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ATP
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Glicina
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Glutation oxidado

Fibroblastos de prepucio humano 1
Concentracion inhibitoria al 10%
Concentracion inhibitoria al 50%
Concentracion inhibitoria al 90%
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Células epiteliales de mono Rhesus WK-2
Dinucleotido fosfato de nicotinamida y adenina
Nifurtimox

Organizacion Mundial de la Salud
Buffer salino de fosfatos

Suero Fetal Bovino

Superoxido dismutasa
Espermidina

Trypanosoma cruzi

Acido trifluoroacético

Tripanotién reductasa

Tripanotién sintetasa

Tripanotion oxidado

Tripanotion reducido
gamma-glutamil-Cys
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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es causada por el parasito protozoario Trypanosoma
cruzi (T. cruzi) la cual afecta a 7 millones de personas en el mundo; se estima la
ocurrencia anual de alrededor de 30,000 nuevos casos y 12,000 defunciones. En
México se estiman cerca de 4 millones de personas infectadas, mientras que el 88%
de la poblacién nacional esta en riesgo de infectarse por vivir en zonas endémicas.
Esta enfermedad consta de dos fases, la aguda y la crénica. En la fase aguda el
diagnéstico es complicado debido a la falta de sintomatologia, mientras que en la
fase cronica se llegan a presentar complicaciones cardiacas o0 digestivas.
Actualmente se utilizan el benznidazol (Bnz) y el nifurtimox (Nfx) para el tratamiento
de la infeccion. Estos farmacos son efectivos durante la fase aguda de la
enfermedad; sin embargo, producen efectos adversos lo que causa desapego al
tratamiento de hasta un 40%. Debido a lo anterior, es necesario la busqueda de
nuevas alternativas terapéuticas que sean efectivas contra el parasito y sin
reacciones adversas significativas para el hospedero. En este proyecto se evaluara
el posible efecto antitripanocida del grupo N-oxido presente en derivados de triazina
del tipo 1,2,3. Las triazinas son compuestos heterociclicos considerados como
estructuras base para el disefio de herbicidas debido a su eficacia. Se ha
demostrado que pueden tener actividad anticancerigena, antiviral, antiinflamatoria,
antibacteriana y antiparasitaria. Hasta el momento no existen reportes de su efecto

contra T. cruzi.

En este proyecto se evalud el efecto de tres derivados de triazina, 2a-T, 2a-R y 2a
con diferentes grupos N-Oxido sobre el crecimiento relativo de epimastigotes. De lo
anterior se determind que los compuestos ejercen efecto antiproliferativo en las
siguientes concentraciones inhibidoras (Cl); 2a-T (Clso=1 + 0.9 uM), 2a-R (Clso= 12
+ 3.2 uM) y 2a (Clso= 23 £ 5.6 uM), las cuales estan en el mismo intervalo de
concentracion que los antichagasicos de referencia Bnz (Clso= 13 £ 4.1 uM) y Nfx
(Clso= 3 £ 1.5 pM). Como control de citotoxicidad se determiné la concentracion
Letal (CL) en fibroblastos de prepucio humano (HFF-1); 2a (CLso= 43 + 12 uM), 2a-
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R (CLso=11 + 5 uM), 2a-T (CLso= 0.8 £ 0.4 uM), mientras que para Nfx fue de 8 uM
y Bnz > 27 pM. Estos resultados indican que los derivados de triazina fueron

citotoxicos para parasitos y fibroblastos.

En un modelo de infeccién in vitro de T. cruzi contra fibroblastos HFF-1: se analiz6
el efecto de los derivados de triazina sobre la progresion de la infeccion. El
compuesto 2a-T fue el que presentd mejor efecto sobre la inhibicion de la liberacion
de formas infectivas de tripomastigotes y amastigotes (Clso= 0.07 + 0.01 y 0.06 £
0.02 uM, respectivamente); comportandose igual que los antichagasicos canonicos.
Posteriormente, se evaluo el efecto de los derivados de triazinas en un modelo de
infeccion in vitro, tratado con biterapia con el fin de determinar si las triazinas pueden
disminuir la CLso de Bnz o Nfx, donde de manera interesante los compuestos

disminuyeron mas del 50% este valor.

Por ultimo, se evalu¢ si los derivados de triazina pueden afectar la concentracion de
los metabolitos tioles que participan en la via de sintesis de T(SH)2 (Cys, GSH y
T(SH)2) en los parasitos, se hipotetizo que el grupo N-0xido unido a la triazina podria
afectar el sistema antioxidante de T. cruzi. Como resultado, se obtuvo que en
respuesta a la exposicion de los derivados de triazina los parasitos mostraron un

incremento en la concentracion de GSH (2 veces) y T(SH)2 (50%).

Concluimos que el grupo funcional N-6xido no mejora la eficacia de la triazina como
antiparasitario, ademas los derivados de triazina presentan un efecto citotoxico para
ambos tipos celulares. La triazina 2a-T (no presenta el grupo N-Oxido) es el
compuesto que tiene el mayor efecto antiparasitario ya que presentd un mejor efecto
en el modelo in vitro de monoterapia con valores iguales a Bnz y Nfx; al analizarlo
en un modelo de biterapia mejoraron hasta en un 50% el valor de Clso de Bnz. Por
lo tanto, las triazinas son compuestos que no se pueden descartar como blancos

terapéuticos.



1. INTRODUCCION

1.1 Historia de Chagas

La descripcion completa de la enfermedad de Chagas se realizé en 1909 por el
médico Brasilefio Dr. Carlos Chagas, quién investigd al insecto hematéfago
(Barbeiro) en el cual hall6 al parasito. Entre el afio 1909 a 1917, Carlos Chagas dio
a conocer los aspectos clinicos de esta enfermedad; es decir, las 2 fases (aguda y
cronica) de las que consta esta enfermedad junto con sus signos y sintomas (Chao,
et al., 2020). Se sabe que esta enfermedad existe desde la antigiiedad, esto se
confirmo6 en momias humanas disecadas de sitios arqueolégicos de Pera y Chile,
donde se amplificé un segmento de ADN del cinetoplasto de Trypanosoma cruzi por
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (Chao, et al., 2020). Entre el afio
1930y 1940, el Dr. Salvador Mazza dio a conocer que el parasito se encontraba en
tejidos y en sangre; por lo tanto, éste se podia transmitir por transfusiones
sanguineas. No fue sino hasta el afio de 1952 que este modo de transmision fue
aceptado (Steverding, 2014; Angheben, et al., 2015). En 1980 se dio a conocer que
T. cruzi puede ser transmitido por trasplante de 6rganos, especificamente el de rifidn
(Chao, et al., 2020). En 1966, el Bnz se propuso como medicamento antichagasico
por la industria farmacéutica de Hoffmann-La Roche, ya que mostro6 eficacia contra
T. cruzi; disminuyendo los niveles de parasitemia durante la fase aguda de la
enfermedad y se incorporé al mercado en 1970. En este mismo afio, el Nfx fue
distribuido como antichagasico por la industria farmacéutica Bayer, ya que también
presenté buen efecto al disminuir la propagacion de este parasito (Steverding, 2014;
Chao, et al., 2020).

1.2 Epidemiologia

La enfermedad de Chagas también conocida como tripanosomiasis americana es
causada por el parasito protozoario T. cruzi. Esta enfermedad es endémica de 21
paises de América Latina; entre los que se encuentra México. Inicialmente se

consideré como una enfermedad tropical, ya que solo se presentaba en zonas



rurales. Actualmente esta clasificada dentro de las 13 enfermedades desatendidas
y debido a cuestiones de migracién se han observado casos en Estados Unidos de
América, Canada, paises de Europa, paises africanos, del mediterrdneo oriental y
del pacifico occidental (OMS, 2023).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que existen alrededor de 7
millones de personas en el mundo que estan infectadas por este parasito, causando
alrededor de 10,000 - 12,000 defunciones y de 30,000 a 40,000 nuevos casos al
afo (OMS, 2023).

En México, se estima que existen 1.1 millones de personas infectadas por este
parasito. A su vez se estima que el 88% de la poblacion nacional esta en riesgo de
contraer la infeccion; debido a que México se considera un pais endémico de la
enfermedad, ya que se conoce que en el pais habitan 8 diferentes tipos de géneros
y 31 especies de triatominos; de las cuales 29 se encuentran infectadas (Figura 1.1)
(Rojo-Medina, et al., 2018; Bravo-Ramirez, et al., 2023). El Boletin epidemioldgico
de la Secretaria de Salud reportd hasta la semana 52 del 2024; 714 casos en fase
cronica (479 hombres y 235 mujeres) y 65 casos en fase aguda (41 hombres y 24

mujeres) (https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/964745/sem52.pdf

recuperado el 06 de enero del 2025).
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En 2019 se realiz6 un andlisis de la distribucion geogréfica de la enfermedad de
Chagas en México; durante 10 afios se determind la incidencia de la enfermedad
de Chagas por cada 100,000 habitantes y por estado; encontrando que los estados
gue presentaron muy alta incidencia son Chiapas, Oaxaca, Veracruz, Quintana Roo,
Yucatan y Morelos (1.1 a 4.4), seguidos por los de incidencia alta: Tamaulipas,
Jalisco, Querétaro, Guerrero, Michoacan, Hidalgo y San Luis Potosi (0.51-1.0),
posteriormente los de incidencia media: Campeche, Nayarit, Baja California Sur,
Sinaloa, Estado de México y Colima (0.21-0.5), los estados restantes se encuentran
entre la incidencia baja (0.11-0.2) y muy baja (0.01-0.1) como lo es el caso de la
Ciudad de México (Figura 1.2) (Ibafez-Cervantes, et al., 2019).

Se piensa que el reporte de personas infectadas por este parasito esta subestimado,
ya que probablemente existe una considerable parte de la poblacion mexicana
infectada sin su conocimiento, esto debido a la falta de informacion y divulgacion de
la enfermedad (principalmente en zonas rurales) y a que el diagnostico de esta

enfermedad es deficiente (Bravo-Ramirez, et al., 2023).

State Group State Group
A 1. Durango 19.Tabasco
2. Bap Cakfornaa N 20. Tamaulipas

N 3. Chihyahua A 21, halisco

4. Coshuda 22. Querétaro o
5. Mevca Caty 23.Guetrers

6.5anora 24. Michoacin

7.Puchbla 25. Hidalgo

8. Nueva Ledn 26.50n Luis Potosf

9. Agumcabentes 8 27. Veracruz

10. Zacatecs 28.Chispas

11. Guanajuato 29. Quintana Roo £
12, Timeals 30.Oaxaca

13. Colma 31. Morelos

14, Mexco State 32. Yucatdn
15.Sndea

16_Bap Caidarna S

17 Nayart
.Compeche

Figura 1.2. Distribucién geografica en México de la incidencia de personas infectadas
por T. cruzi. Mapa nacional de México que muestra la incidencia por estado de la poblacién
infectada por Trypanosoma cruzi; a través de un analisis de informes del Sistema de
Vigilancia Epidemioldgico, que abarcé del periodo 2007-2016. Grupo E. Incidencia muy alta.
Grupo D. Incidencia alta. Grupo C. Incidencia media. Grupo B. Incidencia baja. Grupo A.
Incidencia muy baja. Imagen obtenida en: https://n9.cl/mOgjm
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1.3 Vias de transmisién

La enfermedad de Chagas se transmite por diversas vias, la principal es la via

vectorial, pero también existen las no vectoriales; como la transfusion sanguinea, el

trasplante de érganos, la via vertical o congénita, la via oral y por accidentes en el
laboratorio (OMS, 2023).

Vectorial: Se estima que hasta un 96% de la poblacién diagnosticada se debe
a un contacto con el vector (Sanchez-Gonzalez, et al., 2016). El vector es
conocido como triatomino, vinchuca o chinche besucona; que suelen habitar
en las grietas que presentan las casas. Salen durante la noche a alimentarse
de sangre de mamiferos y defecan al mismo tiempo, en estas heces se
encuentra la fase infectiva (tripomastigotes metaciclicos), que da inicio al

ciclo de vida del paréasito (Rassi, et al., 2012).

Transfusion sanguinea: Esta forma de transmision es la segunda via mas
frecuente, con un 10% de casos y hasta un 20% de riesgo de infeccion al
recibir sangre de una persona infectada (Prata, 2001). Los parasitos pueden
sobrevivir tanto en sangre completa, en globulos, placas y plasma (Schmuiiis,
1991). Se transmite por personas asintomaticas al momento de donar
sangre; debido a un deficiente sistema de vigilancia. Aunado a que la
poblacién endémica; que se encuentra principalmente en zonas rurales ha
migrado a zonas urbanas por cuestiones econémicas y sociales provocando

gue la incidencia de casos aumente (Sanchez-Gonzélez, et al., 2016).

