regenerar el estado reducido de compuestos o 

macromoléculas, o bien, servir como cofactores enzimáticos. Un ejemplo de vitamina 

liposoluble es el alfa-tocoferol (α-TO) o vitamina E que se encuentra embebido dentro de 

las membranas [9] y cuyo papel principal es la eliminación de los RL y así evitar que 

reaccione con las membranas celulares evitando la lipoperoxidación; para lograr tal 

objetivo el α-TO le quita un e- al RL y genera al radical alfa-tocoferoxilo (α-TO●), este 

reacciona con la vitamina hidrosoluble ácido ascórbico (L-AA o vitamina C que es un 

polihidroxialcohol insaturado que tiene poder reductor) [10] y es regenerado a su forma 

α-TO generándose el radical ascorbilo (L-AA●). Este último reacciona con el tripéptido 

GSH (que se encuentra muy representado dentro de las células) y se regenera a L-AA 

generando el radical tiyl (GS●) el cual es regenerado por más GSH (Fig. 3). Es importante 

mencionar, que estas vitaminas también pueden reaccionar con el singlete de oxígeno 

(1O2) y en menor medida con el O2
●- [11]. 
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Fig. 3. Sistemas antioxidantes no proteicos: interacción de la vitamina E (α-TO) y la 

vitamina C (L-AA) y el GSH. El α-TO neutraliza RL de la membrana tomando un 

electrón de estos y a su vez es regenerado por el L-AA soluble que ahora forma un radical 

y es neutralizado al interactuar con el glutatión reducido (GSH) formándose un radical 

de glutatión o tiyl (GS●). Cuando dos GS● interactúan, se forma el glutatión oxidado 

(GSSG). 

 

Sistemas antioxidantes (enzimáticos): 

El O2
●- generado puede ser dismutado químicamente como se muestra abajo (reacción 1) 

o mediante una enzima que se llama superóxido dismutasa (SOD) y puede tener como 

cofactor Zn (Zn-SOD) la isoforma citosólica y Mn la isoforma mitocondrial (Mn-SOD) y 

generar H2O2 (reacción 2) [12]. Si este H2O2 se encuentra en el medio con una molécula 

que le done un electrón, (Fe+2 o el propio O2
●-) [2] podría generar al HO● (reacción 3) lo 

que también se conoce como reacción de Fenton [7]. Dicho oxidante es extremadamente 

tóxico para la célula, de hecho, es considerado como el más reactivo dentro de las ERO. 

Para evitar que esta se genere, la célula cuenta con una maquinaria para depurar (eliminar) 

al H2O2 que incluye: la catalasa (CAT), una enzima tetramérica que se encuentra 

localizada principalmente en los peroxisomas [13] y es la principal encargada de depurar 

al H2O2 (reacción 4); si no es suficiente también cuenta con la glutatión peroxidasa (GPx) 

que presenta diferentes isoformas distribuidas en citosol y asociadas con la membrana 

plasmática [13, 14], utiliza como sustrato reductor al GSH (reacción 5); y por último a las 
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peroxirredoxinas (Prx) enzimas que se encuentran muy representadas en los diferentes 

compartimentos subcelulares alcanzando concentraciones micromolares, no usan ni 

coenzimas ni cofactores para su actividad pero requieren de un sustrato reductor como la 

tiorredoxina reducida (Trx-(SH)2) o el GSH [15] (reacción 6).  

2O2
●- + 4H+  →  2H2O2 + O2      Reacción 1 

2O2
●- + 2H+  →  H2O2 + O2       Reacción 2 

Fe2+  +  H2O2  →  Fe3+  +  HO ●  + HO−     Reacción 3 

                   
CAT 

2H2O2  →  2H2O + O2       Reacción 4 

     GPx 

2GSH  +  H2O2  →  GSSG  +  2H2O     Reacción 5 

Trx-(SH)2  +  H2O2  →  Trx-S2  +  H2O     Reacción 6 

 

Sistemas antioxidantes enzimáticos dependientes de tioles 

Son varios los aminoácidos presentes en los sistemas biológicos que se ha visto tienen 

la capacidad de reaccionar con el O2 como son la histidina, metionina, triptófano, tirosina 

y cisteína. La Cys destaca por tener como grupo funcional a un tiol (SH) que es capaz de 

oxidarse y reducirse reversiblemente y estar involucrada en reacciones de intercambio 

ditiol/disulfuro lo cual le confiere importancia en los sistemas biológicos (enzimáticos) 

que protegen del estrés oxidante y que detoxifican a las ERO. En los mamíferos, de los 

sistemas antioxidantes enzimáticos dependientes de tioles, existen dos principales que 

utilizan sustratos disulfuro de bajo peso molecular y al ser reducidos favorecen que la 

célula se mantenga en un ambiente reducido; estos son el sistema de Trx y el de GSH [16]. 

Ambas moléculas son capaces de llevar a cabo reacciones de transferencia de e- y por ello 

son esenciales en el mantenimiento de la homeostasis redox. El GSH es un tripéptido (γ-

Glu-Cys-Gly) cuya concentración en la célula de eucariontes se encuentra en 2 – 10 mM 

[17, 18] y su peso molecular ese de 307.33 Da [19]. La Trx es una proteína pequeña de 12 

kDa con una secuencia conservada en su sitio redox activo (− W-C-G-P-C-L–) y cuya 
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concentración en la célula es 10 µM. Ambas moléculas están distribuidas en gran 

variedad de organismos [20] y con ellas participan sus respectivas enzimas reductasas 

pertenecientes a la familia de la piridina nucleótido disulfuro oxidorreductasas: la 

glutatión reductasa (GR) y la tiorredoxina reductasa (TrxR) [21]. La GR utiliza como 

sustrato oxidante al GSSG y lo reduce reversiblemente tomando electrones provenientes 

del nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) quedando en su forma reducida 

(GSH) y consecuentemente contribuyendo a la detoxificación de peróxidos y ERO [7]. La 

TrxR cataliza la reducción reversible de la tiorredoxina oxidada (Trx-S2) utilizando al 

NADPH como donador de equivalentes reductores [21] y consecuentemente dejarla en su 

forma reducida (Trx-(SH)2) [22]. En mamíferos se han identificado diferentes isoformas 

de la TrxR; la citosólica (TrxR1), la mitocondrial (TrxR2) y una tiorredoxina-glutatión 

reductasa (TGR) que es tejido-específica localizada en los testículos [23]. Es interesante 

resaltar que estas reductasas tanto de glutatión como de tiorredoxina son homodímeros 

obligados, contienen una molécula de flavina adenina dinucleótido (FAD) en cada 

monómero [24], y presentan diferentes sitios en común y que están altamente conservados 

como se muestra en la fig. 4.  

 

Fig. 4. Algunos representantes de enzimas de la familia piridina nucleótido disulfuro 

oxidorreductasa 

 

Tiorredoxina-glutatión reductasa (TGR) en los platelmintos parásitos 

Asimismo, se ha documentado ampliamente que los Plathyhelminthes parásitos de la 

clase Trematoda y Cestoda carecen tanto de la TrxR como de la GR (este filo es de alta 

relevancia veterinaria porque numerosos platelmintos parasitan a gran variedad de 
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animales). En estos parásitos la reducción de la Trx-S2 y el GSSG es catalizada sólo por 

la TGR [21, 23, 25] (Fig. 5), una enzima que tiene tres sitios catalíticos de intercambio 

ditiol/disulfuro; el primero se encuentra en el extremo N-terminal (-CVNVGC-) y lo 

comparten todos los miembros de esta familia, el segundo (-GCUG-) se encuentra en el 

extremo C-terminal, que en lugar de un residuo de Cys tiene uno de selenocisteína (Sec) 

responsable de la reducción de la Trx-S2 y el tercero (-CPYC-) se encuentra en el extremo 

N-terminal (Fig. 4) y es responsable de la reducción del GSSG [5, 26], como se muestra 

en la fig. 5.  

