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RESUMEN

Trypanosoma cruzi es el agente causal de la enfermedad de Chagas, esta
se considera como una de las 13 enfermedades infecciosas desatendidas y se
estima que en el mundo existen 7 millones de personas infectadas por el parasito.
Los farmacos que se utilizan para el tratamiento de la enfermedad son el
Benznidazol (Bnz) y el Nifurtimox (Nfx); sin embargo estos compuestos son
altamente téxicos para el hospedero y su eficiencia no se ha comprobado en la

fase cronica de la enfermedad.

Se propone que el modo de accién de estos farmacos es generar estrés
oxidante por la formacién de especies reactivas de oxigeno y/o metabolitos
electrofilicos, los cuales se unen al grupo tiol de las biomoléculas. EIl principal
metabolito antioxidante de T. cruzi es el tripanotién (T(SH),) y todo su sistema

enzimatico de desintoxicacidon de peréxidos es dependiente de dicho tiol.

En reportes previos se observé que en diferentes cepas y estadios de T.
cruzi tratados con Bnz (50 y 100 pM) y a tiempos cortos (6 y 2 horas
respectivamente) ocurre una disminucién del 80% en la concentracién de T(SH)..

De igual modo, en la biotransformacion del Bnz se observé que los aductos
que se formaron en mayor proporcién fueron con el T(SH).. El objetivo de este
proyecto es analizar los efectos del Bnz en la dinamica del metabolismo
antioxidante de T. cruzi en tiempos de exposicion mas largos para entender los

mecanismos de defensa y resistencia de los parasitos a este farmaco.
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Se cultivaron epimastigotes de la cepa Querétaro en dos condiciones de
glucosa 2 y 12 mM, se expusieron durante 24 h a concentraciones de 15-160 uM
de Bnz; las concentraciones de Bnz que inhiben al 50% el crecimiento de los
parasitos (ICsp) fueron de 19 + 2 y 27 + 4 uM de Bnz, respectivamente, mientras
que las dosis que matan el 50% de la poblacion (LCsp) fueron de 61 £ 6y 102 £ 9
UM en 2 y 12 mM de glucosa, respectivamente. Se determind que a
concentraciones mayores de 35 uM de Bnz se compromete la viabilidad de los

parasitos.

En el rango de concentraciones inhibitorias del crecimiento celular las pozas
de Cys y GSH fueron suficientes para mantener niveles de T(SH). necesarios que
permitieran contender contra el estrés producido por el Bnz; sin embargo, en
concentraciones letales del farmaco el sistema antioxidante puede estar rebasado
debido a que las pozas de todos los tioles evaluados disminuyeron en mas de un

70%.

En conclusion, las concentraciones de T(SH). y la posible facilidad de este
para formar conjugados covalentes con el farmaco influye positivamente en la
capacidad de los paréasitos de contender contra el estrés ocasionado por el Bnz.
Lo mismo ocurre con la disponibilidad de nutrientes debido a que en condiciones

de mucha glucosa los parasitos cuentan con pozas de tioles mas altas.



ABREVIATURAS
ADN: Acido Desoxirribonucleico
AdoMet: S-adenosil Metionina
AdoMetDC S-adenosil Metionina Descarboxilasa
ATP: Trifosfato de Adenosina (siglas en inglés)
BSA: Albumina Sérica Bovina (siglas en inglés)
Bnz: Benznidazol
Cys: Cisteina
dAdoMet: S-adenosil Metionina Descarboxilada
DMSO Dimetil Sulféxido
DTNB Acido Dinitrobenzoico
DTT: Ditiotreitol
TFA: Acido Trifluoroacético (siglas en inglés)
Glu: Glucosa
Gly: Glicina
GSSG: Glutatién (forma oxidada)
GSH: Glutation Reducido
HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (siglas en inglés)
LIT:
NADP*: Dinucleétido de Nicotinamida y Adenina Fosfato (forma oxidada).
NADPH: Dinucleoétido de Nicotinamida y Adenina Fosfato (forma reducida).
ODC: Ornitina Descarboxilasa

p/mL

Medio de Infusion de Higado y Triptosa (Liver Infusion Tryptose broth)

parasitos/mililitro
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PBS:
PCA:
rpm:
SFB:
Spd:

Spds:

T(SH).:

TryR:
TryS:
TSQ:

YEC:

y-ECS:

Buffer Salino de Fosfatos (siglas en inglés)
Acido Perclérico (siglas en inglés)
revoluciones por minuto

Suero Fetal Bovino

Espermidina

Espermidina Sintasa

Tripanotién

Tripanotién Teductasa

Tripanotién Sintetasa

Disulfuro de Tripanotion (forma oxidada)
Gama Glutamil Cisteina

Gama Glutamil Cisteina Sintetasa

12



13

1 INTRODUCCION

1.1 Enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana, es una infeccién
parasitaria, crénica y sistémica considerada como una de las 13 enfermedades
tropicales infecciosas mas olvidadas o desatendidas en el mundo, debido a que
afecta principalmente a zonas marginadas y reciben poca atencién por parte de
los gobiernos y programas de salud ya que la poblacion afectada carece
principalmente de influencia politica (Rassi, Rassi y Marin-Neto, 2010; OMS,
2016). Esta enfermedad es causada por el parasito intracelular obligado
Trypanosoma cruzi (T. cruzi), y fue descrita en 1909 por el médico de origen
brasileno Carlos Chagas (1879-1934) (Chagas, 1909 en Rassi, Rassi y Marcondes

de Rezende, 2012).

1.1.1Distribucion y estadisticas

La enfermedad de Chagas es un padecimiento endémico de 21 paises de
América Latina, distribuyéndose desde México hasta Argentina, aunque existen
vectores y reservorios desde el sur de los Estados Unidos (Rassi, Rassi y
Marcondes de Rezende, 2012). En 2015 se estim6 que en América Latina 7
millones de personas padecen la enfermedad y otras 100 millones mas viven en
zonas de riesgo de contagio (WHO, 2015). Sin embargo, esta enfermedad ha

tomado relevancia en los ultimos afos debido a que el nimero de casos de



tripanosomiasis en paises
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Figura 1.1. Distribucion estimada de personas infectadas por T. cruzi que viven en paises no
endémicos de la enfermedad (Rassi, Rassi y Marin-Neto, 2010).

Como se muestra en la Figura 1.1, en 2005 se reportaron 300 mil casos en

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

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

problema para los sistemas de salud publica en varias partes del mundo (Rassi,

Rassi y Marcondes de Rezende, 2012).

Las cifras de morbilidad y mortalidad de la enfermedad de Chagas sélo son

aproximaciones debido a la falta de informacidén epidemioldgica precisa y por la

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

asintomatica de la infeccion (Flisser y Pérez, 2006).
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1.2. Agente causal de la enfermedad de Chagas
1.2.1. Clasificacion Taxondmica

El agente etiolégico de la enfermedad de Chagas es el protozoario
Trypanosoma cruzi un parasito flagelado intracelular, tiene alto grado de
variabilidad intraespecifica debido a su amplia distribucién geografica y a la

diversidad de hospederos con lo que cuenta (Macedo et al., 2004).
La clasificacion taxonémica de T. cruzi es la siguiente:

Dominio Eukaryota.
Reino Protoctista.
Subreino Protozoa
Phylum Sarcomastigophora
Subphylum Mastigophora
Clase Zoomastigophora
Orden Cinetoplastida
Familia Trypanosomatidae
Género Trypanosoma
Especie cruzi
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Orden Familia Género Sub-género Especie
—— Blastocrthidia
—— Crithidia
Duttonella —+  T¥ppanosoma vivax
[ Bodonidae —— Endotrypanum
—— Herpetomonas — Herpetosoma —+  T¥ppanosonc rangeli
"
] Leishimania
w
= —— Nannotmonas
g- ——TIrypanosomatidae —— Leishmania herreri
e
Z L Tryp Schizotrypanum —s T e
=]
= i b b
Ginetopléstidos no —— Tiypanosomatidae “cepa Eva o TFRCNOSORIa Dridcer
clasificados Trypanoscmatidas G755 — Trypanozoon —* TIPpamosonie evamsi
Trppamosore equine vdium
—— Phytomonas | Trypanosomas

no clasificados

—— Wallacema

L Leptomonas

Figura 1.2. Cuadro taxonémico de T.cruziy grupos hermanos.
(Cevallos y Hernandez, 2015).