Trasplantes de O6rganos: No se conoce con exactitud el porcentaje de
transmision por esta via, pero se conoce que se adquiere la infeccion debido
a las personas que migran y participan en la donacién de o6rganos. Se
observé que esta via también puede provocar la reactivacion de la
enfermedad de Chagas hasta en un 40%; cuando se realiza trasplante de
médula 6sea y cordon umbilical (Salvador, et al., 2018). En el caso del

trasplante de 6rganos sélidos, se da principalmente por corazén vy rifion; el



riesgo de reactivacion va del 26.5 al 42.9% y del 15 al 35%; respectivamente,
pero también se han presentado casos de transmision por trasplante de

higado, pancreas y pulmon (Chagas Disease Argentine Collaborative, 2010).

Via congénita: Esta via tiene aproximadamente el 5% de los casos a nivel
mundial y en América hay alrededor de 8,000 casos (OPS, 2021). Se da
principalmente en madres que provienen de zonas endémicas que migran a
paises no endémicos, por ello es considerada una de las principales vias de
transmision en otros paises junto con la transfusién sanguinea y el trasplante
de organos (Carlier, et al., 2019). Debido a la alta parasitemia en las madres
T. cruzi atraviesa la placenta o durante el parto si ocurre una ruptura de la
placenta. Se demostré que T. cruzi no es capaz de ser excretado en leche
materna (Edwards, et al., 2019).

Transmision oral: sucede cuando se consumen alimentos contaminados con
las heces u orina del triatomino, como carne de mamiferos e incluso con agua
contaminada con una alta confluencia de este parasito (Rueda, et al., 2014).
También se ha observado que en Brasil; debido a la falta de medidas de
seguridad durante la ingesta de jugo de acai (fruto que se come crudo y es
producido en gran manera en este pais), provocé un mayor numero de
infectados (De Arias, et al., 2022). Debido a lo anterior, esta via se considera
la mas grave ya que presenta complicaciones de manera mas rapida en
comparacion a las otras vias. Aunque la incidencia de infectarse por esta via
es minima; en América se estima alrededor de 900 casos (Rueda, et al.,
2014).

Accidentes en el laboratorio: Esta via es la que presenta una menor cantidad
de casos, se estima que es menos del 1% ya que solo se han reportado 65
casos; siendo el primero en 1938 (Pérez de Ayala, et al., 2009; Herwaldt,
2001). Se da principalmente por falta de implementacion de protocolos de
bioseguridad, al manipular al parasito; especificamente con el estadio
infectivo (De Arias, et al., 2022).



1.4 Biologia del parasito

Trypanosoma cruzi es un parasito protozoo intracelular obligado y uniflagelado que
pertenece al reino protista, filo Euglenozoa, clase Kinetoplastea, orden
Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae, Género Trypanosomay especie cruzi
(Figura 1.3). Cuenta con una sola mitocondria y un flagelo; el cual se encuentra
localizado a lo largo de todo su cuerpo (Andrade-Alviarez, et al., 2022; Moreno, et
al., 2019).

Se conoce que Trypanosoma cruzi, puede transmitirse por mas de 150 especies de
triatominos que pertenecen a la subfamilia Reduviidae; la cual tiene 15 géneros que
transmiten la infeccion a humanos, pero 4 son los que se consideran de mayor
relevancia clinica en México: Triatoma infestans, Rhodnius prolixus, Triatoma

brasiliensis y Panstrongylus megistus (OMS 2015).
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El paréasito tiene 3 estadios durante su ciclo de vida. En el vector se encuentra en
forma de epimastigotes y tripomastigotes metaciclicos, mientras que en el mamifero

se encuentra en forma de amastigotes y tripomastigotes circulantes.

e Epimastigote: Es la forma replicativa en el insecto vector y se dividen por
fisibn binaria. Son alargados, miden 20 um, tiene un flagelo, una membrana
ondulante no tan desarrollada y un cinetoplasto cercano al nucleo (Figura
1.4) (Moreno, et al., 2019; Vianna-Martins, et al., 2012).



e Amastigote: Es la forma replicativa en las células del hospedero mamifero,
se dividen por fision binaria. Tiene forma esférica, miden aproximadamente
2 um de diametro, no tienen flagelo ni membrana ondulante y su cinetoplasto
se encuentra en posicion anterior del nucleo (Figura 1.4) (Maya, et al., 2007;
Moreno, et al., 2019; Vianna-Matrtins, et al., 2012).

Tripomastigote: Existen dos tipos de tripomastigotes los cuales dependen de su
localizacion: los tripomastigotes metaciclicos; se localizan en las heces del vector y
son la fase infectiva que se transmiten al hospedero mamifero y los tripomastigotes
circulantes; se localizan en la sangre y de manera intracelular en el huésped
mamifero (Moreno, et al., 2019; Vianna-Martins, et al., 2012). Son alargados,
aproximadamente de 17-20 um de largo en forma de “c” (Vianna-Martins, et al.,
2012; Rodriguez, 2013). El cinetoplasto en este estadio es circular, se encuentra
posterior al nucleo y cerca de este sale el flagelo el cual es mas alargado en
comparacion con el de los epimastigotes; que abarca mas de la mitad de su cuerpo
y presenta una membrana ondulante muy notoria. Esta forma no tiene la capacidad
de replicarse (Vianna-Martins, et al., 2012). (Figura 1.4)

Epimastigote Tripomastigote

Figura 1.4 Morfologia de los diferentes estadios que presenta Trypanosoma cruzi.
Estadios que presenta Trypanosoma cruzi, se observa de lado izquierdo a los epimastigotes
los cuales se tifieron con Giemsa, seguido de los amastigotes los cuales fueron obtenidos
de un paciente que presentaba miocarditis aguda letal. Y, por dltimo; se observa al
tripomastigote obtenido a partir de una muestra de sangre periférica y al que se le realiz6
una tincién de Giemsa. Imagenes obtenidas de Atlas de Parasitologia (Lépez, et al., 2012).



1.4.1 Ciclo de vida

El ciclo de vida de T. cruzi se lleva a cabo en dos hospederos; el triatoma (vector) y
un hospedero mamifero, como puede ser el humano. Comienza cuando el vector
se alimenta de la sangre del hospedero dejando una pequefia lesion en la piel y
defeca al mismo tiempo; en las heces se encuentran los tripomastigotes
metaciclicos, estos ingresan a través de la lesion por la accién del rascado, llegando
asi al torrente sanguineo. Los tripomastigotes metaciclicos inician el proceso de
invasion celular al ser fagocitados por los macrofagos. Posteriormente, pasan al
citoplasma donde se diferencian en amastigotes y se dividen por fisién binaria;
cuando el numero de amastigotes es confluente en la célula, estos se diferencian
en tripomastigotes circulantes los cuales lisan la célula por el movimiento flagelar y
pasan nuevamente al torrente sanguineo e infectan a otras células. En este
momento puede llegar un triatomino a alimentarse de la sangre de este hospedero
e ingerir los tripomastigotes circulantes, los cuales pasan al intestino medio del
insecto donde se transforman en epimastigotes, estos se dividen por fision binaria
y viajan al intestino posterior donde se transforman en tripomastigotes metaciclicos
dando continuidad al ciclo de vida (Figura 1.5) (Osorio, et al., 2012; De Souza y
Barrias, 2020; CDC, 2021).
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Figura 1.5. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. 1. El triatoma se alimenta del hospedero
mamifero. 2. Infeccion de células con tripomastigotes metaciclicos. 3. Cambio de estadio
a amastigotes para su division celular. 4. T. cruzi se transforma nuevamente a
tripomastigotes y lisan las células. 5. Un triatomino ingiere a los tripomastigotes circulantes,
los cuales viajan a su intestino medio. 6. En el intestino medio del triatomino se transforman
en epimastigotes. 7. Los epimastigotes se dividen por fision binaria y viajan hacia el intestino
posterior. 8. En el intestino posterior del triatomino se transforman en tripomastigotes
metaciclicos dando continuidad al ciclo de vida. Realizado por Mariana Mendoza.
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1. 5 Manifestaciones clinicas

La enfermedad de Chagas tiene dos fases, una aguda y otra cronica. La fase aguda
tiene un periodo de incubacion de 7 a 10 dias a partir de que el parasito entra al
torrente sanguineo, esta puede llegar a durar hasta 2 meses (Molina, et al., 2016;
Prata, 2001). Esta fase se caracteriza por una alta proliferacion de los parasitos en
el sistema circulatorio. Solamente el 5% de las personas infectadas por este parasito
presentan sintomas. Los sintomas son poco especificos: fiebre, dolor de cabeza,
cuerpo cortado, dolor muscular, hinchazén y/o comezén; por lo que pueden ser
facilmente confundidos con otras afecciones. Se puede presentar algunos signos
como el de Romafia y el Chagoma de inoculacion (Molina-Morant, et al., 2020).
Debido a esto se cree que el numero de personas en esta fase debe ser mucho

mayor al reportado.



La fase cronica a su vez se diferencia en dos fases, la fase cronica temprana donde
no se presentan manifestaciones patologicas; y la fase cronica sintomatica que
presenta complicaciones cardiacas, digestivas, neurologicas y/o mixtas. Después
de 10 a 30 afios (Prata, 2001; Gascon, et al., 2007; Molina, et al., 2016). La mayoria
de la poblacién infectada (entre el 60 - 70%) es asintomatica; sin embargo, un 30 a
40%, presenta manifestaciones cardiacas (la mas comun en México) como lo son
arritmias, taquicardia ventricular, bradicardia secundaria, agrandamiento del
corazon, insuficiencia cardiaca (Chao, et al., 2020; Prata, 2001; Molina, et al., 2016).
Conforme progresa la enfermedad; hay fibrilacion ventricular y se compromete la
actividad cardiaca lo que puede ocasionar un infarto o muerte subita en el 38% de
los pacientes (Prata, 2001). Las complicaciones a nivel digestivo se dan en
aproximadamente un 15 a 20% de los pacientes; causando padecimientos como
megacolon con trastornos de absorcion, secrecion, obstruccion intestinal y
megaesofago; junto con sintomas como regurgitaciones, pirosis y pérdida de
contractilidad (Prata, 2001). También se han visto afectaciones neuroldgicas
(menos del 5%) a nivel sistema nervioso periférico y central, el primero esta
acompafiado de polineuritis con hipoestesia y parestesia, junto con la disminucion
de neuronas motoras y fibras nerviosas sensoriales, mientras que la segunda es
causante de la meningoencefalitis y la inmunodepresion y puede haber cambios

psiquicos (Gascon, et al., 2007; Prata, 2001).
1.6 Diagndéstico

Los métodos de estudios microscépicos son los mas usados durante la fase aguda
de la enfermedad; los cuales son a partir de muestras directas como gota
gruesa/frotis de sangre que permiten la observacion de tripomastigotes, ademas de
las de concentracion (Microhematocrito o prueba de Strout). Pero solo presentan
una sensibilidad del 80 al 90% (Balouz, et al., 2017).

e Gota gruesa. Permite la busqueda de tripomastigotes directamente al
microscopio por medio de un frotis de sangre sin anticoagulante tefiido con

colorantes como Giemsa, Wright o Romanosky (Salazar, et al., 2019).
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Microhematocrito. Se utiliza una muestra de sangre con heparina, se utilizan
los globulos blancos donde se encuentra el parasito y se observa en el
microscopio a 40x (Storino, 2023).

Strout. Se utiliza el suero de la sangre una vez eliminando el coagulo, se
centrifuga con el fin de mantener la muestra concentrada y se obtiene el

sedimento, el cual se observa en el microscopio (Storino, 2023).

Existen métodos indirectos como el xenodiagnéstico y el hemocultivo; los cuales se

basan en la amplificacion bioldgica, pero no son usados con mucha frecuencia

debido a que su tiempo de realizacion es prolongado (10 a 60 dias), se necesitan

instalaciones adecuadas, son costosos y tienen una sensibilidad del 50% (Balouz,
et al., 2017; Storino, 2023).

El diagnostico durante la fase crénica es realizado principalmente por métodos

serologicos, que se basan en la busqueda de anticuerpos IgG (inmunoglobulinas G)

de anti-T. cruzi. Alcanzan una sensibilidad de hasta el 95% (Storino, 2023). Entre

los métodos seroldgicos se encuentran:

Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas. Se basa en la union de un
antigeno de T. cruzi el cual se fija en placas de poliestireno, con anticuerpos
de T. cruzi de una muestra del paciente. Posteriormente, se adiciona un
anticuerpo anti IgG de humano acoplado a una enzima como la peroxidasa.
Es positiva si hay una reaccion colorimétrica al momento de adicionar el

sustrato de la enzima (Salazar, et al., 2019).

Ensayo de inmunofluorescencia indirecta: Se titula la presencia de
anticuerpos de T. cruzi en el suero del paciente. Se utiliza un anticuerpo para
epimastigote marcado con fluorescencia (Murcia, et al., 2013; Salazar, et al.,
2019).
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¢ Ensayo de hemaglutinacion indirecta: Se utiliza una mezcla de antigenos de
paréasitos (Murcia, et al.,, 2013). Se basa en inducir una aglutinacién de
eritrocitos que tuvieron un proceso de sensibilizacién con antigenos de T.

cruzi (Salazar, et al., 2019).