 

Fig. 5. Reducción de los sustratos fisiológicos de la TGR: GSSG y Trx-S2 

 

Por lo anterior, esta enzima es fundamental para la viabilidad del parásito [27] y 

consecuentemente, es una enzima con potencial como blanco para el desarrollo de 

fármacos alternos a los actualmente utilizados en el tratamiento antihelmíntico puesto que 

varios parásitos han desarrollado mecanismos de resistencia a estos. Adicionalmente, la 

actividad de tiorredoxina reductasa puede también ser medida utilizando un sustrato 

artificial oxidado conocido como ácido 5, 5’-dithio bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB), o 

reactivo de Ellman. El DTNB es un compuesto sintético de bajo peso molecular con 

disulfuros en su estructura [28], tal actividad es un reflejo de actividad de tiorredoxina 

reductasa cuando el sustrato tiorredoxina es una limitante.  
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Cestodos 

 Dentro de los Cestodos se encuentra el género Taenia (T) que comprende a varias 

especies las cuales son patógenas para diversos animales, estas son T. pisiformis, T. 

hydatigena, T. ovis, T. krabbei, T. polyacantha, T. multiceps, T. serialis y T. crassiceps [20] 

así como otras que también son zoonóticas como T. solium, T. asiática y T. saginata, las 

cuales tienen un ciclo biológico de tipo indirecto que, para completarse, requiere como 

hospedero intermediario a cerdos o a bovinos [29]. T. crassiceps ha mostrado su gran valor 

como modelo experimental por varios factores siendo los más relevantes, su casi nula 

patogenicidad hacia los humanos, el gran número de genes ortólogos entre T. crassiceps 

y T. solium que permiten extrapolar datos experimentales entre ambas y su facilidad de 

mantenerse in vitro e in vivo [30]. Se conocen distintas cepas de T. crassiceps que son 

utilizadas a nivel de laboratorio como la KBS, HYG, WFU y ORF, las tres primeras tienen 

un escólex que evagina al ser ingerido por un hospedero definitivo (H.D.), sin embargo, 

la cepa ORF no genera un escólex lo cual se puede deber a que genes importantes durante 

el desarrollo embrionario antero-posterior se encuentran apagados [31] y 

consecuentemente su infección de forma natural no parece factible. En cuanto a la cepa 

WFU, se ha descrito su pérdida de infectividad a ratones BALB/c a menos que los 

proglótidos grávidos sean cultivados en cánidos.  

 

Ciclo biológico de Taenia crassiceps 

El ciclo biológico (Fig. 6) comienza a partir de que un zorro rojo (Vulpes vulpes) o un 

cánido con Teniasis, que es el H.D., elimina las heces fecales junto con los proglótidos 

grávidos donde están contenidos los huevos con la oncosfera; eventualmente un hospedero 

intermediario (H.I.), que comúnmente es un roedor, ingiere los proglótidos y por la acción 

del HCl gástrico y enzimas digestivas intestinales se libera la oncosfera, la cual tiene la 

capacidad de penetrar la pared intestinal y por vía sanguínea desplazarse a diversos tejidos 

y se establece en músculo desarrollándose el cisticerco. El ciclo se completa cuando un 

zorro o cánido ingiere los cisticercos contenidos en el músculo del H.I. y en su intestino 

se desarrolla la fase adulta de la Taenia. Además, en contraste con otras especies de 
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Taenias, T. crassiceps lleva a cabo una reproducción asexual por gemación [30] por lo 

que, al inocular cisticercos en la cavidad peritoneal de ratones, es posible recuperar una 

buena proporción de estos en los ratones, varias semanas después. 

 

Fig. 6. Ciclo biológico de Taenia crassiceps. Hospedero definitivo (H.D) elimina 

oncosfera que es ingerida por el hospedero intermediario (H.I.). La oncosfera penetra la 

pared intestinal del H.I. y se desplaza vía sanguínea estableciéndose principalmente en 

músculo, desarrollándose el cisticerco. Cuando el H.D. lo ingiere, desarrollará una 

Taenia adulta. 

 

Este tipo de reproducción asexual que presenta el cisticerco de T. crassiceps permite 

que se pueda obtener suficiente biomasa en un tiempo relativamente corto. Se ha 

documentado que hay una preferencia por las hembras sobre los machos ya que en estas 

se recupera un mayor número de cisticercos (92%) de las que son inoculadas, en machos 

este valor es un poco menor ya que también se ha visto que los estrógenos, al contrario de 

los andrógenos, favorecen su potencial de infección [32]. Además, se ha reportado que 

entre el día 49 y 103 post-inoculación intraperitoneal, cada cisticerco produce un 

promedio de 2.7 a 3.8 cisticercos por día [30]. Otra ventaja que tiene el cisticerco de T. 

crassiceps es su similitud antigénica con T. solium [33] lo cual se ve reflejado también en 

que se presente inmunogenicidad cruzada [34] y esto favorece que pruebas ELISA con 
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anticuerpos de alguna de ambas Taenias sean lo suficientemente sensibles y específicas 

(~90%) para reaccionar con antígenos de la otra Taenia [35]. Otras similitudes que T. 

solium y T. crassiceps comparten, se dan a nivel genómico donde la identidad está incluso 

por encima del 90% [33, 36]. Las numerosas similitudes que se han descrito entre T. 

crassiceps y T. solium indican que resultados de experimentación en T. crassiceps pueden 

ser extrapolados a T. solium.  

T. crassiceps ha demostrado ser un modelo de laboratorio idóneo en el desarrollo de 

fármacos para el tratamiento de la cisticercosis ya que los humanos no son infectados por 

este cestodo, aunque hay reportes aislados de su presencia en humanos 

inmunocomprometidos [37-41], o inmunocompetentes [42-44]. Estos múltiples factores 

que presenta T. crassiceps respaldan su gran valor como modelo experimental. 

 

b) Problema  

Con el creciente problema de resistencia a antiparasitarios, la caracterización del 

mecanismo de acción de nuevos tratamientos es un paso importante en el desarrollo de 

nuevas líneas de tratamiento. El fenómeno de resistencia a los antiparasitarios es 

promovido por malas prácticas de manejo como utilizar antiparasitarios como único 

medio de control de las parasitosis y además el hecho de que en muchos casos son 

utilizados sin llevar a cabo técnicas diagnósticas o con fines profilácticos [45]. La 

resistencia es algo que puede ocurrir en un periodo de pocos años a partir de la 

introducción de un nuevo fármaco como ha sido en animales de corral en los que se ha 

reportado resistencia a diversos antiparasitarios algunos años después de su introducción 

(Tabla 1). 
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Tabla 1. Año de introducción de antiparasitarios al mercado y año del 

primer reporte de resistencia a antiparasitarios en animales de corral 

[Kaplan, 2004] 

 

Hoy en día la resistencia a antiparasitarios es muy prevalente en áreas hiperendémicas 

en donde además son usados con alta frecuencia [46]. En algunos lugares de 

Latinoamérica en donde la prevalencia de infecciones mixtas por platelmintos y 

nematodos en perros es del 100%, se ha reportado hasta un 38.3% de resistencia al 

tratamiento con praziquantel y pamoato de pirantel [47]. En España se ha visto la pérdida 

de efectividad de triclabendazol y de la mezcla de ivermectina con clorsulón en el 

tratamiento de la fasciolasis [48] además que la resistencia de Fasciola hepatica a 

triclabendazol no es reversible al utilizar un tratamiento distinto [46]. En Australia se ha 

reportado resistencia a benzimidazoles en > 70% de rumiantes en pastoreo infectados con 

los géneros Haemonchus, Trichostrongylus y Ostertagia [49]. Estos altos índices de 

resistencia a los fármacos actualmente utilizados hacen evidente la necesidad de 

desarrollar nuevos fármacos con un mecanismo de acción distinto a los que actualmente 

están disponibles [50]. El problema con respecto a la resistencia a antiparasitarios no 

respecta únicamente a la salud pública, sino también a la economía global ya que en el 

2021 la inversión global en salud animal corresponde a una cantidad de 570 billones de 

pesos y se ha observado un crecimiento de 6% anual en la última década. A partir de este 

total, la inversión en parasiticidas es de 23% con respecto a la inversión total en 

producción animal. Además, la medicina veterinaria tiene el rol más importante en la 

iniciativa de “una salud” porque se encuentra en la línea más inmediata de investigación 

para el desarrollo de fármacos [51]. 