Todos los miembros del orden cinetoplastida al que pertenece T. cruzi (Fig.
1.2.) se caracterizan por la presencia de un organelo llamado cinetoplasto. El
cinetoplasto es una red compleja de ADN mitocondrial, la cual puede representar
el 10 o el 20% del ADN celular total dependiendo de la especie (Cevallos y

Hernandez, 2015; Liu et al., 2005).

1.2.2. Caracteristicas morfoldgicas

Los tres principales estadios morfologicos del parasito se distinguen entre si
por la posicidén del cinetoplasto en relacién al ndcleo y por la presencia o ausencia

de una membrana ondulante (Cevallos y Hernandez, 2015; Maya et al., 2007).
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Dichos estadios morfologicos son (Fig.1.3):

Tripomastigote: fusiforme, 20 um de longitud. El cinetoplasto se encuentra
ubicado en la parte subterminal del parasito. El flagelo sale del extremo posterior y
se dobla hacia adelante a lo largo del cuerpo del parasito, formando una
membrana ondulante a lo largo de todo el parasito y emerge de forma libre en su
extremo anterior. Constituyen las formas infectivas. Se encuentran en la sangre
del hospedero vertebrado y en el intestino medio del triatbmino. No son

replicativos.

Epimastigote: también fusiforme con 20 um de longitud. El cinetoplasto se
encuentra localizado en la parte media del organismo, justo en la parte anterior al
nucleo. El flagelo emerge de la parte media del parasito. Se dividen por fisién

binaria en el intestino de los triatdbminos.

Amastigote: Esférico de 2 um de diametro, sin flagelo libre. El cinetoplasto
se observa como un cuerpo oscuro cerca del ndcleo. Se multiplican

intracelularmente por fisién binaria.
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Epimastigote

Kinetoplasto

Tripomastigote Amastigote

Figura 1.3. Estadios morfologicos de T. cruzi (Musikant, 2012).

1.2.3. Ciclo de vida y distribucion de T. cruzi

El género Trypanosoma se caracteriza por tener un huésped invertebrado y
otro vertebrado para completar su ciclo de vida. Inicialmente un insecto triatdmino
hematéfago, después de alimentarse defeca sobre el hospedero y junto con las
heces y orina deposita las fases infectivas del pardsito: tripomastigotes
metaciclicos. El parasito puede penetrar al mamifero a través de la herida hecha

por el insecto o por las mucosas.

Una vez dentro del hospedero vertebrado, los tripomastigotes metaciclicos
invaden las células del tejido reticulo-endotelial y conectivo donde se diferencian a
amastigotes para replicarse por fisiébn binaria. Cuando la célula esta llena de
amastigotes, éstos se transforman a tripomastigotes, los cuales provocan la lisis
de la célula hospedera debido al movimiento de los parasitos, y se convierten en

las formas circulantes que invaden los tejidos adyacentes, diseminandose por la
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via linfatica y el torrente sanguineo (Rassi, Rassi y Marin-Neto, 2010). También

puede ocurrir la lisis prematura de células infectadas con poblaciones
heterogéneas de amastigotes y tripomastigotes (Tyler y Engman, 2001). El insecto
se infecta con T. cruzi cuando se alimenta de la sangre del mamifero que contiene

tripomastigotes circulantes.

En el tracto digestivo del vector, los tripomastigotes circulantes se
diferencian a epimastigotes para replicarse, posteriormente los epimastigotes se
transforman a tripomastigotes metaciclicos en la porcién final del intestino. El ciclo
de transmision se completa cuando los insectos se alimentan y depositan los
parasitos sobre los animales de los que se alimentan (Fig.1.4) (Rassi, Rassi y

Marin-Neto, 2010).

Epimastigotes

El vector defeca en la herida que ocasiona al
alimentarse e infecta al hospedero mamifero.

/ @ Una vez dentro del hospedero los
Typomastigotes | tripomastigotes metaciclicos  infectan las

metaciclicos , , . .
células, es ahi donde se diferencian en

s
L

Trypumastigut%/ ﬁd ey

circulantes. F;/ \

Amastigotes

HOSPEDERO

}m amastigotes para replicarse. Al lisar las células

los tripomastigotes y amastigotes liberados van
hacia torrente sanguineo, infectan células
adyacentes, 0 son ingeridos por insectos
hematoéfagos. El triatdbmino se alimenta de
sangre contaminada con tripomastigotes
circulantes, una vez en la parte media del
intestino del insecto se diferencian a
epimastigotes, estos se transforman a
tripomastigotes circulantes en la region terminal
del intestino (Rassi, Rassi y Marin-Neto, 2010).

Figura 1.4. Ciclo de vida de T. cruzi (Rassi, Rassi y Marin-Neto, 2010).
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1.3. Mecanismos de transmision de la enfermedad de Chagas

La tripanosomiasis americana se transmite a mas de 150 especies de
vertebrados, entre ellos el ser humano, por 32 especies de insectos hematéfagos
pertenecientes al phylum Arthropoda, subphylum Hexapoda, orden Hemiptera,
familia Reduviidae y familia Triatominae (Rassi, Rassi y Marcondes de Rezende,
2012).Triatoma dimidiata y T. barberi son los vectores principales en México
(Gorla y Noireau, 2010). Sin embargo, existen varios mecanismos de transmisién
no vectoriales de la enfermedad: los principales mecanismos son transfusion con
sangre contaminada, aunque en la actualidad se hacen pruebas de deteccién en
bancos de sangre, y transmision congénita de la madre infectada al feto; algunos
otros son por trasplante de érganos, de manera oral por ingesta de alimentos y/o

bebidas contaminadas con el parasito (Rassi, Rassi y Marcondes, 2012).

1.4. Fases clinicas de la enfermedad

La enfermedad de Chagas es una parasitosis crénica, y ocurre en dos

fases: aguda y cronica.

Fase aguda: en la mayoria de los individuos es asintomatica, sin embargo
cuando hay sintomas éstos incluyen fiebres prolongadas, malestar generalizado;
aumento en el tamano del higado, el bazo y nédulos linfaticos, y edemas
subcutaneos. En el caso particular de transmisién por vector, se muestran signos

de entrada de T. cruzi a través de la piel (Chagoma) o por membranas de la
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mucosa ocular (signo de Romana). La fase inicial de la infeccién dura entre 4 y 8

semanas.

Fase cronica: De 2 a 3 meses después de la infeccion inicial, alrededor de
un 60 a 70% de los pacientes presentan la forma indeterminada de la fase cronica
en la cual no hay sintomas clinicos. Para el otro 30 a 40% de las personas
infectadas, la fase crénica persiste de por vida, llegando a presentar sintomas de
10 a 30 afnos después de la infeccidn inicial, principalmente afecciones cardiacas y
del aparato digestivo (eséfago y colon). En México las manifestaciones cardiacas

ocasionadas por T. cruzi son las mas frecuentes (CENAPRECE SSA, 2015).

En la Figura 1.5 se ilustra el ciclo de vida de T. cruziy el panorama general

de los padecimientos que se ocasionan segun la etapa de la infeccién.
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Triatora dimidiata nsocio i oming \
Triztorna barberi

Fiel / mucosas

Signos de entrada del parasito.

@%

Mamifero hospedero

Célula de miocardio infectada
por amastigotes.