También existen métodos moleculares, como la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) que se basa en la amplificacion de secuencias de ADN del
cinetoplasto de T. cruzi en una muestra sanguinea del paciente; aunque esta técnica
presenta una sensibilidad aproximada del 80%, no es suficiente para el diagnéstico
en fase aguda y cronica (Salazar, et al., 2019; Pascual, et al., 2023; Balouz, et al.,
2017).

Debido a que los métodos no dan una sensibilidad del 100% se opta por realizar 2
meétodos que sean confirmativos y en caso de que uno de ellos presente alguna
incoherencia se opta por realizar un tercer método (Murcia, et al., 2013). Segun la
Norma Oficial Mexicana NOM-032-SSA-2014, Para la vigilancia epidemioldgica,
promocion, prevencion y control de las enfermedades transmitidas por vectores
menciona en el parrafo 7.3.2.3 que una prueba se considera positiva cuando se
demuestra la presencia del parasito o por minimo dos pruebas serologicas positivas
(Secretaria de Salud (SSA), 2014, p. 7.3.2.3;
https://www.dof.gob.mx/nota_detalle.php?codigo=5389045&fecha=16/04/2015#ds
c.tab=0).

1.7 Tratamiento

Actualmente existen dos medicamentos aprobados en México para el tratamiento
de la infeccion por T. cruzi, el benznidazol (N-fenilmetil-2 nitro-1H-imidazol-1-
acetamida) (Bnz) y nifurtimox (3-metil-4-[5"-nitrofurfurilidenamina]tetrahidro-4H-
1,4,-tiazina-1,1-di6xido) (Nfx); ambos medicamentos son eficaces del 50 al 80%
durante la fase aguda de la enfermedad, pero debido al dificil diagndstico de la
infeccion temprana se administran durante la fase crénica; por lo que su eficiencia

disminuye del 8 al 20%. En el caso de niflos se muestran mejores resultados en la
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fase cronica temprana siendo esta del 94% (Lascano, et al., 2022). Las dosis
recomendadas para Bnz son de 10 mg/Kg/dia para adultos y de 5 mg/Kg/dia para
nifios, se administran 2 dosis diarias durante un periodo de 30 a 60 dias. En el caso
de Nfx las dosis recomendadas en adultos son de 8 a 10 mg/Kg/dia y en nifios es
de 15 a 20 mg/Kg/dia durante 60 a 120 dias (Norman y LoOpez, 2019). La
administracién de estos medicamentos produce una gran cantidad de reacciones
adversas que provocan de un 25 a 41.5% de desapego al tratamiento (Sales, et al.,
2017). Las reacciones adversas mas comunes para el caso de Bnz son a nivel
dermatolégico como el rash, la erupcién cutdnea y/o el prurito; también se puede
presentar dolor de cabeza, mialgia, artralgia, anorexia, pérdida de peso, malestares
gastrointestinales (nauseas, vomitos, dolor abdominal), toxicidad de la médula 6sea
y con menor frecuencia hepatitis, leucopenia, trombocitopenia, neuropatia periférica
e hipersensibilidad a farmacos (Molina-Morant, et al., 2020; Sales, et al., 2017;
Normany Lopez, 2019). En el caso de Nfx las reacciones adversas suelen ser mas
prolongadas en comparacion a Bnz y las mas comunes son a nivel gastrointestinal;
como la anorexia, nauseas, vomitos, dolores intestinales, la pérdida de peso y
parestesia; también es comun presentar reacciones asociadas al Sistema Nervioso
Central (SNC), como insomnio, confusion, dolor de cabeza, neuropatia periférica y
con menor frecuencia se ha visto la presencia de erupcién cutanea y trastornos

gastrointestinales (Norman y Lopez, 2019; Molina, et al., 2020).

Ademas de la gran cantidad de efectos adversos que tienen estos medicamentos
durante el tratamiento de la infeccién, su poca disponibilidad también aumenta la
dificultad, debido a que son medicamentos muy costosos y controlados, de tal
manera que solo son distribuidos por instituciones especificas. En el caso de
México, tanto Bnz como Nfx solo se pueden adquirir por el Centro Nacional de
Programas Preventivos y Control de Enfermedades (CENAPRECE) para casos

confirmados (Enfermedad de Chagas | Secretaria de Salud | Gobierno | gob.mx,

recuperado el 25 de junio del 2024).

El Bnz es un compuesto derivado de nitroimidazol y el Nfx de nitrofurano. Ambos
tienen en su estructura un grupo nitro (Figura 1.6); el cual se ha observado que tiene
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la actividad tripanocida por la formacion de intermediarios que afectan las funciones
del parasito (Lascano, et al., 2022; Hall, et al., 2011; Hall y Wilkinson, 2012).

3\:? . oON_ o . Figura 1.6. Estructura de los farmacos
oN" ¢ m/\/)_\\ —\ 5 canoénicos. Estructura del Bnz y Nfx, farmacos
N N—N sj:o aprobados en la clinica para el tratamiento de

>:\> — la enfermedad de Chagas. En el lado izquierdo

T . . de cada molécula se observa el grupo nitro que
Benznidazol Nifurtimox le da la capacidad de ser antiparasitario,

iméagenes obtenidas en: https://n9.cl/gko36 y
https://n9.cl/3qqrf

1.7.1 Mecanismo de accion del Bnz y del Nfx

El mecanismo de accion del Bnz empieza por la formacion de metabolitos
electrofilicos los cuales se forman tras la reduccion del grupo nitro (NO2) a amino
(R-NH2) por medio de las nitrorreductasas del tipo I; estos metabolitos electrofilicos
se unen a macromoléculas del parasito como proteinas, acidos nucleicos y lipidos;
danandolos (Maya, et al., 2007; Hall y Wilkinson, 2012). T. cruzi se defiende de
estos metabolitos electrofilicos por medio de la conjugacién con tioles, como el GSH
y el tripanotion (T(SH)2) los cuales se conjugan con el Bnz para ser expulsados de

la célula (Maya, et al., 2007).

El Nfx también se reduce por accién de las nitrorreductasas tipo | dando de igual
manera un grupo amino (R-NH2) y la formacion de un grupo nitro (R-NO>), el cual
participa en un ciclo redox formando Oz y peroxido de hidrégeno (H202) a partir de
un radical anidn superoxido (O2*) por accion de la superoxido dismutasa. Tanto el
O, como el H20z en presencia del ion férrico (Fe3*) dan como producto un radical
hidroxilo (*OH") (reaccion de Haber-Weiss) el cual se une a lipidos, proteinas y
acidos nucleicos del parasito y los dafia. Los radicales libres se unen a una molécula
de agua (H20) que con las reductasas oxidan al GSH reducido (GSH) formando
GSH oxidado (GSSG) y/o al tripanotién reducido (T(SH)2) dando tripanotion oxidado
(TS2) (Figura 1.7) (Hall, et al., 2011; Maya, et al., 2007).
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Figura 1.7 Mecanismo de accidon de los farmacos antichagasicos. Bnz y Nfx forman
metabolitos electrofilicos y radicales libres; respectivamente, los cuales se unen a
biomoléculas del parasito dafandolas. El parasito se defiende de estos por medio de la
formacion de conjugados farmaco-tiol. Imagen obtenida de Tesis de Rivera (2023)
disponible en: http://132.248.9.195/ptd2023/agosto/0843995/Index.html

Se ha observado que estos medicamentos no solo causan efecto sobre el parasito,
sino que también presentan cierta citotoxicidad en las células del huésped; se
piensa que es por la expresion de la nitrorreductasa causando las reacciones

adversas descritas con anterioridad en el huésped (Hall y Wilkinson, 2012).

Debido a los efectos adversos de los antichagasicos candnicos, distintos grupos de
investigadores buscan nuevas alternativas terapéuticas que tengan un efecto
tripanocida en ambas fases de la enfermedad, y que presenten una menor
citotoxicidad para combatir la enfermedad de Chagas. En este proyecto de tesis se
analizaran derivados de triazinas, los cuales fueron disefiados contra la enzima
tripanotion reductasa o tripanotién sintetasa, con la finalidad de determinar si tienen

actividad tripanocida y son menos citotoxicos en comparacioén a Bnz y/o Nfx.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Via de sintesis del tripanotién

Como se menciond con anterioridad, la principal forma que utiliza el parasito como
defensa ante los radicales libres producidos por los farmacos; es la formacién de
conjugados con el tripanotién [T(SH):], los cuales forman vesiculas que envuelven
al farmaco y lo expulsan de la célula (Maya, et al., 2007). El T(SH)2 es el metabolito
antioxidante de mayor importancia; ya que es fundamental para que se lleve a cabo
la desintoxicacion de peréxidos causados por el estrés oxidante que producen los
farmacos en él parasito y también al que se ve expuesto durante la invasion celular.
La via de sintesis del T(SH). consta de 3 enzimas que utilizan ATP para la reaccion.
La via comienza con la enzima glutamato cisteina ligasa (GCL), antes llamada
gama-glutamilcisteina sintetasa, que necesita a la cisteina (Cys) y al glutamato (Glu)
para formar gamma-glutamil-Cys (yYEC), posteriormente la GSH sintetasa (GS) a
partir de YEC y glicina (Gly) forma el GSH. Se necesita de dos moléculas de GSH
mas una molécula de espermidina (Spd) para formar T(SH). por la accion de la
tripanotion sintetasa (TryS). El T(SH)2 dona sus electrones a un sistema enzimatico
de desintoxicacion de peroxidos que reduce a los peréxidos y produce tripanotion
oxidado (TSz), este se regenera a T(SH)2 por medio de la tripanotion reductasa
(TryR) que utiliza NADPH como donador de electrones (Figura 2.1) (Vazquez, et al.,
2017).

Perdxidos

AU+Pi ATP\_$+Pi Yiwupi
Cys ™ VyEC =—2GSH »— T(SH): = TS:
GCL S Gs TryS TR
Glu Gly Spd NADP+ NADPH

Figura 2.1 Via de sintesis de T(SH): y reduccion de peroéxidos. El T(SH); es el tiol
principal que se usa para la reduccion de peroxidos causados por estrés oxidativo. Esta via
de sintesis involucra tioles marcados en color rojo: Cys, GSH, T(SH)2, en la cual se
requieren las enzimas marcadas en color azul: GCL (glutamato Cys ligasa), GS (GSH
sintetasa), TryS (tripanotion sintetasa), TryR (tripanotion reductasa) y aminoacidos y
poliaminas que estan en color verde: Glu (glutamato), Gly (Glicina) y Spd (Espermidina).
Realizado por Mariana Mendoza.
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2.2 Triazinas

Las triazinas son compuestos heterociclicos que estan conformados por tres
nitrdgenos, tres carbonos y tres hidrogenos; es decir, su formula general es CzHzN3
(Rani y Agrawal, 2023) (Figura 2.2).

N
'4 W Figura 2.2 Estructura de la triazina. Imagen que muestra la estructura
N ' de la triazina la cual constan de 3 Nitrdgenos, 3 Carbonos y 3 Hidrogenos.
N

Las triazinas fueron descubiertas por el Dr. Enrico Knusli, considerado como el
principal cientifico de sintesis quimica de la empresa quimica JR, Geigy en Suiza.
En 1952 comenzo el proyecto de herbicidas en los laboratorios Geigy, ya que los
agricultores tenian el desafio para controlar las malezas de los cultivos, lo que llevo
a tomar la iniciativa de mejorar sustancias quimicas para este uso. Posteriormente,
el Dr. Knusli fue el que descubrié un amplio panorama sobre estos herbicidas, ya
gue se dedico a la modificacidon molecular de sustancias quimicas que ya existian y
gue anteriormente se habia visto que tenian efectos en las plantas. Descubrié una
gran variedad de compuestos al modificar molecularmente un anillo de triazina con
diversos sustituyentes. Durante aproximadamente 20 afios, a estos derivados de
triazina se le han adicionado diferentes grupos funcionales que en su mayoria han
resultado ser activos y han dado resultados satisfactorios aumentando la produccién

y disminuyendo costos (Miiller, 2008).

Las triazinas son consideradas como un gran descubrimiento en el area de los
herbicidas debido a que su estructura es muy versatil; es decir, permite combinarse
con otros herbicidas. Actualmente, algunos de los herbicidas derivados de triazinas
gue mas se ocupan mundialmente se muestran en la Figura 2.3 (Muller, 2008;
Singla, et al., 2015).
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2.2.1 Aplicaciones de las triazinas

Actualmente existen 3 tipos de triazinas reportadas, las 1,2,3 triazinas también
conocidas como triazina asimétrica o vecinal; las 1,2,4 triazinas también llamadas
isotriazina y las 1,3,5 triazinas nombradas igualmente como triazinas asimétricas o
cianidinas (Figura 2.4-A). Este ultimo tipo de triazina se considera la mas importante;
debido a que presenta distintas aplicaciones; que posiblemente, se deban a su
simetria, lo que les confiere una alta afinidad electronica; ademas, se ha observado
gue es un buen aceptor y donador de electrones; lo que permite la adicion de

distintos grupos funcionales (Rani y Agrawal, 2023).