Antiparsitario Año de introducción Primer reporte de resistencia 

Tiabendazol 1961 1964 

Levamisol 1970 1979 

Ivermectina 1981 1988 

Moxidectina 1991 1995 

Pirantel 1974 1996 
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Como pasos previos al desarrollo de un nuevo fármaco, se valida un blanco 

farmacológico durante una fase exploratoria, el cual es una molécula o proteína con una 

función vital para el parásito. Posteriormente se sigue una estrategia centrada en esta 

molécula blanco que se pretenda exponer a diversas sustancias químicas que puedan 

afectar dicha función [51]. Estos blancos vitales para el patógeno en cuestión, podrían ser 

sistemas enzimáticos como los encargados de detoxificar a las ERO, especialmente si solo 

están en el organismo invasor de modo que resulten lo más inocuos posibles para el animal 

tratado. Por eso la caracterización de diversos sistemas enzimáticos vitales de un parásito 

es un paso importante en entender su mecanismo y relevancia fisiológica que contribuye 

al diseño de nuevas líneas de tratamiento de enfermedades. Un gran número de fármacos 

para el tratamiento de enfermedades infecciosas actúan sobre enzimas que catalizan 

reacciones vitales para la supervivencia de un patógeno por lo que, al inhibir a esas 

enzimas, se interrumpe la reacción y por ende la vida del patógeno. Algunos ejemplos son 

el clorsulón que antagoniza a las enzimas 8-fosfoglicerato cinasa y fosfogliceromutasa de 

los tremátodos, la dietilcarbamazina que interviene en el metabolismo del ácido 

araquidónico en algunas filarias al bloquear la vía de la ciclooxigenasa a nivel de la 

leucotrieno c4 sintasa [52] impidiendo la síntesis de prostaglandinas E2 e I2 en las 

microfilarias e induciendo una vasoconstricción letal [53], y el trimetoprim que es un 

inhibidor selectivo de la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR) en parásitos [54] y 

bacterias [55] por los cuales tiene mayor afinidad que por la DHFR de mamíferos [56]. El 

ácido fólico es esencial, por ejemplo, para Giardia lamblia ya que favorece su adherencia 

al epitelio intestinal [57] y también para géneros como Cryptosporidium, Plasmodium y 

Toxoplasma ya que se han identificado genes que codifican para la expresión de la DHFR 

[58].  

 

Algunas moléculas con afinidad por tioles o FAD 

El auranofin (AF) es una molécula que contiene 29% de oro elemental, muy usado en 

tratamiento de la artritis [59] por su papel en la inhibición de algunas cinasas involucradas 

en procesos inflamatorios presentes en esta enfermedad [60]. En el caso de las 

flavoenzimas como la TrxR, importante en la homeostasis redox celular, cuentan con sitios 
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activos que contienen residuos de Cys o Sec que suelen formar complejos con el AF 

(inhibiendo a la enzima) y para ello requieren estar en su forma reducida por su sustrato 

biológico, el NADPH [59]. La enzima a pH fisiológico contiene en su extremo C-terminal 

un residuo de Sec en forma de selenolato (Se-), el cual, presenta una alta afinidad por iones 

metálicos [25]. El AF es capaz de inhibir a la TGR mitocondrial del cisticerco de T. 

crassiceps en el orden de nanomolar [25]. 

El N-etilmaleimida (NEM) es una molécula que es un derivado electrofílico de la 

maleimida que alquila y modifica covalentemente residuos de Cys como en el caso de la 

peroxirredoxina (Prx) humana 3 [62], uno de los componentes del sistema de Trx; también 

inhibe a enzimas como la isocitrato deshidrogenasa NADP-dependiente por alquilar un 

residuo de Cys y en menor proporción a otro residuo de lisina [63]. Tal molécula es capaz 

de inhibir diferentes enzimas como metiltransferasas, a la hexocinasa tipo IV, la acetil-

CoA deshidrogenasa [64], y a la ATPasa de Saccharomyces cerevisiae modificando los 

residuos de Cys [65].  

El 4-vinilguayacol (4-VG) es un producto generado de la degradación de la curcumina 

(CUR) a partir de someterla a temperaturas elevadas [66], este ha demostrado ser capaz 

de inhibir la producción de mediadores de la inflamación inducida por el lipopolisacárido 

bacteriano (LPS) como son el óxido nítrico (NO) ya que inhibe a las isoenzimas de óxido 

nítrico sintasa (NOS), y a la enzima ciclooxigenasa 2 (COX-2) de modo que también 

inhibe la producción de la prostaglandina E2 (PGE2) [67]. El 4-VG es un compuesto que 

se ha encontrado en diversos vegetales incluyendo preparaciones culinarias con cúrcuma 

y que a su vez ha demostrado ser inocuo en ensayos con líneas celulares in vivo utilizando 

concentraciones de hasta 40 µM [67]. Recientemente, se demostró que es capaz de inhibir 

a la TGR de T. crassiceps [25], aparentemente por su unión al residuo de Sec.  

La CUR es obtenida del rizoma de la planta Curcuma longa cuyo uso medicinal en la 

India y China se ha extendido por al menos 5000 años. [68]. La CUR, al administrarse en 

animales es inocua a elevadas dosis [69], también corrige los niveles de colesterol y no 

afecta los parámetros sanguíneos hepáticos en ratas a las que se administró hasta 0.5% de 

CUR en la dieta además de no alterar su microbiota [70]. En humanos también se observó 

que es inocua incluso a dosis de 8 g por día durante un periodo de 3 meses [71]. En células 
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mieloides estimuladas con factor de necrosis tumoral (FNT), la administración de CUR 

inhibió la consecuente activación del factor nuclear kappa β por lo que se le atribuye 

propiedades antiinflamatorias y anticarcinogénicas [72]. La CUR puede inhibir a la TrxR 

de células HeLa [73]. La CUR es prácticamente insoluble en agua que se descompone 

fácilmente por diversas vías que son conjugación (glucorónido de curcumina), reducción 

(hexahidrocurcumina), degradación (vanilina y ácido ferúlico) y autoxidación no 

enzimática (biciclopentadiona) [74], esta última es la que mayormente ocurre a pH 

fisiológico y en la que radicales de CUR son generados [75] además que se generan 

diversos productos que son englobados en el término producto de oxidación de la 

curcumina (POC).  

El difenileneiodonio (DPI) es un producto natural encontrado en el geranio Ixora 

coccinea que, a pesar de poseer cierta toxicidad, ha demostrado tener potencial para el 

desarrollo de fármacos para la prevención y el tratamiento en enfermedades cuya etiología 

está asociada a la pérdida de la homeostasis redox como en procesos neurodegenerativos 

como el Parkinson inducido en ratones, en los cuales a dosis muy bajas no se observó 

efectos tóxicos y sí una mejora en su capacidad motora [76]. En células troncales 

cancerosas se ha visto que inhibe su crecimiento en el orden de nanomolar y se ha 

propuesto que lo hace a partir de afectar la respiración mitocondrial en estas células y 

consecuentemente afectando la producción de ATP [77]. El DPI inhibe irreversiblemente 

a varias enzimas como a las óxido-nítrico sintasas, la citocromo p450 oxidorreductasa en 

el orden de milimolar [78], la NADH oxidasa membranal [79], la colinesterasa [96], la 

NADPH oxidasa de neutrófilos en el orden de micromolar [80, 81] y de diversas células 

[76, 82, 83], y de la microglía a concentraciones en el orden de 10-14 molar y la XO humana 

y bovina y a la xantina deshidrogenasa humana [84]. 

El sulfito de sodio (Na2SO3) es un polvo blanco cristalino soluble en agua y alcohol 

[85] que tiene propiedades reductoras. Menos del 10% de Na2SO3 es eliminado por vía 

renal sin sufrir cambios lo cual indica que la mayoría estaría siendo metabolizado 

eficientemente, además se ha concluido que no es un agente genotóxico [85]. El sulfito ha 

demostrado tener la capacidad de interactuar con distintas flavoenzimas como la glucosa 

oxidasa de Aspergillus niger formando complejos sin actividad enzimática además de que 
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se modifica su absorbancia entre los 270 y 280 nm indicando que el sulfito se está uniendo 

al FAD [86]. Algunas flavoenzimas oxidasas y reductasas forman complejos FAD-sulfito 

que pueden ser detectados por cambios en su espectro de absorción. [87, 88]. Se ha 

propuesto que hay una importante correlación entre la interacción que una flavoenzima 

tiene con el Na2SO3 y su reactividad con el oxígeno [87] ya que el sitio en el que 

interactúan ambas moléculas con la flavina de la enzima es el mismo o alguno adyacente 

[88].   