Megaesdfago Megacolon Cardiomiopatias Chagoma

Fase cronica de la enfermadad e e I e

Figura 1.5. Panorama general de la enfermedad de Chagas. Ciclo de vida en la fase aguda de la
enfermedad y los signos de entrada del parésito al hospedero. Complicaciones de distintos
organos en la fase crénica de la infeccion (Rassi, Rassi y Marin-Neto, 2010).

1.5. Diagndstico y tratamiento

En el diagnostico de la enfermedad de Chagas se utilizan diferentes
métodos parasitolégicos e inmunoldgicos que consisten en evaluar la presencia

del parasito y/o anticuerpos anti- Trypanosoma cruzi.

En la fase aguda, el diagnostico se basa en la deteccion del parasito
mediante técnicas parasitolégicas directas como la observacion inmediata en el
microscopio de muestras de sangre con técnicas de gota fresca de tincion de
giemsa y/o frotis de gota gruesa. Por otra parte, existen métodos directos por

concentracion como el microhematocrito en capilar, técnica de Strout o por
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tinciones de Giemsa de frotis sanguineos en muestras de la capa leucocitaria. Las
técnicas parasitoldégicas por expansidon o amplificacién incluyen hemocultivo,
inoculacién en ratén y/o amplificacion de fragmentos de DNA del parasito por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Estos Ultimos métodos de
amplificaciéon son de uso preferente en investigaciéon y en México son muy poco
frecuentes como métodos de confirmacion debido a los tiempos necesarios para

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

En el caso de la fase crdnica, debido a una parasitemia baja e intermitente
el diagnostico se basa en la deteccion serolégica de inmunoglobulinas 1gG
especificas para antigenos de T. cruzi. La presencia de anticuerpos IgG contra
antigenos de T. cruzi se debe detectar por al menos dos métodos serolégicos
distintos, entre ellos: ensayo por inmuno absorcion ligado a enzimas (ELISA),
inmunofluorescencia indirecta (IFl) & hemaglutinaciéon indirecta (HAI)

(CENAPRECE SSA, 2015).

Los farmacos que se utilizan actualmente en la clinica para el tratamiento
de la enfermedad son el benznidazol (N-bencill-2-nitroimidazol-1-acetamida; Bnz)
un derivado del nitroimidazol y el nifurtimox (4[(5-nitrofurfurilideno) amino]-3-
metiltiomorfolino-1,1-dioxido; Nfx) derivado del nitrofurano (Fig.1.6). El Bnz y el Nfx
tienen un grupo nitro unido a un anillo de imidazol o a un furano, respectivamente.
Las dosis recomendadas en la fase aguda son 5 mg/kg/dia durante 60 dias para el
Bnz y de 8 a 10 mg/Kg/dia por 60 a 90 dias en el caso del Nfx. Sin embargo
cuando la fase cronica reincide, el tratamiento puede llegar a durar hasta 5 meses

o mas (CENAPRECE SSA, 2015).
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Figura 1.6. Estructura quimica de los farmacos utilizados en el tratamiento contra la infeccién por
T. cruzi.

Los medicamentos sélo son eficientes en la fase aguda de la enfermedad
(porcentaje de éxito del 81% (Rassi, Rassi y Marcondes de Rezende, 2012)) y
generalmente causan efectos adversos como toxicidad sistémica y efectos
secundarios, entre ellos anorexia, nauseas, vomito, dolor de cabeza, depresion en
el sistema nervioso central, sintomas maniacos, convulsiones, Vvértigo,

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

1.5.1. Modo de accion del benznidazol y del nifurtimox

El modo de accidon de los dos componentes nitroheterociclicos es a través
de la formacién de varios intermediarios radicales libres 0 metabolitos electrofilicos
mediante la reduccién de su grupo nitro por la accién de nitroreductasas (Maya et

al., 2007) (Fig.1.7).
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El Bnz se descubri6 como agente antitripanosomatido a través de pruebas
de deteccidn, sin entender claramente su mecanismo de accion (Trochine et al.,
2014). El Bnz es un pro-farmaco debido a que necesita ser metabolizado por el
organismo para que pueda actuar; son los metabolitos reducidos del Bnz los que
estan involucrados en la formacién de uniones covalentes con macromoléculas de
la célula, por lo que se ha propuesto que su efecto tripanocida no depende de la

generacion de especies reactivas de oxigeno (Trochine et al., 2014).

BENZNIDAZOLE NIFURTIMOX
ANO, RNO,

PROTEINS
NUCLEIC ACIDS

Nitroreductases LIPIDS

2H' \. 0}\ Nitroreductases

| Redox
Haber-Weiss Reaction SOD. Cyc\iny Reduction of
+OH«EE 0; +H,0, \vOE nitrocompounds
e H.O Nitro anionradical Primary
Electrophilic 2 GSSG El . amine
, < ectrophilic
HNHE‘— Metabolites T(S)Z Metabgli:;s_b RNH,
R-NO R-NHOH Reductase o
Reduction of nitrocompounds T(SH),
DRUG-THIOL DRUG-THIOL
CONJUGATES CONJUGATES

Figura 1.7. Funcion del tripanotion (T(SH),) y el glutation (GSH) en el metabolismo de accion del
Bnz y el Nfx. El grupo nitro de ambos farmacos se reduce a radicales libres o metabolitos
electrofilicos por la accion de enzimas nitroreductasas. El T(SH), y el GSH neutralizan los
metabolitos derivados de los farmacos por la formacién de conjugados derivados-tiol. Los radicales
libres producidos por el Nfx se contrarrestan por la oxidacién principalmente del T(SH), (modificado
de: Maya et al., 2007).
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En el caso del Nfx, la NADPH citocromo P-450 reductasa actua en el grupo
R-NO, produciendo el intermediario anién radical nitro (R-NO. ). Este radical
desencadena un ciclo redox con oxigeno molecular al reducir parcialmente al O,
regenerando el pro-farmaco y produciendo anién superéxido (O27¢). La enzima

superoxido dismutasa (SOD) cataliza la dismutacién del Oz ¢ en O, y peroxido de

hidrégeno (H20,). El Oz« y el H,O, generan ion hidroxilo (OH 7) y radical hidroxilo
(OHe) en presencia de Fe*". Finalmente es el OHs la especie reactiva de oxigeno
que se une a proteinas, acidos nucleicos y lipidos en la zona en la que se genera

(Fig.1.7) (Maya et al., 2007).

1.6. Metabolismo antioxidante

En el metabolismo antioxidante de los tripanosomatidos, todo el sistema
enzimatico de desintoxicacién de xenobiodticos y perdxidos del parasito depende

del tripanotién (T(SH).) (Olin-Sandoval, Moreno-Sanchez y Saavedra 2010).

El T(SH). es un conjugado de dos moléculas de glutation (GSH) unidas por
una molécula de espermidina (Spd) (Fig1.8). Su sintesis depende de dos vias
principales que son la sintesis y el transporte de GSH y poliaminas (Fig. 1.9) (Olin-

Sandoval, Moreno-Sanchez, Saavedra 2010).
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Figura 1.8. Principales tioles del metabolismo antioxidante de T. cruzi. a) GSH y b) T(SH),
constituido por dos moléculas de GSH unidas por una molécula de Spd.

Como se muestra en la Figura 1.9.a) para sintetizar el GSH, inicialmente la
enzima gama glutamilcisteina sintetasa (y-ECS) cataliza la sintesis de y-
glutamilcisteina (y-EC) a partir de glutamato (Glu) y cisteina (Cys) con consumo de
ATP. La enzima glutatién sintetasa (GS) sintetiza al GSH al unir covalentemente

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

Por otro lado, en la via de sintesis de poliaminas, la Spd se sintetiza a partir
de putrescina (Put) y S-adenosil metionina descarboxilada (dAdoMet) por la accidén
de la enzima espermidina sintasa (SpdS); en paralelo, la dAdoMet se sintetiza por
la enzima s-adenosil metionina descarboxilasa (AdoMetDC) al descarboxilar una
molécula de S-adenosil metionina (AdoMet). Al contrario de otros
tripanosomatidos, no se ha reportado sintesis de Put en T. cruzi por la accién de la

enzima ornitina descarboxilasa (ODC) (Persson, 2007).