Al observar estas caracteristicas de las triazinas y la efectividad de sus derivados
como herbicidas, se ha evaluado su potencial en el area farmacoldgica,
encontrdndose diversos derivados con actividades antifungicas (Conrad, et al.,
2023), antibacteriales (Gunasekaran, et al., 2019), antivirales, antiinflamatorias
(Singla, et al., 2015), anticancerigenas (Sweeney, et al., 2016) y antiparasitarias
(Gupta, et al., 2010). Para el caso de las 1,2,3-triazinas no existen hasta la fecha
medicamentos aprobados para su uso, pero existen reportes de sus posibles
aplicaciones farmacoldgicas; por ejemplo, se analizaron diversos derivados de
triazina encontrandose actividad antimicrobiana principalmente contra una cepa de

Staphylococcus aureus (Figura 2.4-B) (Zvarych, et al., 2019).
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En el caso de las 1,2,4 triazinas o isotriazinas existen algunos derivados aprobados
por la FDA, se aprobaron 65 inhibidores de tirosina cinasa para el tratamiento de
diversos tipos de cancer entre los que se encuentran 2 derivados de triazina el
avapritinib (pirrolo [2,1-f] [1,2,4] triazina) (Figura 2.4-C) y el remdesivir un farmaco
nucleésido disefiados contra el tumor gastrointestinal y para infecciones virales
como COVID-19, respectivamente (Singh, et al., 2022).

Las triazinas del tipo 1,3,5 son las mas estudiadas debido a su simetria y también
existe un farmaco aprobado por la FDA en 1990; conocido como altretamina
(Hexalen) (Figura 2.4-D), el cual es un agente alquilante que actua dafiando el ADN
y provocando la muerte de las células que estan en proceso de division y; por lo
tanto, es utilizado para el tratamiento del cancer de ovario (Singla, et al., 2015;
Altretamine, 2016).

By Y O
1
N
# N \? NF
1,2,3-triazina 1,2,4-triazina 1,3,5-triazina
Triazina vecinal Isotriazina Cianidina

/ o \Kkuman etal, 2028
oit@rp @“ o 45
? \TJLN)\ T/

Actividad \\~\—-\q Altr_eifamina ) .
antiestafilocécica, Avapritinib \ ﬁc':l\;:d;d r:n:‘llneii)plafsmii_ |
agente antibacteriano . - ,N,N,N',N",N"-hexametilo-
. ans Pirrol [2.1-] [1,2,4] triazina 1,3,5-triazina-2,4,6-triamina

Singh, et al., 2022
Venkatraj, et al., 2018

Figura 2.4. Aplicaciones de las triazinas en el area clinica. A) Estructuras de los isbmeros
de triazina. B) Ejemplo de la estructura utilizada para la aplicacion de la triazina 1,2,3 como
agente antibacteriano. C) Estructura del farmaco Avapritinib aprobado, que corresponde a
una triazina 1,2,4 el cual es administrado para tumores gastrointestinales. D) Farmaco
altretamina correspondiente a una triazina 1,3,5, utilizado para el tratamiento del cancer
ovarico. Imagen realizada en BioRender.
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Se ha reportado que las quinazolinonas tienen actividad contra amastigotes de
Leishmania; sin embargo, cuando se unen a una triazina se observo que mejoro el
efecto antileishmanicida comparado contra la mitelfosina, uno de los farmacos
establecidos en clinica. Se determinaron valores de Clso menores que la miltefosina;
y a su vez presenta un efecto citotéxico contra células de mamifero hasta una
concentracion de 400 uM (Figura 2.5) por lo que se estan evaluando en un modelo
de hamster dorado encontrando resultados prometedores. Se hipotetiza que actian
contra el factor de crecimiento transformante (TGF-) el cual inhibe al 6xido nitrico

sintasa responsable de la generacion del 6xido nitrico (NO) (Sharma, et al., 2013).

Quinazolinona -triazina

(<

Miltefosirta

| . i = >

\N)\Rw ICs0 promastigote=7.05£2.3 M :g:g gﬁalggsgt{;%gi 3;2 1.4Mm IC50 promastigote= 1.05 £ 0.2 yM
ICs0 amastigote= 3.95 £ 0.8 pM U IC50 amastigote= 8.4 2.1 uM

= >
CCs0=>400 M CCs0=>400 uM CCs0=52.47 £ 2.4 M

0.

[harma (2013

Figura 2.5. Efecto antiparasitario sobre Leishmania a partir de una quinazolinona-
triazina. Se observa la estructura de un ejemplo de triazina que presenta un efecto
antiparasitario, las estructuras en recuadros verdes son las colocadas en el Ri que
mostraron los efectos mas prometedores ya que incluso no son citotoxicas sobre células
Vero en comparacion con un control de miltefosina, un medicamento aprobado para la
enfermedad de Leishmania.

2.3 Antecedentes de derivados de triazina

En este proyecto se estudiaron 3 derivados de triazina del tipo 1,2,3, que tienen en
su estructura un grupo N-0xido, los cuales fueron sintetizados por el grupo del Dr.
Gildardo Rivera Sanchez (Laboratorio de Biotecnologia Farmacéutica, Centro de
Biotecnologia Genodmica, Instituto Politécnico Nacional, Reynosa, Tamaulipas,
México). Previamente se sintetizaron una serie de compuestos nhombrados del 2a al
2k (Figura 2.6) para los cuales se evalu6 su efecto tripanocida, y se determinaron
valores de Clso contra una cepa de T. cruzi (Dr. Manuel Chan, Universidad

Autonoma de Campeche, México) (Datos no publicados).
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La triazina 2a es el compuesto menos sustituido con el grupo N-6xido que tuvo
actividad tripanocida, la cual permitira observar el efecto de la triazina sobre este
parasito y a su vez determinar la contribucion del grupo N-Oxido a la actividad
parasiticida, el cual fue disefiado con el fin de que inhibiera a las enzimas TryR O
TryS.

N" N

0" N7

v N N
4‘¢r/ >’ N7

2a. ICs;: 5.36 pg/mL 2d. ICs;: 2.63 pg/mL 2e. ICsq: >50 pg/mL

2b. 1Css: 3.69 pg/mL  2c. ICss: 9.52 pg/mL

T BocN
0”7
N |

QoTBS

N

N*
."er‘/

r‘\\N/

‘ : 20. ICs,: >50 pg/mL
2f.1Cs0: 3.1 pg/mL  2i. ICse: >50 pg/mL  2j, IC4,: >50 pg/mL 2n. ICsq: >50 pg/mL 0. ICs: >50 pg/m

Bnz ICsq: 2.9pg/mL

2q. ICss: >50 pg/mL 2r ICs: 6.55 pg/mL 25 1Cso: >50 pg/mL

Created in BioRender.com bio

Figura 2.6 Estructuras de derivados de triazina con un grupo N-Oxido. Estructuras
sintetizadas por el Dr. Rivera con los valores de Clso obtenidas por el Dr. Chan al evaluarlas
con una cepa de T. cruzi, usando como control a Bnz (Datos no publicados).

La triazina 2a se redujo de tal manera que no presentara el grupo funcional de N-
oxido (compuesto nombrado como 2-aT) con la finalidad de determinar si este grupo
mejora la actividad antichagéasica (Figura 2.7). Este compuesto a su vez se redujo
nuevamente rompiendo el anillo de resonancia (compuesto 2a-R) (Figura 2.7) para
determinar si al interferir en la aromaticidad del compuesto hay algiin cambio en la

actividad antiparasitaria.
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2.4 Importancia del grupo N-6xido

El grupo N-Oxido se usa ampliamente tanto en; productos farmaceuticos,
intermediarios para sintesis y como ligandos para complejos metalicos. Son de
interés debido a su facilidad para sintetizarlos por la oxidacién del Nitrégeno. Este
grupo se ha utilizado en farmacos que tienen actividades anticancerigenas y son
comunmente vistos en quinolinas (Miao, et al., 2003). Ademas, pueden formar
compuestos heteroaromaticos, considerados como bases de Lewis fuertes debido
a la presencia del enlace formado entre el nitrogeno y el oxigeno (Wrzeszcz y
Siedlecka, 2020).

Los N-oxidos se forman a partir de la oxidacion de aminas terciarias, siendo incluso
mas activas que ellas, lo que permite su uso para farmacos con compuestos
alcaloides, quimioterapéuticos, anticancerigenos, antibiéticos y psicofarmacos. Los
principales usos de los N-6xidos es como metabolitos 0 como intermediarios para
el metabolismo de los farmacos, pero hasta el momento no se conoce con exactitud

cémo funcionan (Bickel, 1969).

Existen farmacos que contienen a este grupo funcional y que han demostrado efecto
antiparasitario como es el caso del N-6xido levofloxacino (Figura 2.8) el cual es una
guinolona que pertenece a una categoria conocida como API (Ingredientes
farmacéuticos activos) los cuales son conocidos de esta manera porgue son
utilizados para el tratamiento de una amplia variedad de infecciones. El principal uso

de este medicamento es contra bacterias; su mecanismo de accién se basa en

22



inhibir la ADN girasa y la topoisomerasa por lo que inhiben la replicacion del ADN;
también se utiliza como tratamiento para enfermedades antiparasitarias
(Pharmaoffer, 2005).

N-6xido levofloxacino

- Figura 2.8. Estructura del API N-6xido levofloxacino
O\N/\ D/\ utilizado en diferentes infecciones. Estructura que presenta
’k/N u un farmaco N-6xido el cual se considera un ingrediente
ﬁ;‘]\’(m farmacéutico activo debido a que se ha observado que tiene
F diversas actividades biol6gicas. Estructura obtenida en

e 0 Pharmaoffer, 2005

También se han reportado compuestos de quinoxalinas que tienen este grupo N-
oxido que mostraron actividad contra Leishmania, como es el caso de la 3-(3,4,5,
trimetoxi-fenil)-1-(3,6,7-trimetil-1,4-dioxi-quinoxalin-2-il)-propenona que tuvo efecto
contra amastigotes; si bien no presenta una mejor Clsp en comparacion con el
farmaco control; anfotericina B, se determin6 que disminuye el efecto citotoxico en

células; por lo tanto, podria ser un tratamiento alternativo (Burguete, et al., 2008).

En este proyecto de tesis se evaluara a los compuestos 2a, 2a-T y 2a-R, con el fin
de determinar si la triazina en conjunto con el grupo N-6xido puede ser considerada
como una molécula base para el disefio de farmacos antiparasitarios contra T. cruzi.
Se evaluara el efecto citostatico de la triazina y del grupo N-Oxido sobre el
crecimiento de epimastigotes de Trypanosoma cruzi y sobre la citotoxicidad en
células HFF-1. Posteriormente evaluaremos estos compuestos sobre un modelo de
infeccion in vitro de monoterapia y de biterapia; es decir, en conjunto con los
farmacos canodnicos. Adicionalmente evaluaremos si estos derivados de triazina
alteran los metabolitos tioles Cys, GSH y T(SH)2, como indicadores de una posible

inhibicion de la TryR o TryS, enzimas contra los que fueron disefiados.
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3. JUSTIFICACION

La enfermedad de Chagas es de relevancia a la sociedad porque hay una gran parte
de la poblacién mexicana que esta infectada o que corre el riesgo de infectarse, ya
gue es una enfermedad principalmente endémica. A pesar de su alta incidencia en
México (y en el mundo) se considera una enfermedad desatendida y olvidada;
asociada a la pobreza. Aunado a lo anterior, debido a que no existe un diagnéstico
adecuado de la infeccion, provoca que esta enfermedad este subdiagnosticada ya
gue los métodos presentan altas incertidumbres, principalmente durante la fase

cronica.

Solo existen 2 tratamientos aprobados por la FDA para el tratamiento de la infeccion,
el Bnz y el Nfx, los cuales son efectivos durante la fase aguda de la enfermedad,
pero durante la fase cronica presentan nula eficacia, que es la fase donde los
pacientes presentan sintomas cardiacos (como es en el caso de México), digestivos
0 mixtos. Ademas, los tratamientos son prolongados, pueden durar hasta 120 dias
y presentan una gran cantidad de efectos adversos, lo que provocan un desapego
al tratamiento de hasta un 40%. Otra limitante es que estos medicamentos son
costosos para las instituciones que los expiden, ya que son medicamentos que solo

son surtidos por instituciones especializadas.

En esta tesis se analizara si estos derivados de triazina N-6xido 2a, 2a-T y 2a-R
presentan un efecto negativo sobre el crecimiento de epimastigotes de T. cruzi y
cual es el efecto citotoxico en células HFF-1. Ademas, se analizara si estos

compuestos pueden inhibir a la TryR.
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4. HIPOTESIS

El compuesto 2a tendra mayor efecto antiparasitario que 2a-T y que 2a-R; debido a
la presencia del grupo N-éxido.

5. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto antiparasitario de los derivados de triazina N-6xido en

Trypanosoma cruzi.