En la literatura hay información que se contrapone con respecto a las enzimas que 

pueden generar O2
●- como actividad secundaria: a) los grupos de investigadores que han 

reportado que las flavoenzimas como la flavodoxina, la succinato deshidrogenasa y la 

fumarato reductasa pueden generar en mayor o menor medida a este oxidante [88, 89] y 

b) los que consideran que para que esto suceda, las enzimas como la TrxR de células Hela 

[73] o la TGR de S. mansoni [90] tienen que ser inhibidas para generar dicho oxidante.  

El propósito de esta tesis es demostrar si la isoforma TGR de T. crassiceps tiene la 

capacidad de generar O2
●- por el simple hecho de ser una flavoproteína o si la enzima 

requiere que una molécula inhibidora como el AF, el NEM, el 4-VG, el DPI o el Na2SO3 

se una a los sitios catalíticos o al FAD de la enzima, y que esta forma modificada de la 

enzima adquiera la propiedad oxidante (generando O2
●-). 

 

Hipótesis 

Si la flavoenzima TGR de T. crassiceps participa en la generación del O2
●- al translocar 

electrones al oxígeno molecular, entonces al inhibirla esa generación disminuirá 

diferencialmente.  

 

c) Objetivo general  

Determinar si la inhibición de la TGR está involucrada en su capacidad de generar O2
●-. 
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Objetivos particulares. 

• Purificar a la TGR de una fracción citosólica del cisticerco de T. crassiceps 

mediante el uso de técnicas cromatográficas. 

•  Determinar si moléculas con afinidad a cisteínas y selenocisteínas así como 

al FAD pueden inhibir a la TGR midiendo su actividad por espectrofotometría. 

• Determinar si la enzima inhibida tiene la capacidad de reducir al citocromo c 

siguiendo su cambio de absorbancia. 

• Determinar si la reducción del citocromo c es debida al anión superóxido a 

través de ensayos que lo generan. 

• Corroborar la generación de anión superóxido con otras flavoproteínas 

mediante el ensayo de reducción de citocromo c. 

 

II. MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Materiales 

El Tris(hidroximetil)aminometano (Tris), la GR, la TrxR de Rattus novergicus, el 

NADPH, el DTNB, el ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), el GSSG, el citocromo c, 

la CUR, el DPI, la xantina, la XO, la CAT, la SOD, el extracto turmérico (ET), el POC, el 

4-VG, el feruloil aldehído (F-Al), el ácido vanilínico (AV), el FAD, el NEM, el fosfato de 

sodio (NaH2PO4) y el sulfato de amonio sólido (NH4)2SO4 se obtuvieron de la compañía 

SIGMA Aldrich. El Na2SO3 fue obtenido de la compañía Fisher Scientific. El AF se 

obtuvo de la compañía INC Biomedicals. Las resinas para cromatografía se obtuvieron de 

Amersham Pharmacia Biotech. 

 

2. Purificación de la TGR citosólica (TGRc) 

Esta se realizó mediante el uso de diferentes resinas cromatográfícas a partir de la 

fracción citosólica de cisticercos de T. crassiceps de la cepa HYG que fue donada por la 

Dra. Patricia Del Arenal Mena.  
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2.1 Precipitación de proteínas con sulfato de amonio (NH4)2SO4  

La fracción citosólica fue saturada con (NH4)2SO4 al 30% (fracción 0-30%) el cual 

fue añadido de manera continua, agitando frecuentemente a 4°C. Posteriormente se 

centrifugó a 17, 200 g durante 20 minutos para obtener el precipitado de proteína el cual 

se recuperó y resuspendió en amortiguador (Tris 100 mM, pH 7.8, EDTA 1mM [TE]). 

Posteriormente, a la fracción soluble se le agregó nuevamente (NH4)2SO4 hasta alcanzar 

una saturación del 70 % (fracción 40-70%) se centrifugó a 17,200g durante 20 minutos 

para obtener el precipitado de proteína el cual se recuperó y resuspendió en amortiguador 

TE. La fracción soluble se lleva a una saturación del 90% con (NH4)2SO4 (fracción 70-

90%); los pasos secuenciales de la precipitación de proteína son mostrados en la fig. 7. 
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Por último, la fracción 40-70% se dializó con una membrana de diálisis de corte 10 kDa 

durante toda la noche, haciendo un total de 4 cambios del amortiguador.   

Fig. 7. Precipitación escalonada de la proteína de la fracción citosólica del cisticerco 

de Taenia crassiceps con sulfato de amonio. 

 

2.2 Cromatografía de intercambio iónico (aniónico) DEAE-Sefarosa 

Una vez dializada la proteína precipitada (30-70%) se adsorbió en una columna de 

intercambio iónico DEAE-Sefarosa (2.6 cm x 20 cm), a un flujo de 25 mL/h, la cual 

previamente fue equilibrada con el mismo amortiguador previamente utilizado en la 

diálisis. Se colectaron fracciones cada 15 minutos (6 mL por tubo). Se eluyeron las 
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proteínas que no se retienen en la resina con amortiguador hasta que la absorbancia a 280 

nm se acercó a cero. La proteína retenida se eluyó con un gradiente lineal de NaCl (0-0.5 

M) equivalente a 8 veces el volumen de la columna. En todas las fracciones colectadas, 

tanto retenidas como no retenidas se determinó la actividad de glutatión reductasa 

asociada a la TGR de T. crassiceps, y las fracciones en donde se encuentre la actividad 

fueron mezcladas, concentradas (Amicon con corte en 10 kDa y centrifugando a 4,000 

rpm) y dializadas contra amortiguador de NaH2PO4 (0.005 M, pH de 7.0). Esto último se 

realizó con cada cromatografía. 

 

2.3 Cromatografía mixta-hidroxiapatita  

Una vez que fue dializada la fracción concentrada de DEAE, se adsorbió en una 

columna de hidroxiapatita (2 cm x 2.8 cm) la cual fue previamente equilibrada con el 

mismo amortiguador de la diálisis (NaH2PO4 0.005 M, pH de 7.0). Utilizando un volumen 

de amortiguador equivalente a 8 veces el de la columna. La proteína no retenida se colectó 

y la proteína retenida se eluyó con un gradiente lineal de NaH2PO4 (0.005 – 0.5 M) a un 

flujo de 25 mL/h y se colectó en fracciones cada 15 minutos (6 mL por tubo). Se 

determinó la actividad de glutatión reductasa en todas las fracciones colectadas, 

posteriormente son mezcladas, concentradas y dializadas contra amortiguador TE, como 

se menciona arriba. 

 

2.4 Cromatografía Azul de Cibacron (afinidad) 

La fracción dializada proveniente de la cromatografía mixta (hidroxiapatita) se 

adsorbió por una columna de afinidad (Azul de Cibacron 2.6 x 2 cm) que fue previamente 

equilibrada con amortiguador TE. Nuevamente las proteínas no retenidas fueron 

colectadas y las proteínas retenidas fueron eluídas con un pulso de NADPH (200 µM). Se 

determinó la actividad de glutatión reductasa en todas las fracciones colectadas, y en 

donde se encuentra, se mezclan, se concentran y se dializan. Por último, la proteína es 

guardada a -20 ○C hasta antes de ser utilizada. Los pasos secuenciales de las tres distintas 

cromatografías utilizadas son resumidos en la fig. 8. 
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Fig. 8. Proceso de purificación de la TGR utilizando diferentes pasos 

cromatográficos 

 

2.5 Electroforesis 

Para corroborar el grado de pureza de la TGR de T. crassiceps se realizó una 

electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% en condiciones reductoras y 

desnaturalizantes (SDS-PAGE). Se utilizaron 3.8 µg de TGR pura. Las proteínas se tiñeron 

con azul de Coomassie.  
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3. Ensayos enzimáticos 

Todos los ensayos enzimáticos excepto la GR de levadura se realizaron en 

amortiguador TE, en un volumen final de 600μL. 