28

La sintesis de T(SH), se lleva a cabo por la enzima tripanotién sintetasa
(TryS) al unir dos moléculas de GSH a una molécula de Spd con gasto de ATP. El
T(SH), dona sus electrones al sistema enzimatico de desintoxicacion de
peréxidos, convirtiéndose asi en disulfuro de tripanotion (TS,). EI TS, se regenera
al reducirse por medio de la enzima tripanotion reductasa (TryR) tomando los
equivalentes reductores del NADPH (Fig.1.9.b) (Olin-Sandoval, Moreno-Sanchez,

Saavedra 2010).
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Figura 1.9. Metabolismo antioxidante de T. cruzi.

a) Via de sintesis de T(SH), . b) consumo y regeneracion del tripanotion (Olin-Sandoval, Moreno-
Sanchez y Saavedra, 2010).
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2. ANTECEDENTES

Estudios anteriores utilizando diferentes cepas y diferentes estadios
(principalmente epimastigotes) de T. cruzi mostraron el efecto que tiene el Bnz en
las concentraciones intracelulares de metabolitos con grupos tiol, principalmente a
dosis Unicas y a tiempos cortos de incubacion (Repetto et al. 1996; Maya et al.,

1997; Faundez et al, 2005).

Maya y colaboradores (1997) mostraron que con una dosis de 100 uM de
Bnz durante 2 h se disminuy6é en un 80% las pozas de T(SH). en amastigotes,
tripomastigotes y epimastigotes de T. cruzi. En 2014, Trochine et al., evaluaron las
moléculas derivadas de la biotransformacion del Bnz y su interaccién con
biomoléculas al exponer epimastigotes a 20 y 50 uM del farmaco durante 6 horas.
Los aductos del farmaco que se formaron en mayor proporcién fueron con el
T(SH).. Estos reportes sefalan que el metabolismo antioxidante podria tener un
papel relevante como el principal mecanismo de defensa de T. cruzi ante el estrés

oxidante producido por los farmacos.

Aunque no se tienen reportes de exposiciones a Bnz durante mas de 6 h
Boiani et al. (2010) reportaron que en periodos de exposicion a Nfx (7 uM) de 4 h
la poza de tioles disminuye un 20% pero al analizar el efecto del farmaco en
tratamientos prolongados (5 dias) no se observaron diferencias en las moléculas
con grupos tiol con respecto al control, lo que nos sugiere que en tiempos
prolongados de exposicidbn a farmacos, las pozas de tioles podrian tener la

capacidad de recuperarse.
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Sin embargo, no existe un estudio que analice de manera integral la
respuesta al Bnz de todos los metabolitos precursores de la sintesis de T(SH). de
la via metabdlica antioxidante del parasito en células en crecimiento, asi como sus
cambios durante la transicién a la muerte del parasito. Por lo tanto, es necesario
realizar estudios adicionales para entender los mecanismos de accion del Bnz que
nos puedan ayudar a dilucidar sus mecanismos citotoxicos, tanto hacia el parasito

como en las células del hospedero.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

En la actualidad, principalmente en zonas endémicas de la infeccidn,
muchas de las personas que llegan a los centros de salud con taquicardias o
molestias no severas en el corazén son enviados a casa con la recomendacion de
“no someterse a situaciones de estrés”. Sin embargo, meses o0 anos después se
presentan a las unidades médicas debido a infartos 6 cardiomiopatias severas y el
diagnéstico en muchos de los casos es cardiopatia chagéasica (Dr.Victor Acevedo.
comunicaciéon personal, julio 2014). Se dice que un adulto con enfermedad de
Chagas es un nifio que no fue diagnosticado ni tratado contra la infeccién de una

manera apropiada (Altcheh, 2015).

La enfermedad de Chagas se considera como una de las 13 enfermedades
infecciosas mas olvidadas del mundo; ello a pesar de la estimacién de 7 millones
de personas infectadas con T. cruzi y otras 100 millones mas que viven en zonas

de riesgo de contraer la infeccién (WHO, 2015).

La terapia actual contra la enfermedad de Chagas con Bnz y Nfx tiene
muchos inconvenientes: 1) los dos farmacos disponibles s6lo son eficientes en la
fase aguda de la enfermedad (81% de eficiencia) y no se tiene documentado el
porcentaje de éxito en la etapa cronica de la enfermedad y 2) son muy toxicos;
producen efectos secundarios multiples y severos, a tal grado que las personas

prefieren abandonar el tratamiento.

Lamentablemente, muchas personas de zonas endémicas con alta

prevalencia prefieren no saber si se encuentran infectados por T. cruzi y no se
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someten a un diagnostico, con el consecuente incremento en la infeccién
peridoméstica (Salazar, 2015). De estos hechos parte la necesidad de buscar
nuevos esquemas de tratamiento, nuevos farmacos o la busqueda de blancos
terapéuticos que sean mas especificos aprovechando las diferencias del

metabolismo antioxidante entre los parasitos y el hospedero humano.

Nuestro grupo de trabajo considera que es necesario el estudio de la
dinamica del metabolismo antioxidante en respuesta al Bnz con la idea de
entender los mecanismos de defensa con los que cuenta el parasito. Profundizar
en el modo de accién de este farmaco nos puede ayudar a entender sus
mecanismos citotoxicos y a replantear esquemas de tratamiento menos agresivos

para la infeccion con T. cruzi.
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4. HIPOTESIS

En tiempos de exposicion prolongados a Bnz, las pozas de tioles en T. cruzi
tendran un comportamiento dual: se mantendrd constante a concentraciones
inhibitorias del crecimiento celular mientras que disminuird a concentraciones que

comprometen la viabilidad celular.

5. OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar los cambios en las concentraciones de los metabolitos
intermediarios del sistema antioxidante ante el estrés producido por el benznidazol

en Trypanosoma cruzi.
Objetivos particulares

e Caracterizar el crecimiento de epimastigotes de la cepa Querétaro de T.
cruzi.

e Determinar las dosis de Bnz que inhiben al 50 y al 100% el crecimiento del
parasito (ICso € 1C10o).

e Determinar la dosis letal de Bnz en la cual se muere el 50% de la poblacién
(LCsp).

e Analizar la dinamica de tioles y poliaminas en extractos celulares de
epimastigotes expuestos a concentraciones inhibitorias de crecimiento y

concentraciones letales de Bnz.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

e
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Figura 6.1 Estrategia experimental. El cultivo se inici6 con 1 x 10° parasitos/mL en un volumen
total de 600 mL en frascos de 1 L a 28 °C, 48 h después el cultivo con una concentracién de 3+0.5
X10° parasitos /mL se distribuyd en tubos Falcon de 50 mL y se expusieron 25 mL de cultivo a
diferentes concentraciones de Bnz durante 24 h, transcurrido este tiempo de incubacién los
parasitos se contaron y se cosecharon para cuantificar el contenido de proteinas y la concentracion

de tioles y poliaminas por HPLC.
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7. METODOS
7.1. Cultivo de parasitos y crecimiento celular

Los epimastigotes de T. cruzi de la cepa Querétaro se cultivaron en medio
LIT (Liver Infusion Tryptose broth; DIFCO, Detroit, MI, EUA.) suplementado con
10% de suero fetal bovino (FBS; ByProductos; Jalisco, México), 25 ug/ml de
hemina, 100 U/mL de penicilina y 100 ug/mL de estreptomicina y se incubaron a
28 °C.