Objetivos Particulares

Evaluar el efecto de los derivados de triazina con grupo N-0xido sobre el crecimiento

de los epimastigotes de T. cruzi

Evaluar el efecto citotdéxico de los derivados de triazina en células HFF-1

Evaluar el efecto de los derivados de triazina en un modelo de infeccién in vitro

Evaluar el efecto de los derivados de triazina sobre los metabolitos tioles del sistema

antioxidante de T. cruzi
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6. METODOS

6.1 Determinacién de la curva de crecimiento de epimastigotes

Inicialmente, se sembraron 5 mL de medio LIT suplementado (Anexo 1.1) a una
densidad 1,000,000 epimastigotes/mL y se incubaron a 28°C por 9 dias. El conteo
de parésitos viables se realiz6 cada 24 horas con un microscopio y una cadmara de
Neubauer; usando como criterio de viabilidad el movimiento flagelar que presentan
los parasitos (Figura 6.1). Un gréfico de densidad de epimastigotes se realizd en
funcion del tiempo y el gréfico del logaritmo de la densidad celular en funcion del
tiempo; con esta Ultima grafica se determinaron los dias en que se da la fase

logaritmica de crecimiento.

L /
: 0\ ) Obtener curva de

—— > : & m——p  Crecimiento y
\\ grafico log de

g = . crecimiento

Realizar conteo ¢/24 h
Incubar a 28°C por 9 dias

T

Sembrar
1,000,000 p/mL
en 5 mL de medio
LIT

Created in BioRender.com bic

Figura 6.1 Caracterizacion del crecimiento de epimastigotes de T. cruzi. Protocolo para
la realizacion de curvas de crecimiento las cuales se inician con una densidad de 1,000,000
de epimastigotes de T. cruzi por mL en 5 mL de medio LIT suplementado. Imagen realizada
en BioRender.

6.2 Protocolo para la cuantificacion de los derivados de triazinas

La cuantificacion de cada uno de los compuestos se realizdé con la finalidad de
asegurar la misma concentracion de estos en todos los ensayos. Como control se
usaron soluciones de Bnz y Nfx para las cuales se preparé un stock a una

concentracion tedrica de 2.7 mM para Bnz y 0.6 mM para Nfx diluidos en DMSO. La
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absorbancia de esta solucion stock se determind en un espectrofotdmetro UV-VIS
a una longitud de onda de 325 nm para Bnz y 402 nm para Nfx. A partir de las
absorbancias obtenidas y con el valor del coeficiente de extincion molar (el cual se
caracterizé con anterioridad en el equipo de trabajo (Bnz €= 8.18 mMcm™ y Nfx e=
14 mM-1cm™)) se calculé la concentracién real en que se encontraba este stock.

Para los coeficientes de extincion molar determinados de los derivados de triazina
2a, 2a-Ry 2 a-T, se prepararon a una concentracion de 10 mM y se hizo un barrido
de absorbancia, las longitudes de onda se obtuvieron de sus picos de maxima
absorcion (2a= 280 nm, 2a-R= 355 nm y 2a-T= 290 nm). Posteriormente, se
realizaron graficos lineales de absorbancias en funcion de la concentracion tedrica,
se obtuvo su respectiva ecuacion de la recta donde el valor de la pendiente
corresponde al coeficiente de extincion molar (2a €=22.4 mM-1cm?; 2a-R €=4.22
mM-1cm?; 2a-T €=3.3 mM-1cm?). Por medio de estos coeficientes de extincion molar
se calculo la concentracion real del stock de compuesto para cada experimento
(Figura 6.2).
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* -
. ———
Realizar un stock de Cuantificar Viaiblc ight
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| Nfx [0.6 mM -
Bnz [2.7 mM] Ahs-l405 nm] Triazinas [10 mM] _
Abs: 325 nm e S 2a: 280 nm; £= 22.4 mM"em”
£= 14 mMcm? . . et
Exponer a [0-100 uM] £=8.18 mM'cm” 2a-R: 355 nm; €= 4.22 m_l:’l cm
para cada compuesto 2a-T: 290 nm; €= 3.3 mMcm

Created in BioRender.com biv

Figura 6.2 Cuantificacion de los derivados de triazina. Metodologia utilizada para la
cuantificacion de farmacos candnicos (Bnz y Nfx) y de los derivados de triazina, los valores
mostrados en color rojo representan los coeficientes de extincion molar calculados al
realizar una curva patron, siendo este valor igual a la pendiente de la recta. Imagen
Realizada en BioRender.
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6.3 Protocolo de exposiciéon de los epimastigotes a los fArmacos

candnicos y experimentales

En la figura 6.3 se ilustra el procedimiento. En una placa de 96 pozos se colocaron
200 pL de un cultivo de epimastigotes en fase exponencial de crecimiento a una
densidad de 1,000,000 parasitos/ mL en medio LIT suplementado. Los parasitos se
expusieron a diferentes concentraciones de los derivados de triazinas (0 -100 pM)
y se incubaron a 28°C durante un periodo de 24 h. Como controles se utilizaron los
farmacos canonicos a concentraciones de 0 - 28 uM para Bnz y de 0 a 8 pM para
Nfx bajo las mismas condiciones. Transcurrido este tiempo se realizo un conteo al
microscopio de los epimastigotes viables (moviles) usando una camara de
Neubauer. El crecimiento relativo se calcul6 con la diferencia de parasitos colocados
menos la cantidad de parasitos después de 24 h de incubacion, siendo este valor el
100%. Se construyeron graficas del % de crecimiento relativo en funcion de la
concentracion del farmaco para determinar las concentraciones inhibitorias 50 (Clso)

y 90 (Clgo) que disminuyen el crecimiento de los parasitos.
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medio LIT por para cada uno de los
pozo compuestos

Created in BioRender.com bio

Figura 6.3. Exposicion de los epimastigotes de T. cruzi a los derivados de triazina.
Protocolo utilizado para la exposicion de los epimastigotes a los farmacos candénicos y
derivados de triazinas. Imagen realizada en BioRender.
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6.4 Evaluacion de la citotoxicidad de los derivados de triazinas en células
HFF-1

A un cultivo de células HFF-1 (ver anexo 2.2) que se encontraba a una confluencia
de crecimiento entre el 80 al 100%, se le realiz6 dos lavados con una solucion de
PBS-EDTA (ver anexo 1.4); posteriormente se adicion6 1 mL de solucion de tripsina
(Sigma, Misouri, Estados Unidos) y se incub6 durante 2 min a 37°C para despegar
las células de manera quimica y mecénica. Las células se contaron al microscopio
con una cadmara de Neubauer a una dilucién 1:2 con azul tripano. El azul tripano es
un colorante vital que permite determinar si una célula se encuentra viva o muerta,
las células vivas tienen una membrana celular completa que no permite la entrada
del colorante, mientras que las células muertas tienen dafiada esta membrana y;
por lo tanto, su citoplasma se tifie de color azul (Strober, 2015). Una vez
determinada la densidad celular y viabilidad en una placa de 96 pozos se sembraron
10,000 células por pozo en un volumen de 200 uL de medio DMEM suplementado
al 10% de SFB (ver anexo 1.2). Las células se incubaron por 24 h en una incubadora
con mezcla de gases de 95% de aire con 5% de COza 37°C con el fin de que se
adhirieran a los pozos. Posteriormente, se expusieron a las mismas
concentraciones utilizadas en epimastigotes (0 a 50 uM) y se incubaron en las
mismas condiciones. Después de este tiempo se contaron y se determind su
viabilidad con azul tripano; para ello se retir6 el medio DMEM, se realiz6é un lavado
con solucion de PBS-EDTA y se despegaron las células con tripsina. Se obtuvo
graficos de viabilidad celular contra concentracibn de los compuestos para

determinar los valores de Clso y de Clio (Figura 6.4).
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Figura 6.4. Exposiciéon de derivados de triazina en células HFF-1. Metodologia utilizada
para la exposicion de farmacos candnicos y derivados de triazinas sobre un cultivo celular
de HFF-1. Imagen realizada en BioRender.

6.5 Evaluacion de los compuestos en un modelo de infeccidn in vitro de

células HFF-1 con tripomastigotes de T. cruzi

6.5.1 Protocolo para determinar la concentracion de los derivados de triazina
gue no son toxicas para las células HFF-1 para usarlas en el modelo de

infeccién in vitro con T. cruzi

El experimento descrito en la seccion 6.4 se repitid; pero a concentraciones
menores de los derivados de triazina y de los farmacos candnicos con el fin de
determinar las concentraciones que se utilizaron en el modelo de infeccion in vitro,
para asegurarse gue los compuestos solamente inhibieran la proliferaciéon de los
parasitos y que no presentaran citotoxicidad en la célula hospedera HFF-1 (Figura
6.5).

30



En placas de 24 pozos se sembraron 10,000 células en 500 pL de medio DMEM
suplementado al 10% de SFB por cada pozo y se incubaron a 37°C con mezcla de
gases 95%aire-5% CO>durante 24 h. Transcurrido este tiempo, en otra placa de 24
pozos se prepararon 500 pL de medio DMEM suplementado al 2% con SFB a los
cuales se les adicion6 el volumen del compuesto correspondiente a los valores
aproximados de las CLio obtenidas a partir del experimento 6.4. Este medio con los
farmacos a diferentes concentraciones se adicion6 a las células cultivadas y se
continud el cultivo en las mismas condiciones. Transcurridos 24 h se determino el

namero de células y su viabilidad con azul tripano como se describid anteriormente.
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Figura 6.5. Determinacidn de la concentracion de los derivados de triazina para utilizar
en el modelo de infeccidn in vitro. Metodologia utilizada para la exposicion de células
HFF-1 a los derivados de triazinas. Las células se expusieron a los valores obtenidos de
las CL1o en el experimento de citotoxicidad en células HFF-1 con la finalidad de determinar
las concentraciones maximas a utilizar en el modelo de infeccion in vitro. Imagen realizada
en BioRender.
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6.5.2 Determinacion del efecto de los derivados de triazina y antichagésicos
en monoterapia en un modelo de infeccidn in vitro con tripomastigotes de T.
cruzi

En una placa de 24 pozos se sembraron 10,000 células por pozo en 500 pL de
DMEM suplementado al 10% SFB y se incubaron a 37°C bajo atmésfera de aire-
5% CO2 por 24 h. Transcurrido este tiempo, las células se infectaron con 300,000
tripomastigotes por pozo en 500 pL de DMEM suplementado al 2% SFB (los
tripomastigotes se obtuvieron de una infeccion parasitaria de mantenimiento que se
describe en el anexo 4). Las células-parasitos se incubaron durante 2 h; con el fin
de que los tripomastigotes infectaran las células. Después de este tiempo, las
infecciones se lavaron 3 veces con DMEM al 2% de SFB y se adicionaron 500 pL
de DMEM al 2% con las diferentes concentraciones de los derivados de triazina (O
—5uM para 2ay 2a-R y de 0 — 0.25 uM para 2a-T), y del Bnz y del Nfx (0 — 2.5 uM).
Las células infectadas se incubaron en las mismas condiciones descritas y
transcurridos 5 dias se contaron los tripomastigotes y amastigotes liberados de las
células infectadas. Los gréaficos de tripomastigotes y amastigotes liberados contra
concentracion de compuestos fueron construidos y a partir de ellos se calcularon
los valores de Clso, que corresponden al porcentaje de inhibicion de la liberacion de

los parasitos (Figura 6.6).

6.5.3. Exposicion de la biterapia de los derivados de triazina en combinacién
con Bnz y Nfx en un modelo de infeccién in vitro en tripomastigotes de T.

cruzi

El método descrito en la seccion anterior se volvio a realizar, pero en este caso se
vario la concentracion de Bnz y Nfx (0 — 0.04 uM) en combinacidon con una
concentracion de triazina que no fuera citotoxica y que no provocara interferencia
con los farmacos canonicos, la cual se determiné con los experimentos descritos en
la seccidon 6.5. Después de 5 dias de incubacion se contaron los tripomastigotes y
amastigotes liberados y se realizaron las gréaficas correspondientes para determinar

las Clso como se describio en la seccion 6.5.2 (Figura 6.6).
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Figura 6.6. Modelo de infeccién in vitro expuesto a monoterapia y biterapia.
Metodologia utilizada para realizar las infecciones con tripomastigotes y posteriormente
realizar la exposicién a concentraciones de los compuestos derivados de triazina en
modelos de monoterapia y biterapia.

6.6 Determinacién del efecto del tratamiento con las triazinas en monoterapia

en el contenido de metabolitos tioles en epimastigotes

6.6.1 Obtencion de curvas patrén de los metabolitos tioles presentes en el

sistema antioxidante de T. cruzi

Las curvas patrén de estandares correspondientes a los metabolitos tioles que
participan en la sintesis de T(SH). se construyeron. En un espectrofotometro UV-
VIS se cuantificé un stock de Cys y GSH a una concentracion de 1.5 mM. Para
T(SH)2; se utilizdé un stock de T(SH). oxidado que tenia una concentracion de 37
mM. A partir de los stock de cada tiol, se prepararon muestras a concentraciones

de 0 a 250 pM, los cuales se cuantificaron en el HPLC (Waters-Milford, Estados
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Unidos) (apartado 6.6.3, segundo pérrafo). En el cromatograma la Cys tiene un
tiempo de retencion aproximado a 2.5 min, el GSH tiene un tiempo de retencion de

5 min y el T(SH). con tiempo de retencion de 18 min.