3.1. Actividad de GSSG-reductasa asociada a la TGR. La actividad de la TGR se 

determinó espectrofotométricamente siguiendo la disminución de absorbancia a 340 nm 

(Ɛ340
 = 6.22 mM-1 cm-1) que corresponde a la oxidación de NADPH (Fig. 9). La enzima se 

incubó por 2 minutos en presencia de 100 µM de NADPH que es la molécula que provee 

de equivalentes reductores a la enzima. La reacción fue iniciada añadiendo GSSG 67 µM 

al cual la enzima cede electrones provenientes de NADPH y lo reduce a GSH.  

Fig. 9. Actividad de glutatión reductasa asociada a la TGR  

 

3.2. Actividad de DTNB-reductasa asociada a la TGR. La actividad de tiorredoxina 

reductasa se determinó espectrofotométricamente, siguiendo el incremento de la 

absorbancia a 412 nm (Ɛ412
 = 13.6 mM-1 cm-1) que corresponde a la reducción del DTNB 

a 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB-). La enzima se incubó por 2 minutos en presencia de DTNB 

490 M y la reacción se comenzó al adicionar NADPH 100 µM (Fig. 10.).  
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Fig. 10. Actividad de DTNB reductasa de la asociada a la TGR.  

 

3.3. Actividad de GSSG-reductasa de la GR de levadura. La actividad de la GR se 

determinó como en el punto 3.1, con dos pequeños cambios, se utilizó GSSG 333 M y 

como amortiguador Fosfatos de sodio 50 mM (pH de 7.0), suplementado con EDTA 1 

mM.  

3.4. Inhibición de la TGR. La TGR se incubó durante 2 min en amortiguador TE en 

presencia de los distintos inhibidores tanto aquellos con afinidad por los tioles (SH) o 

selenoles (SeH) como el NEM (33 µM), el AF (0.07 µM), o el 4-VG (100 µM) como por 

aquellos con afinidad por el FAD como el Na2SO3 (500 mM) o con DPI (0.7 mM). La 

reacción se inició como el en protocolo de la sección 3.1.  

3.5. Reducción del citocromo c por anión superóxido generado por el sistema de 

xantina. Se incubó xantina 100 µM y citocromo c 50 µM durante 2 min en amortiguador 

TE. Se inició la reacción adicionando a la enzima XO 11.6 mU. Se siguió el incremento 

de la absorbancia a 550 nm (Fig. 11), reflejando la reducción del citocromo c (Ɛ550
 = 28 
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mM-1 cm-1) en el espectrofotómetro. En un ensayo paralelo se utilizó SOD 5.4 mU como 

control negativo. 

Fig. 11. Ensayo de reducción del citocromo c por el anión superóxido  

 

3.6. Reducción del citocromo c por el O2
●- generado por la TGR. Se incubaron 

distintas concentraciones de TGR (3.5, 7.0, 14.0, 41.0 y 70.0 nM) en amortiguador TE, en 

presencia de NADPH 100 µM. Se obtuvo la línea base y se inició la reacción añadiendo 

citocromo c 50 µM. En un ensayo paralelo se utilizó la más alta concentración de TGR en 

presencia de SOD 5.4 mU (control negativo). Se calculó el total de citocromo c reducido 

utilizando el coeficiente de extinción molar (Ɛ550
 = 28 mM-1 cm-1).  

3.7. Capacidad de la TGR inhibida para reducir al citocromo c. Se incubó a la TGR 

(11.2 nM) en presencia de cada uno de estos inhibidores (NEM, AF, 4-VG, Na2SO3 o DPI) 

en condiciones reductoras con NADPH 100 µM en amortiguador TE y se obtuvo la 

medición basal (correspondiente a la enzima inhibida). La reacción se inició añadiendo 

citocromo c (50 µM) como en la sección 3.6.  

3.8. Reducción del citocromo c por el FAD libre. Se incubaron distintas 

concentraciones de FAD (1.2, 11.5, 27.8, 55.7, 111.5 µM) en amortiguador TE y NADPH 

100 µM. Paralelamente se utilizó SOD (como control negativo) y la más alta 

concentración de FAD, y se sigue el protocolo como en la sección 3.6.  

3.9. Reducción del citocromo c por curcuminoides. Se rastreó la reducción del 

citocromo c con distintos curcuminoides a una concentración de 50 µM: ET, CP, POC, 4-
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VG, F-Al o AV, en presencia y ausencia de NADPH 100 µM. Asimismo se buscó 

determinar la proporción de su efecto reductor atribuible al anión superóxido (se usó SOD 

como control negativo).  

 

4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se muestran como el promedio ± 

desviación estándar. El análisis estadístico se realizó con el software Sigma Plot versión 

12.3. Para determinar si existe diferencia significativa entre la reducción del citocromo c 

(generación de O2
●-) por los distintos curcuminoides, en presencia o ausencia de NADPH 

y de SOD, se realizó una prueba t de student entre todos los tratamientos (p < 0.05) (Fig. 

16). 

 

III. RESULTADOS 

Inhibición de la TGR por moléculas que se unen a tioles o selenoles 

Concentraciones crecientes de moléculas como el NEM, el 4-VG o AF (con 

capacidad para unirse a los sitios de intercambio ditiol/disulfuro) fueron utilizadas hasta 

lograr la máxima inhibición de la TGR. La fig. 12a muestra un decremento de la 

absorbancia a 340 nm (curso en el tiempo) reflejo de la actividad de GSSG-reductasa 

asociada a la TGR de T. crassiceps sin inhibidor (control de actividad) y con la presencia 

de los diferentes inhibidores antes mencionados. Se observa que en el control de actividad 

(línea negra) el NADPH es oxidado totalmente (100 %) antes de alcanzar 5 min de la 

reacción. En cambio, en presencia de los inhibidores representado por líneas horizontales 

de colores: verde, roja y azul, sólo ~2% del NADPH es oxidado, en otras palabras, todavía 

hay 98 % de NADPH a los 30 min, tiempo total que duró la reacción.  
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 Inhibición de la TGR por moléculas que se unen a FAD. 

La TGR es una enzima dimérica, y en cada monómero tiene una molécula de FAD 

como grupo prostético, el mecanismo de transferencia de electrones en la enzima ocurre 

como sigue. Como primer paso, el NADPH lleva a cabo transferencia de electrones al 

FAD de la TGR y lo reduce a FADH2, posteriormente como segundo paso, sus tres sitios 

redox de intercambio ditiol/disulfuro se reducen consecutivamente. Se ha reportado que 

moléculas como el DPI y el Na2SO3 tienen la capacidad de unirse al FAD de algunas 

flavoenzimas [76, 86], lo que provocaría en la TGR que los electrones no reduzcan a los 

tres sitios redox catalíticos del segundo paso. Para determinar si estas moléculas inhiben 

a la TGR fueron utilizadas concentraciones crecientes por separado hasta encontrar la 

máxima inhibición de la enzima, registrando la oxidación del NADPH a 340 nm. La fig. 

12b muestra el curso en el tiempo de la actividad glutatión-reductasa asociada a la TGR. 

La línea negra representa el control de actividad (100 %), se puede observar que el 

NADPH se consume totalmente antes de alcanzar los 7 min de la reacción. En cambio, en 

la presencia de los inhibidores de la TGR, líneas semi-horizontales de color azul y roja, el 

consumo de NADPH disminuye considerablemente; con el DPI se observa un decremento 

del NADPH alrededor de 24 % y con el Na2SO3 alrededor de un 20 %, en todos los casos 

la reacción total fue en un tiempo de 30 min.  

Fig. 12. Inhibición de la actividad de la GSSG-reductasa asociada a la TGR de T. 

crassiceps en presencia de moléculas que se unen a residuos de cisteína y/o 

selenocisteína y moléculas que se unen al FAD. Inhibición de la actividad, líneas de 

colores: a) verde: con AF 70 nM; rojo: con NEM 33 µM; azul: con 4-VG 100 µM. b) azul: 

con Na2SO3 500 µM; rojo con DPI 700 µM. En ambos gráficos la línea negra representa 

el control de actividad de GSSG-reductasa de la TGR.  
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Actividad residual de la TGR con los diferentes inhibidores probados 

En la Tabla 2 se observan las concentraciones de inhibidores que fueron utilizadas 

(desde nanomolar hasta milimolar, dependiendo del inhibidor) para lograr la mayor 

inhibición de la TGR de T. crassiceps. Adicionalmente, muestra que de los inhibidores 

con capacidad de unión a los sitios redox catalíticos como el AF, el NEM y el 4-VG se 

requirieron concentraciones menores (< 100 µM) para lograr la inhibición máxima de la 

enzima (prácticamente el 100%), conservando sólo una actividad residual por debajo del 

0.25 %. En cambio, con inhibidores como el DPI y el Na2SO3 fueron requeridas 

concentraciones mayores (> 700 µM) para lograr la máxima inhibición (95%) y 

conservando sólo una actividad residual por debajo del 4.5 %. Cabe señalar que las 

actividades residuales mostradas en la Tabla 2 fueron calculadas de los ensayos de 

inhibición obtenidos en la fig. 12a y 12b.  