Debido a que existen distintas condiciones para el cultivo de epimastigotes,
se optd por explorar si el aporte adicional de glucosa tiene un efecto en la
capacidad de contender contra el estrés provocado por el farmaco. Los
experimentos se realizaron en dos condiciones de fuente de carbono, 0 y 10 mM
de glucosa anadida. En ambas condiciones de cultivo se establecio la duracion de
la fase exponencial de crecimiento. Las curvas de crecimiento se iniciaron con 1, 3
y 5 x10° parasitos/mL para la condicion de 0 mM de glucosa, y con 1 x10°

parasitos/mL en la condicién de 10 mM de glucosa afadida.

Las células de los cultivos se contaron cada 24 h hasta alcanzar la fase

estacionaria. Los calculos de la constante de velocidad de crecimiento (k) y el

ntmero de generaciones (g) se realizaron utilizando las formulas k=222lcgtesle)

t—to

y g= = respectivamente.
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7.2. Exposicion a Bnz

Para evaluar el efecto del Bnz en el crecimiento, la viabilidad, la
concentracion de tioles y la concentracion de poliaminas, se evaluaron
concentraciones preliminares del farmaco para definir el rango de concentraciones
que se utilizarian posteriormente para el analisis del metabolismo.

El protocolo experimental consistié en inocular 600 mL de medio LIT
suplementado a una concentracién de 1x10° parasitos/mL y se incubaron a 28°C
durante 4 dias en dos condiciones de fuente de carbono 0 y 10 mM de glucosa
anadida. Las células del cultivo se contaron a las 24 y 48 horas. Después de este
tiempo se expuso a los epimastigotes durante 24 h a concentraciones de 10 a 160
UM de Bnz (Sigma; St Louis MO, EUA) disuelto en dimetil sulféxido (DMSO).
Transcurridas las 24 h de exposicion a Bnz, los parasitos se contaron en camaras
de Neubauer para evaluar la sobrevivencia, tomando como criterio la movilidad de
las células.

Para identificar las concentraciones a las cuales se inhibe el crecimiento en
un 50 y en un 100 % (ICso € IC1o0 respectivamente), se determind la constante de
crecimiento (k) de los parasitos crecidos en las distintas concentraciones de Bnz y
se graficd en porcentaje tomando como el 100% la k obtenida en el cultivo sin el
farmaco, so6lo se tomaron en cuenta los cultivos en los que la concentracién de
parasitos fue mayor al del dia de exposicion.

Después de las 24 h de exposicién a Bnz, los epimastigotes se cosecharon
por centrifugacién a 3500 rpm por 10 min y se lavaron con PBS (NaCl 137 mM,

KCl 2.7 mM, Na;HPO4 10 mM, KH.PO, 2 mM). Las muestras se congelaron en
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nitrégeno liquido y se guardaron a -70 °C hasta el dia de la determinacion de

metabolitos (Fig. 7.1).
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Figura 7.1. Protocolo de exposicion a Bnz. Cambio en la concentracidén de parasitos en el tiempo y

después de exponerlos a Bnz en el dia 4 se observa la afectacion que provoca el Bnz al nimero de
parasitos.
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7.3. Procesamiento de las muestras y determinacion de metabolitos del
sistema antioxidante

La determinaciéon de las concentraciones de tioles (Cys, GSH y T(SH),) y
poliaminas (Spd y Put); se realizd mediante cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC), haciendo algunas modificaciones a las metodologias
estandarizadas en nuestro laboratorio (Olin-Sandoval et al, 2012). En todos los
casos se utilizaron cultivos controles con DMSO sin Bnz.

Para la cuantificacion del contenido de tioles, las pastillas de parasitos se
resuspendieron en 90 uL de buffer de Lisis (HEPES 20 mM, EDTA 1 mM, KCI 0.15
mM pH 7.4) con 20 mM de DTT. Las células se rompieron con tres ciclos de
congelacién-descongelacién. El lisado celular se centrifugé a 14 000 rpm durante
10 minutos, el sobrenadante se recuperd y se redujeron los tioles con un exceso
de borohidruro de sodio mediante una incubacién en hielo durante 10 minutos.

Posteriormente, se adiciond acido perclérico (PCA) a una concentracién
final de 3% para interrumpir la reaccién de reduccidén y precipitar el contenido
proteico. Las muestras se centrifugaron una vez mas a 14000 rpm por 3 min, el
sobrenadante se filtr6 a través de una membrana con poro de 0.45 um y 20 pL de
la muestra se analizaron por HPLC. La separacién de tioles se realizé con una
columna Altima HP C18 3um 150 x 2.1 mm en fase reversa; la fase movil que se
utilizé fue una mezcla de acetonitrilo y TFA al 0.1%. Los tioles se derivatizaron con
DTNB y se midié la absorbancia a 412 nm.

Para la determinacion de las concentraciones de poliaminas, los parasitos

se lisaron al resuspender la pastilla en 50 uL de buffer de Lisis con 1 mM de DTT
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adicionado con 3% de PCA. El extracto citosélico se neutralizé con bicarbonato de
sodio en polvo y se evapord a 70°C. El precipitado se resuspendidé en una mezcla
de 80 pL de HCI 0.05 N, 400 pyL de bicarbonato de sodio 0.1 M pH 9.15 y se
derivatizd con 800 uL de cloruro de dansilo 3 mM. Para el proceso de dansilacién,
las muestras se calentaron a 70°C por 15 min en tubos de ensayo completamente
protegidos de la luz e inmediatamente se congelaron a -20 °C hasta el dia de la
determinacién. En el momento de la cuantificacion con HPLC se descongelaron
las muestras y se agregb 1 mL de metanol por cada 650 uL de muestra.

Posteriormente la muestra se filir6 a través de una membrana para
sustancias organicas con poro de 0.45 um. Las poliaminas se separaron en la
columna WatersSpherisorb 5um 4.66 x 250 mm en fase reversa y utilizando la
fase movil de una mezcla de H,O milliQ y metanol 40:60 respectivamente. Los
metabolitos dansilados se detectaron por fluorescencia a 364 nm de excitacion y

510 nm de emisioén.

7.3.1. Cuantificacion de proteina

Se cosecharon las células de 0.5 y 1 mL de los distintos cultivos de
parasitos expuestos por 24 h a Bnz, se lavaron con PBS, se centrifugaron a 3500
rom durante 10 min y se resuspendieron en 100 L de solucién A de Lowry (2% de
NaCOQOgs, 0.4% de NaOH, 0.16% de tartrato de Na-K y 1% de SDS). Se lisaron con
tres ciclos de congelacion-descongelacién y se cuantificaron por el método de
Lowry (Lowry et al, 1951). Las muestras se leyeron espectrofotométricamente a

660 nm.
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7.4. Evaluacion de la viabilidad de los parasitos por método colorimétrico

Debido a que el criterio para evaluar la viabilidad en epimastigotes de T.
cruzi es la movilidad, se optd por estandarizar un ensayo cuantitativo
fundamentado en la deteccién de cambios colorimétricos por la reduccion del
colorante resazurina. EI compuesto detecta el sistema enzimatico oxidativo del
parasito actuando como aceptor de electrones, de manera que existe una
correlacion directa entre la reduccion de la resazurina y la viabilidad celular (Rol6n
et al, 2006; Liu, 1981).