6.6.2. Exposicion de los epimastigotes a los derivados de triazina y farmacos

canénicos

A partir de un cultivo de epimastigotes en fase logaritmica, se sembré en 175 mL de
medio LIT suplementado una densidad de 2.8x108 — 3.2x108 parasitos/mL en
frascos de 250 mL. Este cultivo se separ6 en alicuotas de 25 mL y se agregaron los
compuestos a la concentracion de Clso determinada con anterioridad; es decir, de
13 pM para Bnz, 3 pM para Nfx, 23 yM para 2a, 12 pyM para 2a-R y 1 pM para 2a-
T. Los parasitos se incubaron a 28°C por 24 h. Al término de la incubacion se tomo
1 mL de cada muestra para la cuantificacion de proteinas por €l método de Lowry
(Figura 6.7) y el resto se utilizd para preparar extractos citosolicos (Apartado 6.6.3)

para analizarlos por HPLC.
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Figura 6.7. Cuantificacion de metabolitos tioles de T. cruzi expuesto a los derivados
de triazina 'y los compuestos canonicos. Metodologia utilizada para la cuantificacion de
tioles presentes en la via de sintesis de T(SH).. Imagen realizada en BioRender.
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6.6.3 Preparacion de extractos citosolicos para la cuantificaciéon de tioles por
HPLC

Las muestras obtenidas en el inciso 6.6.2 se centrifugaron a 3500 rpm durante 10
min a una temperatura de 4°C; transcurrido este tiempo se descart6 el sobrenadante
y el boton de parasitos se lavdé dos veces con PBS (anexo 1.3), se descartd
nuevamente el sobrenadante y el botdn resultante se colocé en N liquido y se

almaceno a -72°C hasta su uso en el HPLC (Figura 6.8).
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Figura 6.8 Obtencién de extractos citosoélicos para su cuantificacion en HPLC.
Metodologia ocupada para la realizacion de extractos citosolicos usados para la
cuantificacion de metabolitos tioles presentes en la via de sintesis de T(SH).. Imagen
realizada en BioRender.
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6.6.4 Preparaciéon de las muestras para la medicion de tioles por HPLC

A los extractos citosoélicos almacenados a -70°C se les adicion6 90 pL de una
solucion que contiene 10 mM de DTT disuelto en 1 mL de buffer de lisis (Anexo 6.4).
Se sometio a 3 ciclos de N2iq / y bafio térmico a 37°C. Se centrifugaron durante 10
minutos a 3500 rpm y se almacenaron en hielo.

El equipo de HPLC; el cual esta acoplado a un detector UV-VIS, donde se midio la
absorbancia de las muestras a 412 nm, se prepard para su uso. Las bombas se
purgaron y colocaron en las soluciones correspondientes, el electrodo de la bomba
A se coloco en un medio de acido trifluoroacético (TFA) al 0.15% (Anexo 6.3) y el
electrodo de la bomba B en acetonitrilo filtrado. Posterior a la separacion de las
muestras éstas se pasaron a una bomba C la cual permitio la derivatizacion de la
muestra con una solucion de DTNB 0.1 mM preparado en 250 mL de buffer de
fosfatos 100 mM (Anexo 6.1).

Para el proceso de separacion, se inyecto en el equipo HPLC una muestra de agua
y posteriormente los extractos citosolicos tratados antes de inyectarlos al sistema.
Para ello se obtuvo el sobrenadante; al cual se le adicion6 borohidruro de sodio al
20% y se incubd durante 10 minutos en hielo, después de este tiempo se le adiciono
10 pL de acido perclérico (PCA) al 30% y se centrifugd a maxima velocidad durante
2 min. El sobrenadante se filtr6 utilizando un filtro de 45 um para HPLC y se
inyectaron 50 uL de cada una de las muestras con ayuda de una jeringa Hamilton y

se sometieron a la separacién, obteniendo los picos correspondientes (Figura 6.9).
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Figura 6.9 Preparacién de muestras para inyectar en un sistema HPLC. Metodologia
utilizada para la preparacion de las muestras que se inyectaron en el HPLC vy la posterior
cuantificacidbn de metabolitos tioles presentes en la via de sintesis de T(SH).. Imagen
realizada en BioRender.

6.6.5 Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry

El mililitro de cada una de las muestras de epimastigotes expuestos a los farmacos
se colocé en tubos eppendorft de 1.5 mL, se centrifugd a 3500 rpm a una
temperatura de 4°C, se eliminé el sobrenadante con vacio y se resuspendio el boton
con 1 mL de solucién amortiguadora de PBS, se realiz6 otro centrifugado a 3500
rpm, desechando nuevamente el sobrenadante con vacio y se adicioné 100 uL de

solucion A de Lowry (Anexo 3).

Posteriormente, se prepard una curva patron a concentraciones de 0 a 80 pg/uL de

BSA (Albumina de suero bovino).
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Al momento se preparé una dilucion 50:1 de la solucion A (composicion en Anexo
5-a) y de la solucién B (composicién en anexo 5-b) de Lowry en el volumen a ocupar.
Posteriormente 1 mL de la solucién preparada (Solucion C; Anexo 5-c) se adicion6
a cada tubo de la curva patréon y de las muestras; en intervalos de 10 s y se
mezclaron en un vortex, se dejaron reposar por un periodo de 10 min y se les
adicioné 100 pL de solucion de Folin 1:1. Al minuto 30 se realizé la lectura de
absorbancias a 660 nm en el espectrofotometro Cary UV-vis (Agilent; Santa Clara,
CA USA) en el programa concentracion. La gréfica de absorbancia contra la
concentracion de albumina se construy0 y se ajustd a una linea recta. Por medio de
la interpolacion de las absorbancias de las muestras problema en la curva patron,

se obtuvo la cantidad de proteina presente en cada una de las muestras (Figura
6.10) (Greenfield, 2018).
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Figura 6.10. Cuantificacién de las proteinas usando el método de Lowry. Metodologia
utilizada para la cuantificacion de proteinas con él método de Lowry. Imagen realizada en
BioRender.
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6.7 Andlisis estadistico

Los resultados de los experimentos que se describiran en la siguiente seccion
fueron analizados con una estadistica de t-Student, la cual se realizé con ayuda del
programa Excel, en la cual; cada repeticion de los valores obtenidos con ayuda del
conteo celular dependiente de la concentracion de cada compuesto se colocaron en
una plantilla de Excel; posteriormente, una vez concluidos los experimentos, en una
celda aparte se utilizd el “=Prueba T.N”, que permite obtener la probabilidad
asociada a una prueba t-Student, para esta prueba es necesaria la comparacion de
2 matrices; siendo la matriz 1 constante y en la cual se ocup06 el control; es decir,
los parasitos o células que no fueron expuestos a ningun farmaco y la matriz 2 las
concentraciones adicionadas de los farmacos. Se analizé a 2 colas y de tipo dos
muestras de igual varianza. Se considero significativo cuando * p < 0.05 y muy

significativo cuando ** p < 0.001.
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7. RESULTADOS

7.1Caracterizaciéon del crecimiento relativo de epimastigotes de T. cruzi

La caracterizacion del crecimiento de la cepa Querétaro de T. cruzi se realiz6 a
través de curvas de crecimiento que duraron 9 dias con conteo de parasitos cada
24 h. Un grafico del promedio de la densidad de parésitos/mL se obtuvo en funcion
del tiempo en dias.

Como se observa en la Figura 7.1, una fase exponencial con duracién de 4 dias se
determind seguida de una fase estacionaria temprana la cual incluy6 el dia5 -6, y
finalmente, la fase de muerte a partir del dia 7, por lo que en este dia se presento el
maximo crecimiento de los epimastigotes (27 + 7.9 x 10° parasitos/mL) (Panel A). A
su vez se realizo un grafico logaritmico de crecimiento, confirmando que la fase
logaritmica tiene una duracion de 4 dias (Panel B). Con este ultimo grafico se
calcularon los parametros de crecimiento, velocidad de crecimiento (k= 0.5 £ 0.04
dias™?), el tiempo generacional (G=41.4 + 3.9 h) y el niUmero de generaciones (N=

4.7 + 3.9 generaciones).
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Figura 7.1. Caracterizacién del crecimiento de epimastigotes de T. cruzi. A) Curva de
crecimiento relativo de epimastigotes de T. cruzi (n=4). Se observa del dia 1 al 4 la fase
exponencial, del dia 5 al 6 una fase estacionaria y posteriormente la fase de muerte. Grafico
realizado en el programa OriginPro8. Se realiz6 como prueba estadistica una t-Student, * p
<0.05y ** p <0.001. B) Gréfico logaritmo de la densidad de paréasitos/ mL obtenido a partir
de la curva de crecimiento, al que se le realiz6 un ajuste de manera lineal con el programa
OriginPro8.
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7.2Cuantificacion de los compuestos derivados de triazinas

Los espectros de absorcidbn se determinaron para cuantificar los compuestos
derivados de triazina, Bnz y Nfx; los dos dltimos se utilizaron como farmacos de
referencia. La cuantificacion de los compuestos se realizé con el fin de asegurar que
se adicion6 la misma concentracion del compuesto en la exposicién a parasitos y

células.

La solucion stock de los farmacos canodnicos se cuantificd a una concentracion de
2.6 mM para Bnz y de 0.6 mM para Nfx con un pico maximo a una longitud de onda
de 325 nm (Figura 7.2. Panel A) y de 405 nm, respectivamente (Figura 7.2. Panel
B).
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Figura 7.2 Espectros de absorcién del Bnz y del Nfx. A) Grafico que muestra las
absorbancias correspondientes al farmaco candnico Bnz al que se le adicioné una cantidad
de volumen de concentraciones tedricas azul 1 uM, morado 2 uM y rojo 3 pM; el pico
maximo de absorbancia fue de 0.597 en una longitud de onda de 325 nm €= 12 mMicm?
obteniéndose una concentracion real de 2.7 mM. B) Grafico que muestra la absorbancia
correspondiente al farmaco de Nfx se afiadieron diferentes concentraciones, para el rojo 3
UM, azul 4.5 uM, gris 6 uM y verde 7.5 uM el pico maximo de absorbancia fue de 0.426 a
una longitud de onda de 405 nm, y un € = 14mM“cm™ obteniéndose una concentracion
tedrica final de 0.6 mM.
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Para el caso de los derivados de triazina se prepararon soluciones stock a una
concentracion tedrica de 10 mM, se realizaron los espectros de absorcién en el
rango de longitud de onda (190-1100 nm). Se graficé la absorbancia en funcion de
la concentracién, se realiz6 el ajuste de los datos a una linea recta donde la
pendiente es el coeficiente de extincion molar. Mediante la ley de Lambert-Beer se
relacioné la absorbancia emitida por una solucién con su concentracion. Se obtuvo
un coeficiente de extincién molar (€) de 22.4 mM-~*cm? para 2a a una longitud de
onda de 280 nm (Figura 7.3 Panel A), un €= 3.3 mM-*cm para 2a-R a una longitud
de onda de 355 nm (Figura 7.3 Panel B) y para 2a-T un €= 4.6 mM1cm™ a una
longitud de onda de 290 nm (Figura 7.3 Panel C).
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Figura 7.3. Cuantificacién de compuestos derivados de triazina. A) Grafico que muestra
la cuantificacién de la triazina 2a, el pico maximo se observ6 a una absorbancia de 0.810 a
una longitud de onda de 280 nm a diferentes concentraciones; morado 10 uM, rojo 20 uM,
azul 30 uM y café 40 uM. B) Representa la cuantificacion de la triazina 2 a-R, el pico maximo
se observa a una absorbancia de 0.716 a una longitud de onda de 355 nm en diferentes
volumenes rojo 25 puM, morado 50 uM, café 75 uM y verde 100 uM. C) Grafico que
corresponde a la cuantificacion de la triazina 2a-T con un pico maximo a una absorbancia
de 0.818 a una longitud de onda de 355.0 nm a diferentes voliumenes, rojo 25 uM, gris 50
UM, verde 75 pM y rosa 100 pM.
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7.3Efecto de los derivados de triazina sobre el crecimiento de epimastigotes
de T. cruzi después de 24 h de exposicion

El efecto de las triazinas se evalu6 sobre el crecimiento relativo de epimastigotes
de T. cruzi después de exponerlos durante 24 h. Los farmacos Bnz y Nfx se usaron
como control, los cuales disminuyeron el crecimiento relativo en 50% a una
concentracion de 13 + 4.1 uM (Figura 7.4 Panel A) y de 3 £ 1.5 uM (Figura 7.4 Panel
B); respectivamente. Ademds, el valor de Clg se calculé para conocer la
concentracion en la que se ejerce un efecto maximo, siendo este valor cercano a la
concentracion en que empieza a ejercer un efecto sobre su viabilidad. Un valor de
Clgo mayor a 27 UM se calcul6 para Bnz (Figura 7.4 Panel A) y de 10 = 3 uM para
Nfx (Figura 7.4 Panel B).
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Figura 7.4. Efecto de los compuestos candnicos sobre el crecimiento relativo de
epimastigotes de T. cruzi. A). Efecto del Bnz sobre el crecimiento relativo de
epimastigotes; los datos (n=4) se ajustaron a un modelo de dosis respuesta utilizando el
programa OriginPro8. B). Efecto del Nfx sobre el crecimiento relativo de epimastigotes; los
datos (n=3) se ajustaron a un modelo de tipo logistic con el programa OriginPro8. Se realizé
como prueba estadistica una t-Student de dos colas, * p < 0.05.