Tabla 2. Actividad residual de la TGR de T. crassiceps en presencia de 

diferentes inhibidores 

Nota: Los ensayos se hicieron en 600 µL, pH 7.8, TE, GSSG 67 µM a 25 ○C.  

 

Reducción del citocromo c por la TGR inhibida por diferentes moléculas 

La TGR de T. crassiceps inhibida con los diferentes inhibidores como el AF, NEM, 

4-VG, DPI y Na2SO3 mostró que esta forma modificada de la enzima puede reducir 0.5 

M de citocromo c en un período de 25 min (tiempo de la reacción). Los datos de la tabla 

3 muestran que la enzima inhibida tanto a nivel de sitios redox catalíticos como a nivel 

Enzima      Inhibidor Concentración 

(µM) 

Actividad residual 

(%) 

TcTGR      Auranofin       0.07 0.20 ± 0.013 

TcTGR      N-etilmaleimida   33.0 0.21 ± 0.082 

TcTGR      4-VG 100.00 0.25 ± 0.001 

TcTGR      Difenileneioduro de cloro 700.00 1.08 ± 0.353 

TcTGR      Sulfito de sodio 500, 000.000000          4.53 ± 1.630 
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del FAD puede reducir al citocromo c, un poco semejante a lo reportado por el grupo de 

Holmgren [73].  

 

Tabla 3. Reducción del citocromo c por la enzima tiorredoxina-

glutatión reductasa en presencia de inhibidores 

Nota: Los ensayos se hicieron en 600 µL, pH 7.8, TE, NADPH 100 µM a 25 ○C y se 

registró el cambio en la absorbancia a 550 nm. 

 

La Tabla 4 muestra que la TGR activa puede transferir los electrones provenientes 

del NADPH al citocromo c y lo reduce entre 5 y 10 veces mejor que su contraparte 

inhibida (dependiendo del inhibidor utilizado) con AF, NEM, 4-VG, DPI y Na2SO3. 

Además de la TGR de T. crassiceps, también fue utilizada la TrxR de Rattus norvegicus y 

la GR de Saccharomyces cerevisiae en ausencia de inhibidores (porque sólo se quiere ver 

el efecto de la presencia del FAD) y se determinó que también pueden reducir al citocromo 

c ( 1.2 µM) en 25 min de reacción; estas enzimas son también representantes de la familia 

piridina nucleótido disulfuro oxidorreductasa que contienen FAD.  

 

 

 

 

 

Enzima Inhibidor Concentración 

(µM) 

Reducción del citocromo c 

(µM) 

TcTGR      Auranofin   00.07 0.50 ± 0.027 

TcTGR      N-etilmaleimida   33.00 0.26 ± 0.014 

TcTGR      4-VG 100.00 0.27 ± 0.021                               

TcTGR      Difenileneioduro de cloro 700.0 0.38 ± 0.039 

TcTGR      Sulfito de sodio 500, 000.00000 0.34 ± 0.018 
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Tabla 4. Enzimas de la familia de piridina nucleótido disulfuro 

oxidorreductasa y su capacidad para reducir al citocromo c 

Enzima Actividad (%) Reducción de citocromo c& (µM) 

TcTGR 100 2.70 ± 0.180 

RnTrxR* 100 1.20 ± 0.175 

ScGR** 100 0.70 ± 0.196 

Los ensayos se realizaron en un volumen final de 600 L a 25 ○C. 

*RnTrxR: tiorredoxina reductasa de Rattus norvegicus 

**ScGR: glutatión reductasa de Saccharomyces cerevisiae 
&La reducción del citocromo c se realizó por un periodo de 25 min. 

Reducción del citocromo c por el anión superóxido generado por el 

sistema xantina- xantina oxidasa (X/XO). 

La XO es una enzima homodimérica [91]. Contiene FAD, molibdeno y cuatro 

enlaces hierro-azufre [92]. Cataliza la producción de O2
●- principalmente a partir de 

oxidar xantina [93]. Es bien sabido que el O2
●- es capaz de transferir electrones al 

citocromo c y reducirlo en una vía univalente (Reacción 1) [94]. Además, el O2
●- puede 

llevar a cabo una reacción de dismutación que puede ser química o enzimática como ya 

se mencionó en la introducción, [94] en ambos casos se genera H2O2 [95]. La reducción 

de citocromo c generada por la XO en presencia de xantina (Fig. 13a) puede observarse 

que alcanza una reducción máxima (reflejada como un incremento en la absorbancia) 

antes de los 8 min del tiempo de la reacción y posteriormente comienza a descender la 

absorbancia (lo que indicaría una oxidación) a 550 nm, mostrada en la fig. 13a, que se 

debe al H2O2 generado por la dismutación. El H2O2 al ser un oxidante fuerte puede quitarle 

electrones al citocromo c (Fig. 13a), tal oxidación del citocromo c se puede evitar con la 

adición de CAT en el ensayo (Fig. 13b). Asimismo, la reducción de citocromo c generada 

por el sistema de xantina se puede evitar utilizando a la SOD desde el inicio de la reacción 

[94], la fig. 13c muestra que el citocromo c no fue reducido con la adición de una alícuota 

de SOD.   
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Fig. 13. Reducción del citocromo c por el sistema xantina-xantina oxidasa. 

Registro del cambio en la absorbancia a 550 nm durante 15 minutos. a) Reducción del 

citocromo c por el sistema xantina-xantina oxidasa. b) La reoxidación del citocromo c se 

evitó añadiendo CAT al ensayo. c) La SOD evita la reducción del citocromo c. d) 

Representación esquemática de la producción de O2
●- por el sistema Xantina-Xantina 

Oxidasa, el O2
●- puede reducir al citocromo c o dismutarse a H2O2 y este último reoxidar 

al citocromo c.  

 

Generación de anión superóxido por la tiorredoxina glutatión reductasa 

La fig. 14 muestra los cursos en el tiempo de la reducción del citocromo c, las pendientes 

de los trazos representan la respuesta a distintas concentraciones de TGR (líneas negras). 

A un duplicado de la concentración más alta de TGR utilizada se le adicionó una alícuota 

de SOD (línea roja) siguiendo la absorbancia a 550 nm y claramente se observó que la 

reducción del citocromo c disminuyó por debajo de todas las concentraciones de TGR 

utilizadas. El inserto muestra que no se conserva una proporcionalidad en la concentración 

de enzima con respecto a la reducción del citocromo c. 
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Fig. 14. Reducción del citocromo c por la TcTGR utilizando los equivalentes 

reductores del NADPH. Líneas negras: Concentraciones crecientes de TcTGR (3.5, 7.0, 

14.0, 41.0 y 70 nM) y citocromo c 50 µM. Roja: TcTGR 70 nM y SOD 5.4 mU.  

 

Reducción del citocromo c por el FAD libre 

En la fig. 15 se muestran los ensayos con concentraciones crecientes de FAD libre 

(líneas negras) siguiendo el incremento en la absorbancia a 550 nm durante 15 minutos. 

El incremento en la concentración de FAD incrementó la reducción del citocromo c de 

forma directamente proporcional (ver inserto). A un duplicado con la mayor concentración 

de FAD utilizada se le adicionó una alícuota de SOD (línea roja), y se puede observar 

menor reducción del citocromo c. 

 

 

 

 

 

 

 

 



- 32 - 
 

 

Fig. 15. Reducción del citocromo c por concentraciones crecientes del FAD-libre 

reducido por el NADPH. Líneas negras: Concentraciones crecientes de FAD (1.2, 11.5, 

27.8, 55.7 y 111.5 µM) y citocromo c 50 µM. Roja: FAD libre 111.5 µM y 5.4 mU de SOD.  