Se evalub el espectro de absorcién de la resazurina oxidada (azul) y
reducida (rosa) para identificar los picos de maxima absorcién utilizando como
blanco el medio LIT y la estabilidad del stock de resazurina. Posteriormente se
elaboraron una serie de ensayos espectrofotométricos con el propésito de
establecer las concentraciones de parasitos y de rezasurina con las que se
obtiene una relacién lineal entre el numero de parasitos/reduccién de la
resazurina. Se ensayaron concentraciones de 0, 10, 20, 35, 50, 60, 80, 100, 120,
140, 160 y 180 x10° parasitos/mL con periodos de incubacién de 1, 2 y 4 horas a
28°C en concentraciones de 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3 y 4 mM de resazurina en
voliumenes de 1 mL en tubos de 1.5 mL. Las muestras se filtraron y se hicieron
diluciones secuenciales hasta 1:100 en placas de 96 pozos en un volumen final de
200 uL para no saturar la sefal en el espectrofotometro. Las lecturas se hicieron
en un lector de placas tipo ELISA (BioRad, Hercules CA) a una longitud de onda

de 595 nm.
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7.4.1. Evaluacion de la viabilidad celular en exposiciones a Bnz

El protocolo de exposicion a Bnz se llevé a cabo como se describe en el
apartado 7.2. Después de las 24 h de exposicidén al Bnz se centrifugaron 3 mL de
cada cultivo expuesto a 3500 rpm durante 10 min. Los parasitos se trataron en 1
mL de medio LIT con 4 mM de resazurina a 28 °C durante 4 h en tubos de 1.5 mL.
Después del periodo de incubacion las muestras se centrifugaron 10 min a 14000
rpm, se tomaron 20 pL del sobrenadante y se llevaron a un volumen final de 200
UL en placas de 96 pozos. Las lecturas se hicieron en un lector de placas tipo

ELISA a una longitud de onda de 595 nm.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1. Caracteristicas del crecimiento de epimastigotes de T. cruzi cepa Querétaro

En primera instancia se evalué si el crecimiento celular de epimastigotes de
T. cruzi se ve afectado al cultivar los parasitos en dos condiciones de fuente de
carbono 0 y 10 mM de glucosa afadida. Las concentraciones finales de glucosa
en el medio fueron 2 y 12 mM debido al aporte de glucosa proveniente del suero
fetal bovino y del extracto de levadura.

Como se observa en la Figura 8.1, la fase exponencial de crecimiento de
los parasitos para ambas condiciones es de cinco dias. Los parasitos cultivados
en 2 mM de glucosa tienen un tiempo generacional de 34 h y una constante de
crecimiento k =0.38 + 0.06 dias™, mientras que los parasitos crecidos con 12 mM
de glucosa, tienen un tiempo generacional de 19 horas y una k=0.7 + 1 dias™
(Fig.8.1). La concentracién de parasitos después de once dias de cultivo con 2
mM de glucosa fue cinco veces menor y la k fue la mitad con respecto a la

condicion de 12 mM de glucosa.

Debido a que los parasitos crecidos en alta glucosa tenian seis veces mas
fuente de carbono, la expresién final de la utilizacién de moléculas simples por
medio del metabolismo se reflej6 en un mayor crecimiento, mientras que en la
condicién de 2 mM el compuesto organico como fuente de carbono era limitante

(Madigan, Martinko y Parker, 2003).
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A)

B)

Figura 8.1.Crecimiento poblacional a través del tiempo 1x10° epimastigotes/mL iniciales se
incubaron a 28°C en medio LIT suplementado en presencia de dos concentraciones de glucosa A)
2 mM y B) 12 mM. En esta grafica se muestra en circulos la concentracion de parasitos de un
cultivo celular en el tiempo y en cuadros el logaritmo natural de la concentracién de parasitos a
través del tiempo.
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8.2. Ensayos para determinar viabilidad por reduccion de resazurina

En el campo de investigacion de T. cruzi el criterio para medir la viabilidad
celular es la movilidad de los parasitos, por lo tanto resulta un método un tanto
subjetivo al evaluar muerte celular ocasionada por farmacos, ademas de ser un
método tardado y poco practico cuando se requieren analizar mas de diez
muestras como se hizo en este proyecto. Por ello se opté por estandarizar un
método cuantitativo, rapido y confiable que permitiera procesar varias muestras

(12) al mismo tiempo.

8.2.1 Espectro de absorcion de la resazurina

En la determinacién del espectro de absorcién de la resazurina que se
realiz6 para establecer los picos de maxima absorcién del compuesto reducido
(color rosa) se determinaron dos picos de absorcién en las longitudes de onda de
537 y 571 nm, mientras que para la resazurina oxidada (color azul) el pico de
maxima absorcién fue en la longitud de onda de 609 nm (Fig. 8.2). Al identificar los
picos de maxima absorcion se establecié que las mediciones se realizarian a una
longitud de onda de 595 nm ya que es la mas cercana a los picos detectados de

maxima absorcion que el espectrofotometro permite detectar.
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Figura 8.2. Espectro de absorcion de la resazurina. Espectro de absorcién del agua en negro
(control), LIT y diferentes concentraciones de LIT+resazurina.

8.2.2. Condiciones para monitorear la reduccion de la resazurina

Para establecer las condiciones de concentracion de parasitos y de
resazurina a utilizar en el que el intervalo de sefal sea lineal, se evaluaron por
movilidad, concentraciones de parésitos en un rango de 10 — 180 x 10°
parasitos/mL y de 0.5 a 4 mM de resazurina en un volumen final de 1 mL. Las
condiciones en las que se logré observar una relacién lineal entre el numero de

parasitos y la reduccion de la resazurina fueron en las concentraciones de 2 y 4
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mM de resazurina (Fig.8.3B). La condicibn de 2 mM parece mas lineal con

excepcion de un punto.

A) B)

Parasitos (x108 parasitos/mL) 110] O 2mM
0 10 20 40 50 60 80 100 1‘20 I4016'U'IEU" 100 I%

Resazurina (mM)

Resazurina oxidada ( %)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
. 6, .
Parasitos ( x10 parasitos/mL)

Figura 8.3. A) Placa de 96 pozos con concentraciones de parasitos crecientes (de 10 a 180 x 10°

parasitos/mL de izquierda a derecha) y concentraciones crecientes de resazurina (de 0.5 a 4 mM
de arriba hacia abajo). Para no saturar la sefial del espectrofotometro se realizaron diluciones

1:100. B) Porcentaje de reduccion de la resazurina al aumentar la concentracién de parasitos en 2
y 4 mM de resazurina.

Al utilizar estos ensayos de viabilidad con los parasitos expuestos a Bnz
durante 24 h, no se observaron cambios en el porcentaje de resazurina oxidada
gue se correlacionara con la disminucion en la concentracion de parasitos debido
a las concentraciones crecientes de Bnz (Figura 8.4). No se realizaron mas
experimentos que explicaran este fendmeno debido a que no era el objetivo de
este proyecto de tesis, sin embargo, se propone que el Bnz podria interferir con el
ensayo, el método no es lo suficientemente sensible para detectar los cambios en

la concentracién de parasitos provocado por el farmaco o las concentraciones de
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Bnz que se utilizaron eran muy altas. Por lo tanto, en este proyecto de
investigacién no se utilizd la deteccidn de cambios colorimétricos con resazurina
como parametro de viabilidad. Las evaluaciones de viabilidad se realizaron por

conteo de células moviles como se indica mas adelante.

1101
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Figura 8.4. Evaluacién de viabilidad en parasitos expuestos 24 h a Bnz e incubados 4 h con
resazurina. No se observd una correlacién entre la reduccién de la resazurina por parasitos como
parametro de viabilidad y la disminucién en la concentracién de parasitos provocada por el Bnz.

8.2.3. Efectos del Bnz en el crecimiento y la viabilidad celular de T. cruzi

Para poder definir el intervalo de concentraciones de Bnz para las
determinaciones del perfil de metabolitos se realizé una evaluacién preliminar. El
cultivo inicial se expuso al Bnz a una concentracién promedio de 3.5 + 0.5 x10°
parasitos/mL en la fase exponencial de crecimiento. En la figura 8.5 se muestra el

porcentaje de parasitos méviles después de 24 h de exposicidon al compuesto,
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donde el 100% corresponde al nimero de parasitos del dia de exposicion (dia 3)
observandose que aproximadamente con 60 uM de Bnz se abate el crecimiento de
los parasitos y concentraciones mas altas resultan téxicas. En todos los
experimentos que se muestran en este trabajo el control 0 Bnz contiene un
volumen de DMSO correspondiente al de la concentracibn mas alta de Bnz

anadida.