Posteriormente; el efecto en el crecimiento de epimastigotes de los tres derivados
de triazina se determind. El mejor efecto se observo con el tratamiento con 2a-T con
un valor de Clsp de 1 £ 0.9 uM y de Clgo mayor a 5 (Figura 7.5 panel C), seguido del
compuesto 2a-R con una Clsp de 12 + 3.2 uM y una Clgo mayor de 18 + 3 uM (Figura
7.5 Panel B) y finalmente el compuesto 2a con un valor de Clso de 23 + 5.6 uM y

una Clgo mayor a 50 pM. La tabla 1 resume los valores obtenidos.
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Figura 7.5. Efecto de los derivados de triazina sobre el crecimiento de epimastigotes
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de T. cruzi. A). Efecto de la triazina N-6xido (2a) (n=4), con un ajuste de tipo dosis-
respuesta. B). Efecto de la triazina 2a-R (n=5) con un ajuste de tipo Boltzmann. C). Triazina
2-aT con un ajuste de tipo dosis-respuesta. Todos los ajustes se realizaron en el programa
OriginPro8. Se realizé en los 3 graficos una estadistica de t-Student, de dos colas * p <0.05

y ** p <0.001.

Tabla 7.1. Efecto de los derivados de triazina sobre el crecimiento relativo de
epimastigotes de T. cruzi.

Valores de Clsoy Clgo obtenidos en los graficos correspondientes al crecimiento relativo en

epimastigotes de T. cruzi en funcién de la concentracion de los compuestos derivados de

triazinas (2a, 2a-R y 2a-T) utilizando como control a los fArmacos candnicos (Bnz y Nfx).

Compuesto Clso (M) Clgg (M)
Bnz 13141 >27
Nfx 3+1.5 10+£0.3
2a 23+5.6 >50

2a-R 12 + 3.2 18 £+ 3
2a-T 1+0.9 >5
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7.4Efecto de los derivados de triazina en células HFF-1 después de 24 h de
exposicion

El efecto de las triazinas, el Bnz y el Nfx se determind sobre la viabilidad de células
HFF-1; después de exponerlas por 24 h. El Bnz y el Nfx disminuyen la viabilidad
celular en 50 % a una concentraciéon >27 uyM y >8 uM, respectivamente. Se
calcularon las CLio con el fin de escoger concentraciones para el modelo de
infeccion in vitro, obteniendo un valor de CLio para Bnz de 3.2+ 09 puMy 22 +1
MM para Nfx (Figura 7.6 Paneles Ay B).

Los derivados de triazina también son citotdxicos para las HFF-1; se obtuvo una
Clsode 43 + 12 uM y CLio de 12 £ 5.5 uM para 2a (Figura 7.7 Panel A), una CLso
de 11 £ 5y CLiode 4 £ 0.5 pM para 2a-R (Figura 7.7 Panel B) y una CLso de 0.8 =
0.4 y una CLio de 0.2 + 0.05 puM para 2a-T (Figura 7.7 Panel C). Se observa la

comparacion de lo ocurrido en el crecimiento de epimastigotes y en la viabilidad
celular en la Tabla 7.2.

9 CLso: >27 pM B 100+ CLso: >8 pM
] ; 90} .
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Figura 7.6. Efecto de Bnz y Nfx sobre la viabilidad en células HFF-1 después de 24 h
de exposicién. Graficos que muestran el efecto de los compuestos candnicos sobre la
viabilidad en células HFF-1 A) Bnz (n=6), B) Nfx (n=8). Los graficos se construyeron en el
programa OriginPro8 y los datos se ajustaron a un modelo de dosis-respuesta. Se realiz6
como prueba estadistica una t-Student, * p < 0.05.
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Figura 7.7 Efecto de los derivados de triazina sobre la viabilidad en células HFF-1
después de 24 h de exposicidn. A) Triazina 2a sobre la viabilidad celular (n=5). B) Triazina
2a-R (n=4). C) Triazina 2a-T (n=5). Los graficos se construyeron en el programa OriginPro8
y los datos se ajustaron a un modelo de tipo dosis-respuesta. Para todos los graficos se
realizé una estadistica de t-Student a dos colas con *p < 0.05.

Tabla7.2. Tablacomparativa del efecto de los derivados de triazina sobre la viabilidad
en células HFF-1 después de 24 h de exposicion. Se muestran los valores obtenidos de
Clso en el crecimiento relativo de epimastigotes de T. cruzi y su efecto citotéxico en la

viabilidad de células HFF-1 representado por valores de CLsp y CLio.

Compuesto | Clsy en crecimiento de |CLs, en viabilidad| CL,, en viabilidad
epimastigotes (UM) de HFF-1 (uM) de HFF-1 (uM)
Bnz 13 +4.1 >27 3.2+0.9
Nfx 3+15 >8 2.2+ 1
2a 23 +£5.6 43 +12 12 + 5.5
2a-R 12 + 3.2 11+£5 4+0.5
2a-T 1+0.9 0.8+04 0.2 +£0.05
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7.5 Determinacién de la concentracion de los derivados de triazina en células
HFF-1 a utilizar en monoterapia en un modelo de infeccion in vitro por T.
cruzi

Un modelo de infeccion in vitro con tripomastigotes de T. cruzi, se utiliz6 para
determinar si las triazinas pueden disminuir la Clso de lo compuestos canénicos.
Para ello se determinaron las concentraciones cercanas al valor de CL1g en células
HFF-1, con el fin de asegurar que el efecto que se observara fuera sobre la

liberacion de las formas infectivas y no por un efecto citotoxico en las células.

El experimento de la seccion 7.4 se repiti6 manteniendo las condiciones que se
utilizaron en el modelo de infeccion in vitro, las concentraciones maximas que se
utilizaron para este anlisis fueron 2.5 puM para Bnz y Nfx (Figura 7.8 Panel Ay B),
para los derivados de triazina 2a y 2a-R las concentraciones maximas fueron de 5
MM y para la triazina 2a-T la maxima fue de 0.5 uM (Figura 7.9 Paneles A, By C).
Hasta estas concentraciones analizadas se observdO que no hay un efecto

significativo sobre la viabilidad celular con ninguno de los compuestos.
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Figura 7.8 Determinacion de la concentracion de CLio para Bnz y Nfx en células HFF-
1 para utilizarse en el modelo de infeccién in vitro de monoterapia. Gréficos que
muestran que no hay un efecto significativo de la viabilidad celular. A) Bnz hasta una
concentracion de 2.5 uM (n=4) y B) Nfx hasta una concentracion de 2.5 uM (n=5). Ambos
gréficos se realizaron en OriginPro8 con ajuste de tipo dosis-respuesta. Y a ambos se les
realiz6 como estadistica una t-Student de dos colas, no se encontro diferencia significativa.
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Figura 7.9. Determinacién de la concentracidon a utilizar de los derivados de triazina
sobre células HFF-1 para el modelo de infeccidn in vitro de monoterapia. Gréaficos que
muestran que no hay efecto significativo de los derivados de triazina sobre la viabilidad de
HFF-1 hasta una concentracion de 5 uM. A) Triazina 2a (n=5). B) Triazina 2a-R (n=4). C)
Triazina 2a-T hasta 0.5 uM (n=4). Todos los graficos se realizaron en OriginPro8, con un
ajuste de tipo dosis-respuesta. Se realizé una prueba estadistica de t-Student a dos colas
y no se encontré diferencia significativa para ninguna de las triazinas.

7.6 Efecto de los derivados de triazina en un modelo de infeccion in vitro de
monoterapia

El efecto en monoterapia de los farmacos canonicos y las triazinas se evalu6 en un
modelo de infeccidn in vitro; en donde la variable a determinar es la liberacion de
formas infectivas 5 dias posteriores al inicio de la infeccion. A los 5 dias los parasitos
liberados en ausencia de los farmacos son tripomastigotes 5x10° + 1.4x10% y de
amastigotes de 1.5x10* + 8.7x102 totales. El tratamiento con el Bnz y Nfx
disminuyeron la liberacion de tripomastigotes con valores de Clso de 0.07 uM (Figura
7.10 Panel Ay B). En el caso de los derivados de triazina se determinaron valores
de Clso de liberacion de tripomastigotes de 0.3 uM para 2a, 0.9 + 0.02 uM para 2aR
y de 0.07 £ 0.01 uM para 2aT (Figura 7.11, panel A, B y C, respectivamente). La
Tabla 7.3 resume los resultados de Cliso.
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Figura 7.10. Efecto que tienen los farmacos utilizados en la clinica sobre el modelo de
infeccion en monoterapia. A) Bnz (n=4), B) Nfx (n=4). Ambos graficos se realizaron con
el programa OriginPro 8 y se les realiz6 un ajuste a un modelo exp 1.
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Figura 7.11 Efecto en el modelo de infeccion de monoterapia de los derivados de
triazina. A) Gréfico correspondiente a 2a (n=3). B) Comportamiento del compuesto 2a-R
(n=3). C) Efecto del compuesto 2a-T (n=3). Los datos se ajustaron a un modelo de dosis-
respuesta con el programa OriginPro 8 y se les realizO como prueba estadistica una t-
Student de dos colas con *p< 0.05 y ** p< 0.001.
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Tabla 7.3. Concentraciones inhibitorias de los compuestos en monoterapia
en el modelo de infeccién in vitro. Valores obtenidos de Clso en la liberacion
de los tripomastigotes y amastigotes para los farmacos canoénicos y las triazinas
en monoterapia.

Compuesto Clgy en Clgy en
tripomastigotes (UM)|amastigotes (UM)
Bnz 0.07 0.17
Nfx 0.07 0.07
2a 0.3+0.1 0.3+0.2
2a-R 0.9+0.015 1.8+ 0.7
2a-T 0.07 £ 0.01 0.06 £ 0.02

7.7 Efecto de los derivados de triazina en biterapia con Bnz y Nfx en el

modelo de infeccidn in vitro

En un modelo de infeccion in vitro con T. cruzi se evaluo si los derivados de triazina
disminuyen las concentraciones inhibitorias de Bnz y Nfx; a este modelo lo definimos
como biterapia. Se utilizaron concentraciones de 0 - 0.04 uM para Bnz y Nfx y para
los derivados de triazina se utilizé una sola concentracion, de 0.15 uM para 2a, 0.6
MM para 2a-R y 0.035 pM para 2a-T; éstas Ultimas son concentraciones menores a
las Clso de triazinas en monoterapia.

La triazina 2a disminuyo la Clso del Bnz 30 nM para tripomastigotes. En el caso de
la triazina 2a-R la Clso del Bnz disminuyo a 2 nM para tripomastigotes y a 8 nM para
amastigotes disminuyendo la Clso Bnz >50 veces. El efecto que se obtuvo al
combinar Bnz + 2a-T fue una disminucién del valor de Clsp a 15 nM para
tripomastigotes y de 35 nM para amastigotes.

Para la combinacion del Nfx con triazinas se observo una disminucion entre de 5 —
6 veces sus valores en los experimentos en monoterapia. Se calculé una Clso para
Nfx + 2a de 12 nM en tripomastigotes y 30 nM en amastigotes; Nfx + 2a-R obtuvo
valores de Clso en tripomastigotes de 10 nM y 24 nM en amastigotes; para la
combinacion de Nfx + 2a-T la Clso del Nfx fue de 60 nM en tripomastigotes. La tabla

7.4 resume los valores.
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Tabla 7.4. Efecto de los derivados de triazina en las Clsg del Bnz y Nfx en biterapia
contra la infeccion por T. cruzi. Concentraciones inhibitorias en la liberacion de
tripomastigotes y amastigotes de T. cruzi del Bnz y Nfx en biterapia con triazinas (n=2)

Compuesto |Concentracion Bnz (40 nM) Nfx (40 nM)
de triazina (nM) Clzg iheracion (NM) Clsg iheracion (NM)
Tripomastigotes | Amastigotes |Tripomastigotes| Amastigotes
Sin 0 70 170 70 70
compuesto
2a 150 30 NA 12 30
2a-R 600 2 8 10 24
2a-T 35 15 35 50 NA

7.8 Efecto de los derivados de triazina sobre la concentracion de metabolitos
tioles de T. cruzi

El efecto de los derivados de triazina sobre los metabolitos tioles de epimastigotes
de T. cruzi se determiné con la finalidad de establecer si estos compuestos
afectaban el sistema antioxidante del parasito.