 

Reducción del citocromo c por ET, CUR, POC y distintos curcuminoides 

 
La fig. 16, muestra que el ET, la CUR, el POC y otros curcuminoides pueden reducir 

al citocromo c y que esa reducción se potencia con la presencia del NADPH. La adición 

de SOD al ensayo disminuyó un poco tal reducción. Se siguió el cambio en la absorbancia 

a 550 nm y la concentración fue calculada a partir del coeficiente de extinción molar del 

citocromo c. En todos los casos se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) con 

excepción de aquel donde se utilizó 4-VG y este en presencia de NADPH y SOD (p > 

0.05).  
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Fig. 16. Reducción del citocromo c por curcuminoides 50 µM: extracto turmérico 

(ET) curcumina pura (CP), productos de la oxidación de la curcumina (POC), 4-

vinylguayacol (4VG), feruloil-aldehído (F-Al) y ácido vanilínico (AV), más NADPH 100 

µM y/o SOD 5.4 mU. Cada ensayo se hizo por triplicado. Los datos corresponden a la 

media ± desviación estándar. * p < 0.05 ** p < 0.01. 

 

Resumen de la reducción del citocromo c por el anión superóxido 

generado por diversas moléculas.  

 
La fig. 17 muestra una representación esquemática de los resultados obtenidos en 

este trabajo, en orden de importancia: las reacciones que reducen al citocromo c 

principalmente por la generación de O2
●-, y después por la diferencia en el potencial redox 

de las moléculas involucradas en la reacción. El sistema X/XO fue el más eficiente 

generador de O2
●-, y consecuentemente el que más redujo al citocromo c, y eso se 

corroboró porque fue abatida tal reducción en presencia de SOD; esta última, al dismutar 

al O2
●-, genera H2O2 que subsecuentemente puede oxidar al citocromo c, lo que se pudo 

prevenir con la adición de CAT y de esta forma eliminar este oxidante. En segundo lugar, 

el ET, la CUR, y los diversos curcuminoides redujeron al citocromo c directamente y tal 

reducción se potenció en presencia de NADPH; por el contrario, al incluir SOD, la 

reducción fue levemente menor, pero sin llegar a abatirse. En tercer lugar, las 

flavoenzimas como la TGR, la GR y la TrxR, por el simple hecho de contener FAD, 
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redujeron al citocromo c por la generación de anión superóxido, ya que tal reducción se 

abatió de manera importante al añadir SOD. En cambio, la contraparte de la enzima 

inhibida presentó una menor reducción. En cuarto lugar, la molécula de FAD-libre también 

redujo al citocromo c en menor proporción. Al agregar SOD su reducción solo disminuyó 

un tercio.  

 

Fig. 17. Mecanismo propuesto para la reducción del citocromo c por a) el sistema 

xantina-xantina oxidasa es el principal generador de O2
●- responsable de la reducción 

del citocromo c (control positivo) b) le siguen los curcuminoides que son potenciados por 

el sustrato NADPH. c) posteriormente le siguen, las flavoenzimas TcTGR, TrxR y GR 

reducidas con NADPH y después la TcTGR inhibida (AF o NEM o CUR o DPI o Na2SO3) 

d) por último, la molécula de FAD reducida con NADPH reduce al citocromo c.  
 

 

IV. DISCUSIÓN 

En la literatura se ha documentado que diversas enzimas han sido propuestas como 

blanco farmacológico gracias a que se han caracterizado bioquímicamente y su papel 

fisiológico ha sido dilucidado; se han descubierto y desarrollado fármacos con el objetivo 
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de inhibir la actividad de una enzima en específico y entonces ejercer un papel benéfico, 

por ejemplo: el ibuprofeno es un inhibidor de la prostaglandina endoperóxido sintasa y 

esto reduce la inflamación y el dolor en los seres humanos. Es interesante mencionar que 

la TGR del metacéstodo (cisticerco) de T. crassiceps es una enzima esencial en el 

mantenimiento de la homeostasis redox puesto que puede reducir tanto a la Trx como al 

GSSG, como ya se mencionó en la introducción. Debido a esta gran importancia dentro 

de la Taenia, la enzima en este trabajo fue inhibida in vitro utilizando diferentes moléculas. 

Los resultados obtenidos muestran que los compuestos que se unen tanto a SH como a  

SeH (AF, NEM, 4-VG), y los que se unen al FAD (DPI y Na2SO3) que están presentes en 

la enzima, demostraron una gran capacidad para inhibir la actividad glutatión reductasa 

de la TGR, siendo esta inhibición mayor a nivel de los sitios redox catalíticos en donde 

están presentes los SH y SeH, y eso se ve reflejado en la actividad residual fue cercana a 

cero (esto puede deberse a que quizá la afinidad de los compuestos por estos grupos 

funcionales es más alta). En el caso de la TGR, su actividad depende de un residuo de Sec 

que se localiza en su extremo C-terminal que es muy susceptible de ser inhibida con 

concentraciones nanomolares de AF [25], un compuesto que tiene una alta afinidad por el 

Se- que es generado al disociarse el SeH de la Sec a pH fisiológico y una menor afinidad 

por los SH de la Cys que suelen ser menos reactivos. Asimismo, se ha reportado una IC50 

de 20 nM para la TrxR humana la cual contiene Sec. En contraste, se determinó una IC50 

para la GR y GPx de humano y fueron de 40 y > 100 µM, la primera contiene residuos de 

Cys catalíticos y la segunda un residuo catalítico de Sec [98], aparentemente la GPx que 

contiene Sec no lo tiene expuesto, por tal razón requiere una mayor concentración de AF 

para ser inhibida. Un efecto similar se observa con el AF, el NEM y el 4-VG que 

demostraron inhibir de forma eficaz la actividad glutatión-reductasa de la TGR, 

aparentemente en gran medida por el residuo de Sec que la enzima contiene, se concluye 

esto porque paralelamente fue utilizada una GR de Saccharomyces cerevisiae y no fue 

inhibida con concentraciones micromolares de los tres inhibidores. Estos datos respaldan 

la idea de que este compuesto se une con mayor preferencia al residuo de Sec que está 

presente en la TGR, pero ausente en la GR. 

En las TGRs, la Sec se encuentra en su extremo C-terminal, y es parte del segundo sitio 

redox catalítico lo que lo hace importante para la catálisis de la enzima, igualmente es 
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importante el FAD que se encuentra ubicado hacia su extremo N-terminal, ya que es el 

primer sitio de la enzima en aceptar electrones del NADPH y los transfiere al primer centro 

redox de intercambio ditiol/disulfuro en la enzima [23]. Sin embargo, los inhibidores con 

capacidad para unirse al FAD mostraron baja afinidad por lo que se requirieron 

concentraciones micromolares de DPI para inhibir a la TGR (99%), cuya actividad 

remanente fue de aproximadamente el 1%. Para el caso del Na2SO3 fueron requeridas 

concentraciones milimolares para inhibir a la enzima (95%), cuya actividad remanente fue 

de aproximadamente el 5%.  

Si bien, las moléculas con capacidad para unirse al FAD mostraron inhibir eficazmente 

la actividad de glutatión reductasa de la TGR, fueron requeridas concentraciones mayores, 

en comparación con lo encontrado para las moléculas que se unen a las Cys y/o Sec cuya 

inhibición fue también eficaz, pero requiriendo concentraciones menores. 

Tanto la TGR activa como su contraparte inhibida tienen la capacidad de reducir al 

citocromo c, no obstante, se observó que la enzima activa puede reducir hasta 8.7 veces 

mejor que su contraparte inhibida. Estos resultados contrastan con lo que había sido 

reportado para la TrxR de células HeLa en donde se ha mencionado que la enzima inhibida 

con CUR adquiere una actividad de NADPH oxidasa y esto le confiere una capacidad 

mayor para reducir al citocromo c [73], sin embargo, en su trabajo omitieron quitar el 

exceso de CUR de sus ensayos enzimáticos y esto pudo sobreestimar la cantidad de 

citocromo c reducido por la enzima inhibida (ver abajo). Por otro lado, ha sido 

documentado que algunas flavoenzimas tienen la capacidad de reducir al citocromo c (en 

mayor o en menor medida) de forma directa o a compuestos similares como el ferricianuro 

[87]. 