160-
140-
120-
100-
80-
60-
0]

20 -

% relativo de parasitos vivos

0 25 5 75 100 125 150
[Bnz](uM)

Figura 8.5. Porcentaje relativo de parasitos vivos expuestos hasta 150 uM de Bnz durante 24 h en
medio LIT 2 mM de glucosa.

Con base en los resultados de la figura 8.5 se establecieron las
concentraciones de Bnz para realizar los experimentos de este proyecto: 0, 15, 25,
35, 50, 60, 70, 90, 120, 130, 140 y 160 uM de Bnz, con lo que se logré seleccionar

un disefo experimental que permitiera analizar un perfil con suficientes
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concentraciones inhibitorias y letales para poder entender la dindmica del
metabolismo antioxidante ante el estrés producido por exposiciones prolongadas

(24 horas) a Bnz.

A 1z B
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Figura 8.6. Parasitos expuestos a Bnz durante 24 h a 28 °C en medio LIT en dos condiciones de
glucosa 2 y 12 mM. A) Porcentaje de tasas de crecimiento y B) porcentaje de parasitos vivos.

En la Figura 8.6A se muestra el efecto citostatico que tiene el Bnz evaluado
como la disminucién en las constantes de crecimiento con respecto al control que
sélo contiene DMSO y en la Fig. 8.6B se muestra el efecto tripanocida del Bnz al
comparar el numero de parasitos modviles (sobrevivencia) con las distintas
concentraciones de Bnz, donde el 100% fue el numero de parasitos a las 0 horas
de exposicion al farmaco. El patron de disminucion de las concentraciones de

parasitos siempre fue mas abrupto en la condicién de 2 mM de glucosa.
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Como se puede apreciar en la Tabla 8.1 los patrones de decaimiento
concuerdan con los valores de ICso y LCso que mostraron diferencias
estadisticamente significativas. La condicién de 2 mM de glucosa mostré un valor
0.6 veces mas bajo de LCsg que los crecidos en 12 mM de glucosa; sin embargo,
no ocurrid lo mismo en las concentraciones correspondientes a la ICyo0. Esto
indica que la ventaja proporcionada por la glucosa en la capacidad de resistir al
Bnz fue mas evidente en las dosis letales del farmaco; es decir, en

concentraciones mayores a la 1C1go.

Tabla 8.1. Concentraciones de Bnz que inhiben el crecimiento celular en un 50% (ICso) y un 100%
(IC490) Y concentraciones que matan en un 50 % la poblacion (LCsy) de epimastigotes de T. cruzi.
*p<0.005, **p<0.001, prueba t-Student. n=5

BNZ (uM) 2 mM glucosa 12 mM glucosa

o7 19 + 2* 27 + 4%
ICi00 36 +1 40+7
LCso 61+ 6** 102 + 9**

Los resultados sugieren que el estrés ocasionado por una baja
concentracion de nutrientes parece volver mas susceptibles a los epimastigotes al
Bnz, indicando que la disponibilidad adecuada de glucosa influye de manera
positiva en la capacidad para contender contra el estrés producido por el farmaco.

La resistencia al Bnz observada en la condicién de abundante glucosa se

puede explicar por una mayor disponibilidad de esqueletos de carbono Utiles para
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la sintesis de precursores de moléculas con grupos tiol y/o un mejor
abastecimiento de NADPH proveniente de la via de las pentosas (Nelson y Cox,

2015).

8.3. Cambios en el perfil de proteina en respuesta al Bnz

En el perfil de proteina se observd que el patron de disminucion del
contenido total de proteina por cultivo fue similar en ambas condiciones de fuente
de carbono, y un comportamiento en el que a partir de 35 a 40 uM (IC1¢p) de Bnz
el contenido de proteina total se mantuvo constante (Figura 8.7A), lo que no
concordaba con la evaluacion del efecto citotoxico donde si se vio una disminucién
en el numero de parasitos moéviles en relacibn a las concentraciones del

compuesto.

Debido a que después de la ICqq el contenido de proteina no cambid, se
determind la viabilidad de tres formas distintas en un mismo ensayo de exposicion
a Bnz: 1) contando Unicamente los parasitos moéviles, 2) sumando los parasitos
méviles mas los no méviles (parasitos totales) y 3) determinando la concentracién

de proteina (Figura 8.7B).
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Figura 8.7. A) Curva dosis respuesta de la concentracién de proteina tras 24 h de exposicion a
Bnz. La disminucién en el contenido de proteina con respecto al control es mas marcada en la
condicién de 12 mM. B) Correlacion de parasitos moviles, parasitos totales (méviles + no moéviles) y
contenido de proteina respecto a distintas concentraciones de Bnz.

El ndmero de parasitos moéviles disminuyé conforme se aumenté la
concentracion de Bnz; sin embargo, la suma de parasitos moviles y no méviles se
mantuvo constante a partir 35 uM de Bnz. En la evaluacién de los parasitos totales
se observé un comportamiento similar a la concentracion de proteina, lo que
sugiere que los parasitos se estan muriendo pero no se lisan, y por lo tanto

contribuyen en la cuantificacion de proteina. Por esta razén las concentraciones

de tioles y poliaminas se normalizaron por mg de proteina.

Con este experimento también se pudo observar que el rango de
concentraciones en el que existe la division entre concentraciones que inhiben el

crecimiento y las concentraciones letales va de entre 35 y 40 uM de Bnz.
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8.4. Concentracion de metabolitos

En la Figura 8.8, las graficas A, B y C muestran las concentraciones
intracelulares de tioles en los parasitos cultivados en 2 y 12 mM de glucosa y

expuestos 24 h a Bnz.

Los parasitos controles cultivados en 2 mM de glucosa tienen menor
concentracion de tioles comparado con los crecidos en 12 mM de glucosa. Como
se sabe, el carbono es el principal elemento de toda clase de macromoléculas y
por lo tanto los parasitos en 12 mM de glucosa tendrian mayor disponibilidad de

precursores para la sintesis de los tioles evaluados (Nelson y Cox, 2015).

El patrdbn de decremento de las concentraciones de Cys fue similar en
ambas condiciones de cultivo en las distintas concentraciones de Bnz, aunque las
concentraciones de cisteina siempre fueron menores en los parasitos de 2 mM de

glucosa (Fig.8.8A).

El glutatién en los parasitos crecidos en 2 mM de glucosa disminuyé en la
concentracion de 15 uM de Bnz y se mantuvo asi hasta los 70 uM; por arriba de
esta concentracion el GSH bajé paulatinamente conforme aumenté la
concentracion de Bnz, lo que sugiere que después de la LCso (61 uM) los parasitos
no son capaces de mantener las concentraciones del principal precursor del
T(SH). y la viabilidad se ve muy comprometida porque en estas dosis letales la
disminucién tan evidente del GSH podria estar afectando otras funciones
esenciales del GSH, como el metabolismo fierro-azufre de las metaloproteinas

(Kumar et al.,2011).



55

Por otro lado, en los parasitos crecidos en 12 mM de glucosa el GSH se
mantuvo constante hasta la concentraciéon de 15 uM de Bnz; posteriormente, entre
25 y 50 uM del farmaco la concentracion de GSH fue 30% menor con respecto al
control y a concentraciones mas altas de Bnz su poza disminuyd de forma similar

que en la condicion de 2 mM de glucosa (Fig.8.8B).