La TGR inhibida tiene capacidad para reducir al citocromo c. La tabla 3 muestra que 

 0.5 M de citocromo c es reducido durante 25 minutos. Asimismo, la Tabla 4 muestra 

cómo enzimas como la TGR, TrxR y la GR activas pueden por si solas reducir al citocromo 

c; siendo la TGR la más eficiente.  

La XO se encuentra ampliamente distribuida en tejidos de mamíferos [77], es una 

flavoenzima cuyo FAD es responsable de generar O2
●- al transferir electrones de la xantina 
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al O2 [57, 59]. El electrón desapareado del O2
●- se puede transferir directamente al 

citocromo c sin necesidad de intermediarios [12, 93, 99]. Como se esperaba, el ensayo 

generador de O2
●- mediado por el sistema xantina-xantina oxidasa (X/XO) (Fig. 13a) 

probó ser muy eficiente, puesto que en pocos minutos se alcanzó la reducción máxima de 

50 M de citocromo c.  En la fig. 13b, hay una re-oxidación del citocromo c debido a la 

presencia de H2O2 como ya se mencionó. En la fig. 13c, contrario a lo esperado, se observó 

una ligera oxidación < 7 min que puede deberse a que una pequeña fracción del citocromo 

c estaba reducida y esa fue sensible a oxidación y al agregar CAT ~7 min, comienza a 

observarse una ligera reducción del citocromo c que puede deberse a que algunas 

moléculas de O2
●- se le escapen a la SOD [100].  

La molécula que provee de electrones a los sistemas de GSH y Trx es principalmente 

el NADPH cuyo potencial redox es de −400 mV, tal reductor se encuentra tanto en el 

citosol como en la mitocondria al igual que ambos sistemas [101]. Las reductasas 

involucradas transfieren electrones desde el NADPH a la Trx-S2 o al GSSG y los reducen 

a Trx-(SH)2 y GSH respectivamente [102].  

Los resultados de este trabajo indican que la reducción del citocromo c está 

principalmente mediada por la generación de O2
●- ya sea por el sistema de xantina, 

curcuminoides o flavoproteínas como la TGR, ya que la adición de SOD elimina al O2
●- 

por dismutación, abatiendo la reducción prácticamente en su totalidad, en algunos casos. 

Esto contrasta con lo reportado, ya que las deshidrogenasas reaccionan más 

favorablemente con citocromo c o ferricianuro de manera directa y no con O2 [87]. 

También ha sido reportado paralelamente que enzimas que tienen como grupo prostético 

al FAD pueden generar O2
●- [89]. De forma similar algunas flavoenzimas pueden llevar a 

cabo un proceso de autoxidación a nivel de FAD y a partir de esta generar O2
●- [88, 103] 

como la flavodoxina que genera 0.055 O2
●- min−1, la glutatión reductasa 0.830, la 

dihidrolipoil deshidrogenasa 2.4, la ferredoxina:NADP+ reductasa 3.3, la NADPH-

deshidrogenasa 4.9 [104], la succinato deshidrogenasa 13 [105], la NADH-

deshidrogenasa II 15 [103], la xantina oxidasa 290 [94], la fumarato reductasa de E. coli 

1600 [105] o la NADPH-oxidasa de neutrófilos 3900 [106]. Cabe destacar que algunas 

deshidrogenasas presentan niveles de reactividad con el oxígeno muy distintos a nivel de 
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FAD, aunque su mecanismo sea idéntico [107]. En estas enzimas la flavina reducida tiene 

una reactividad intrínseca con el dioxígeno [108] que es directamente proporcional a la 

concentración de este último [96]. Además, la flavina unida a una proteína puede tener un 

potencial redox muy variable (-400 – +150 mV) [106].  La reactividad de las flavoenzimas 

con el dioxígeno parece ser favorecida por canales dinámicos que pueden permitir que el 

dioxígeno entre en contacto con el FAD de manera preferencial [108]. 

Se ha sugerido que el potencial redox de las deshidrogenasas puede ser más negativo 

que el de las oxigenasas [109]. El potencial redox para algunas flavinas, en su estado más 

reducido, puede termodinámicamente favorecer a los sistemas redox. Como ya se ha 

mencionado, las flavoenzimas han demostrado ser capaces de reducir al citocromo c a 

diferencia de aquellas sin FAD [110]. Este cofactor en las flavoenzimas puede encontrarse 

unido covalentemente, en cuyo caso, su potencial redox es mayor que cuando se une de 

manera no covalente [111]. Las flavinas libres reducidas pueden generar radicales de 

flavina y O2
●- especialmente si el O2 se encuentra disponible como único aceptor de 

electrones. Asimismo, se ve favorecida por la diferencia de potenciales redox entre la 

flavina libre (Em = -313 mV) y el O2/H2O2
 (Em7 = +270 mV) [89]; el potencial redox del 

citocromo c reducido (E°‘= 230 – 350 mV) [100] también le permitiría ser reducido por 

la flavina y el O2
●-. La fig. 15 muestra la concentración de citocromo c reducido con 

concentraciones crecientes de FAD y la poca disminución de la misma reducción 

utilizando la concentración más elevada de SOD lo que sugiere que el FAD reduce 

directamente al citocromo c principalmente por su diferencia de potenciales redox y en 

menor medida por la generación del O2
●-. 

La CUR es un polifenol que se utiliza para tratar numerosas patologías humanas. Se 

encuentra en los rizomas de la planta Curcuma longa junto con otras moléculas similares 

conocidas como curcuminoides [97]. Ha sido reportado que la TrxR de células HeLa es 

inhibida con concentraciones micromolares de CUR y esta forma modificada de la enzima 

adquiere una nueva actividad de NADPH oxidasa que es capaz de producir O2
●- que al 

tener un electrón desapareado tiene la capacidad de reducir al citocromo c [73].  

Concentraciones de CUR en el orden de micromolar inhiben la proliferación de células 

cancerosas de la glándula mamaria [112]. En células HeLa, se determinó una 
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concentración media inhibitoria de 15 µM de curcumina para inhibir a la enzima TrxR 

siendo 50 µM la mayor concentración utilizada [79].  

En lo que concierne al ensayo de reducción de citocromo c por distintos curcuminoides 

se pudo determinar que estos también pueden generan O2
●-, ya que al utilizar SOD se 

revierte parte de esa reducción, consideramos que la parte que no se revierte está dada por 

la generación de otros radicales de curcuminoides que no son reconocidos por la SOD. 

Los resultados concuerdan con lo reportado, ya que se menciona que la CUR puede 

generar otros radicales, al sufrir un proceso de autoxidación, como es el radical fenólico a 

partir de la disociación del hidrógeno de su grupo fenol [113] los cuales no serían 

reconocidos por la SOD debido a su alta especificidad y por eso en los ensayos donde esta 

enzima fue incluida, la reducción del citocromo c disminuyó ligeramente pero no fue igual 

a cero. Sin embargo, es claro observar que la reducción del citocromo c se dio 

principalmente por la diferencia en el potencial redox entre los curcuminoides y el 

citocromo c, aunque para el caso de los curcuminoides no han sido reportados, los 

resultados sugieren que la contribución de otros radicales en la reducción del citocromo c 

fue mínima, dado que las vitaminas como el L-AA y el α-TO no evitaron tal reducción en 

presencia de curcuminoides. También, se observó que los curcuminoides en presencia de 

NADPH potencian su capacidad de reducción del citocromo c. Considerando que el 

NADPH es una molécula que provee de equivalentes reductores a reacciones de 

transferencia de electrones, se concluyó que el citocromo c es reducido como resultado de 

que el NADPH transfiere electrones al curcuminoide y este a su vez al citocromo c. El 

potencial redox del NADPH es de unos -400 mV y el del citocromo c es de ~260 mV 

[114], lo que sugiere que el potencial redox de los distintos curcuminoides se encuentra 

en un punto medio entre ambos valores. Es relevante resaltar que la concentración de 

citocromo c reducida por la CUR coincide con un reporte previo en el cual se concluyó 

que la TrxR de células HeLa, inhibida con CUR 50 µM redujo 6.1 µM al citocromo c. 

De manera puntual, en los experimentos que fueron realizados para efecto de esta tesis, la 

reducción de citocromo c en presencia de NADPH 100 µM y CUR 50 µM fue de 6.3 µM, 

además de que la reducción del citocromo c en presencia de la TGR inhibida fue ~5 veces 

menor al reportado.  
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