Con respecto a las pozas de T(SH)., en la condicion de 2 mM de fuente de
carbono aumentaron aproximadamente 75% en la concentracién de 25 uM de Bnz
y se mantuvieron incrementadas en concentraciones inhibitorias del crecimiento
celular de Bnz, pero disminuyeron progresivamente hasta agotarse casi por
completo en concentraciones letales lo que parece indicar que en concentraciones
de Bnz inhibitorias del crecimiento se estimula la sintesis de T(SH).. Por otra
parte, en parasitos cultivados en 12 mM de glucosa, los niveles de T(SH)
disminuyeron desde 15 uM de Bnz hasta agotarse a partir de 50 uM de Bnz

(Fig.8.8C).

En el contexto de concentraciones de Bnz menores a la 1Cp, los resultados
de la disminucién de la Cys pueden deberse a que su consumo aumenta para la
sintesis de GSH. Gracias al consumo de Cys se mantienen o aumentan las
concentraciones de GSH segun la condicion que se evalue, que el GSH no
disminuya o incluso aumente hace pensar que los conjugados tiol-droga no tengan
mayor importancia en este rango de concentraciones inhibitorias. Por otro lado, en
la condicion de baja glucosa, la Cys y el GSH son suficientes para mantener el

T(SH)2 constante. En la condicién de alta glucosa el T(SH), disminuye y los
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parasitos son mas resistentes al farmaco. Estos efectos podrian indicar que su
resistencia al Bnz puede depender de su habilidad para conjugar el T(SH). con los

xenobibticos.

Estos resultados sugieren que en el rango de concentraciones letales, la
formacién preferencial de conjugados entre los productos resultantes de la
biotransformacion del Bnz y las moléculas con grupos tiol provoca la disminucién
de las pozas de estos metabolitos. El agotamiento de las pozas de Cys y GSH
provoca que ya no se pueda sintetizar T(SH).. En ambas condiciones de cultivo (2
y 12 mM de glucosa) se observd una disminucién evidente en todas las pozas de
tioles en el rango de concentraciones letales del farmaco, esto podria explicar que
con 35 uM de Bnz es suficiente para disminuir los tioles, sobrepasando la
capacidad del metabolismo antioxidante provocando muerte celular (Trochine et

al., 2014).
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Figura 8.8. Perfil de metabolitos del sistema antioxidante de epimastigotes expuestos a diferentes
concentraciones de Bnz durante 24 h. Los nmoles totales de los metabolitos se normalizaron por la
concentracién de proteina total. A) Cys, B) GSH, C) T(SH). y D) poliaminas.



59

En la figura 8.8D se muestran las concentraciones de Spd y Put, donde se
observa que en la condicién de baja glucosa y hasta 35 uM de Bnz disminuye la
poza de Spd y a partir de esta concentracién empieza a aumentar, que es el rango
donde el estrés parece sobrepasar el sistema antioxidante. Este aumento parece
correlacionar con que la sintesis de T(SH). probablemente se haya detenido,
dando como resultado la acumulacién de la Spd. En paralelo algo parecido
sucedié en la condicion de alta glucosa en donde la Spd disminuy6é desde la
concentracion mas baja de Bnz; sin embargo, la acumulacion de Spd no fue
evidente a concentraciones superiores, sino mas bien mostrd fluctuaciones entre

los 50y 160 uM de Bnz.

En ambos contextos de fuente de carbono, la Put parece no variar conforme

aumentan las concentraciones de Bnz.
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9. ANALISIS DE RESULTADOS

En concentraciones inhibitorias del crecimiento las pozas de tioles (Cys,
GSH y T(SH),) cambiaron diferencialmente con respecto al control segun la
concentracion de glucosa disponible, pero parecen ser suficientes para contender
contra el estrés producido por el Bnz; sin embargo, en concentraciones letales las
concentraciones de tioles disminuyeron drasticamente hasta un 50% o0 menos sin
importar la fuente de carbono, lo que podria significar que los tioles remanentes no

son suficientes para conservar la viabilidad del parasito.

La disminucién en las pozas de T(SH). observadas en los parasitos de T.
cruzi tratados con el Bnz a concentraciones mayores a 35 puM en ambas
condiciones de fuente de carbono, puede deberse a los conjugados que se forman
con el farmaco (Maya et al., 2007); sin embargo, la disminucién en las pozas de
Cys y GSH puede ser consecuencia de la formacion de conjugados con la droga o
del consumo de éstos para la sintesis de T(SH).. Por otro lado, la relacion de mas
glucosa y mas resistencia a la droga (Tabla 8.1) podria deberse a los esqueletos
de carbono que la glucosa aporta para la sintesis de moléculas con grupos tiol, a
la sintesis de NADPH proveniente de la via de las pentosas y al ATP que se

necesita para la sintesis de tioles (Nelson y Cox, 2015).

Los resultados de este proyecto sugieren que es mas eficiente la
conjugacion entre el tripanotién y el Bnz que con otros tioles, a juzgar por la mayor
pérdida de T(SH). en comparacién con el GSH, lo que parece indicar que es este

metabolito el que principalmente protege al parasito del dafo ocasionado por el
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Bnz debido a las diferencias fisico-quimicas del T(SH). con respecto a otros tioles,
la formacioén del disulfuro se favorece por ser un ditiol y la carga positiva de la Spd
le confiere mas reactividad . Por lo tanto, una conjugacién deficiente entre los
tioles y el farmaco o sus derivados ya sea porque haya menor disponibilidad de
moléculas con grupos tiol o porque haya menor poder reductor debido a que la
concentracion de NADPH sea limitante, podria ser la explicacion de que los
parasitos en la condicién de baja glucosa sean mas susceptibles. Esta hipétesis
podria comprobarse con la evaluacidbn en la concentracion intracelular vy

extracelular de conjugados de tiol-farmaco.

Las diferencias en el patrén de disminucién de las pozas de T(SH). en la
condicién de 12 mM de glucosa, la disminucion mas rapida en el T(SH). pero mas
resistencia al farmaco con respecto a la condicion de 2 mM, sugieren un
mecanismo enzimatico que podria estar implicado en el proceso de
desintoxicacién de drogas ademas de sélo una interaccién quimica (Vickers y
Fairlamb, 2004) mecanismo que podria estar favorecido en la condicién de 12 mM
de glucosa debido a que hay mas proteina (Fig.8.7A), porque hay mas

precursores para su sintesis.

En cuanto a la concentracion intracelular de putrescina que se mantuvo
constante y la tendencia en aumento de la Spd indican el papel fundamental que
tienen los tioles en el proceso de desintoxicacién de xenobidticos y un papel

menor de las poliaminas en dicho proceso.
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10. CONCLUSIONES

Una fuente deficiente de nutrientes de carbono puede afectar la capacidad
de los epimastigotes T. cruzi de contender contra el estrés oxidativo ocasionado

por el Bnz.

La eficiencia del metabolismo antioxidante para la desintoxicacion del Bnz

parece depender del T(SH)s.

El perfil de metabolitos sugiere que en concentraciones menores a 35 uM
de Bnz las pozas de Cys y GSH son suficientes para mantener las
concentraciones de T(SH). necesarias para contender contra el estrés producido

por el Bnz lo que concuerda con la hipétesis antes planteada.
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11. PERSPECTIVAS

Evaluar si los parasitos expuestos a concentraciones mayores de 35 uM de

Bnz siguen metabdlicamente activos.

Explorar si existe algun mecanismo enzimtico de desintoxicacién que

promueva la conjugacion de tioles con el farmaco.

Incubar a los parasitos con glucosa marcada radioactivamente para evaluar
si la disminucién en las moléculas con grupos tiol es ocasionada por la expulsién

de los conjugados tiol-Bnz.

Determinar el perfil de enzimas del sistema antioxidante y analizar si existen
cambios en sus actividades en respuesta al tratamiento con el farmaco, algo que

ha sido poco estudiado en estos parasitos.

Estudiar si existen cambios a nivel transcripcional de las enzimas del
metabolismo antioxidante en respuesta al tratamiento con el farmaco para

identificar posibles mecanismos compensatorios de sintesis de novo de enzimas.
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