En primer lugar, se aprendio la técnica para la determinacion de los tioles por HPLC.
Las curvas patron de Cys, GSH y T(SH)2 se construyeron graficando el area bajo la
curva de los picos del cromatograma obtenidos por HPLC en funcién de la
concentracion en picomoles del tiol; se realiz6 un ajuste lineal para obtener la
ecuacion de la recta. De los ajustes de los datos experimentales se obtuvo una
pendiente para Cys de 312.2 y para GSH de 130.8 (Figura 7.12); el valor de GSH
fue semejante a lo obtenido anteriormente en el equipo de trabajo, mientras que Cys
vario (Cys= 192 y GSH= 186). Para el caso del T(SH). se construyo esta curva por
primera vez, ya que antes se realizaba la determinacion del T(SH)2 con la curva
patron de Cys por lo que los resultados de esta tesis estan calculados con la
pendiente directa de T(SH)- la cual dio un valor de 1404.2 (Figura 7.12). Con dicha
ecuacion de la recta y las pendientes se determinaron las concentraciones de los
metabolitos tioles presentes en extractos de epimastigotes expuestos por 24 h a los

farmacos.
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Figura 7.12. Curvas patron para la cuantificacion de los metabolitos tioles presentes
en la via de sintesis de T(SH).. A) Grafico de Cys con una regresion lineal, obteniendo la
ecuacion de la recta con una pendiente de 312.2 y un valor de R? de 0.998 (n=3). B) Curva
patron del GSH al cual se le realiz6 una regresion lineal con pendiente de 130.8 y R? de
0.994 (n=3). C) Grafico correspondiente al metabolito de T(SH). con una pendiente de
1404.2 obtenida a partir de una regresion lineal y con un valor de R? de 0.999 (n=1).

Una vez obtenidas las curvas patron se procedio a evaluar el efecto de los derivados
de triazina sobre los metabolitos tioles en epimastigotes de T. cruzi después de 24
h de exposicién. Las alicuotas de parasitos se expusieron a los valores de Clso
determinados en el apartado (7.2) de los compuestos de interés y como control se
utilizaron parasitos que no fueron expuestos a ningin compuesto. El contenido de
tioles se determiné por medio HPLC y se calcularon las concentraciones mediante
las curvas patron descritas anteriormente y se normalizaron por el contenido de
proteina de cada muestra.

Los epimastigotes expuestos a los farmacos candnicos no ejercieron un cambio
significativo en los tioles totales con respecto a los epimastigotes control. En
contraste, los parasitos expuestos a los derivados de triazina mostraron cambios

significativos en dichos metabolitos (Figura 7.13 Panel A). Una vez normalizados;
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utilizando como 100% los contenidos de tioles en parésitos no expuestos (Figura
7.13 panel B), los derivados de triazina 2a y 2a-R tienden a disminuir hasta un 20%
la concentracion de Cys, lo cual no se observé en 2a-T; sin embargo, los 3
compuestos incrementaron aproximadamente 2.5 veces la concentracion de GSH,
asi mismo; 2a y 2a-R aumentaron la concentracion de T(SH)2 en un 25 y 50%;

respectivamente, pero para 2a-T no tuvo un incremento significativo.

300+
C * *
| = G’; | [ cys
I GsH

_ 200

-
(3]
1 N

=
o
1 N

Tioles(%

(3]
1

Tioles (nmol/img de proteina)

Control bnz nfx 2a 2aR 2aT Control bnz nfx 2a 2aR 2aT

Figura 7.13. Efecto de los compuestos sobre los metabolitos tioles en epimastigotes
de T. cruzi. A) Efecto de los farmacos candnicos y de las triazinas sobre metabolitos tioles
en unidades de (nmol/ mg de proteina). B) Efecto de los compuestos sobre el % de
metabolitos tioles, el control se utiliz6 como el 100%. Ambos graficos se realizaron en
OriginPro 8 y se les realizd una estadistica de t-Student a dos colas con una *p< 0.05y **p
< 0.001.
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8 DISCUSION

8.1 Caracterizacién del crecimiento de T. cruzi

Una curva de crecimiento consta de 4 fases, una fase de latencia, fase exponencial
o logaritmica (log), seguida de una fase estacionaria y finaliza con una fase de
muerte (Prescott, et al., 2004). En la curva de crecimiento de los epimastigotes
obtenida en este proyecto (Figura 7.1) no se distingue la fase de latencia (lag)
caracteristica ya que los parasitos provienen de un cultivo en fase exponencial de
crecimiento, ya estan adaptados al medio y cuentan con sustratos para comenzar a
dividirse (Prescott, et al., 2004). En el grafico obtenido; la fase exponencial empieza
a las 24 h; sin embargo, esto sucede debido a que el conteo es cada 24 horas, lo
gue nos permite deducir que la fase de latencia se da en las primeras horas de
iniciado el cultivo y esto se comprueba con el valor obtenido en la velocidad de
crecimiento (k= 0.5 + 0.04 dias ) ya que esta constante nos indica la velocidad en
el que la poblacion de parasitos en el cultivo crece (Martin, etal., 2019). En el equipo
de trabajo se report6 de 0.7 + 0.1 dias™!; N=4.5+ 1.2; G=23.4 + 2.9 h (Tesis, Nifiez-

Moreno, 2022), estos resultados son similares a los obtenidos en este proyecto.

Posteriormente, la fase exponencial de crecimiento se observa con velocidad de
crecimiento constante hasta llegar al maximo crecimiento posible debido a la
densidad celular y a la disminucién en los nutrientes en el cultivo (Prescott, et al.,
2004); en el caso de los epimastigotes esta fase duro 4 dias. Se asume que a partir
del dia 5 se llega a la fase estacionaria de crecimiento, aunque no se distinga con
certeza en el gréafico; ya que el dia 5 y 6 no se realiza un conteo de parasitos, pero
se conoce que en esta fase los parasitos disminuyen su crecimiento debido a que
las condiciones del medio no son suficientes para sobrevivir y comienza una
acumulacién de desechos (Tortora, et al., 2017) lo cual provoca que el dia de
maximo crecimiento sea en el dia 7 y conlleve a la fase de muerte debido a la
carencia de nutrientes en el medio (Prescott, et al., 2004), esta fase se pudo

observar de manera visual, ya que se formé un precipitado de parasitos muertos.
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Esto ya se ha observado con anterioridad en otros trabajos de investigacion como
lo analizé Kunii, et al., 2022 en cepas de T. cruzi Tsh 4 y 18; obtenidas a partir de
las heces de un Triatoma sherlocki de Santo Inacio, Bahia y cultivados en medio
LIT, reportando una fase logaritmica de 1 a 5 dias seguida de una fase estacionaria
temprana del dia 6 al 10 en la que se observo una disminucién del crecimiento
(Kunii, et al., 2022).

De manera interesante se observd que otros tripanosomatidos tienen un crecimiento
similar al que obtuvimos con T. cruzi, como lo fue en el analisis de las curvas de
crecimiento de cepas diferentes de Leishmania, en las cuales se realiz6 el conteo
de promastigotes obtenidos a partir de amastigotes de ratones Balb/c y Swiss
Webster, ambos fueron infectados con Leishmania infantum chagasi y Leishmania
infantum infantum, encontrando datos similares, ya que se reportd una fase
logaritmica del dia 3 al 4, siendo el dia 4 el de maximo crecimiento, a partir de este
dia comenzé la fase de muerte y el dia 7 ya no se observaron parasitos vivos. Pero
no se indicaron valores como la velocidad de crecimiento ni el numero de

generaciones para este tripanosomatido (Ferreira-Paes, et al., 2020).

8.2 Efecto antiparasitario de los farmacos candnicos y los derivados de

triazina contra epimastigotes de T. cruzi

En esta tesis se obtuvieron Clso de 13 £ 4.1 uM para Bnz y de 3 £ 1.5 pM para Nfx.
Estos resultados son reproducibles, debido a que con anterioridad ya se habian
caracterizado los farmacos candnicos por el equipo de trabajo, obteniendo
resultados similares en la misma cepa de parasitos (T. cruzi cepa Querétaro DTUI),
siendo para Bnz = 12 + 2 uM (Gonzéalez-Chavéz, et al., 2019) y para Nfx 3 + 0.6 uM
(datos no publicados por el grupo de trabajo). Datos de Revollo, et al., el cual evaluo
la susceptibilidad in vitro de los compuestos utilizados en la clinica de diferentes
cepas de T. cruzilas cuales eran de diferentes origenes y de diferentes tipificaciones
de DTU (Tcl, Tclly TeV), lo cual puede explicar la diferencia en los datos obtenidos,
ya que en este equipo de trabajo se obtuvo el promedio de los valores de Clso de

todas las tipificaciones, siendo 4.02 + 2.82 para Bnzy 2.46 £ 2.25 uM para Nfx, esto
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nos permite observar que nuestros valores obtenidos no son tan variables,

principalmente para Nfx (Revollo, et al., 2019).

Los resultados obtenidos con las triazinas demuestran que los 3 derivados
disminuyen el crecimiento relativo de epimastigotes de T. cruzi; en el intervalo
micromolar de 1.5 — 23 pM (Figura 7.5; Tabla 7.1). Esto contrasta con la hipotesis
planteada en esta tesis, que los compuestos 2a y 2a-R al tener en su estructura al
grupo N-oxido afectarian de manera mas notable el crecimiento de los
epimastigotes; sin embargo, fue precisamente el compuesto 2-aT que no tiene el
grupo N-oxido en su estructura el que tuvo mayor efecto antiparasitario con una Clsg
de 1.5 uM. Comparando el efecto de las triazinas con el de los farmacos canoénicos;
determinamos que los derivados de triazina 2a y 2a-R necesitan entre 2 — 7 veces
la concentracion de Bnz para alcanzar el mismo efecto inhibidor. De manera
interesante, el compuesto 2a-T necesitd 13 veces menos la concentracion de Bnz
o Nfx para tener el mismo efecto inhibidor (Tabla 7.1). Se ha reportado el efecto que
ejerce el grupo N-Oxido sobre epimastigotes de T. cruzi en la cepa Tulahuen 2, la
cual se crecié en un cultivo diferente, en un medio axénico que contiene infusion de
cerebro-corazoén; el conteo de parasitos fue por nefelometria a 610 nm, después de
su exposicion a diferentes compuestos con grupo N-Oxido, encontrando que todas
ejercen un efecto en la disminucion del crecimiento de epimastigotes de T. cruzi
(Boiani, et al., 2010).

Por otro lado, los 3 derivados de triazina tienen un efecto citotoxico significativo e
importante sobre la viabilidad de los fibroblastos HFF-1 (CLso en el intervalo 0.8- 43
UM; Figura 7.7; Tabla 7.2) en comparacion con Bnz y Nfx; estos ultimos apenas
comienzan un efecto de citotoxicidad al 50% a la Ultima concentracion evaluada (27
UM y 8 uM), respectivamente (Figura 7.6). En el caso de Bnz ya se habia
determinado la CLso con anterioridad en el equipo de trabajo obteniendo un valor de
50 uM aproximadamente (datos no publicados por el grupo de trabajo). Para el caso
de Bnz si se ha caracterizado su citotoxicidad en células HFF-1 en otro equipo de
trabajo en el cual utilizaron el ensayo de tetrazolio MTS, reportando valores mayores
a 64 uM para Bnz (Valli, et al., 2022). Existen estudios de genotoxicidad en Nfx a
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corto y largo plazo en leucocitos. A corto plazo no se encontrd citotoxicidad para
Nfx, mientras que a largo plazo se reporté una citotoxicidad a 56 puM (Buschini, et
al., 2009). Al comparar los valores de los derivados de triazina observamos que el
compuesto 2a es el que presentd una menor citotoxicidad sobre HFF-1 el cual
presenta el grupo N-oxido, y que su reacomodo en la estructura de la triazina nos
podria indicar que este grupo ayudo a disminuir el efecto tdxico, aunque hasta el
momento no se ha reportado evidencia sobre el efecto que tiene el N-oxido por si
solo.

8.3 Efecto de los farmacos canodnicos y las triazinas en monoterapia en un

modelo de infeccién in vitro de T. cruzi

Para avanzar en entender el posible efecto antiaparasitario de las triazinas, estos
primeramente se evaluaron en monoterapia y se compararon con los antichagasicos
canonicos en un modelo de infeccion in vitro. En este modelo, se infectan células
HFF-1 con tripomastigotes y las células ya infectadas se tratan con los compuestos
y se deja progresar la infeccion por 5 dias hasta el inicio temprano de la liberacion
de los tripomastigotes, los cuales se utilizan como variable para determinar la

infeccion.

Para realizar los experimentos, primero tuvo que identificarse la concentracion
maxima de triazina que no afectara la viabilidad de las HFF-1 para que no interfiriera
en su capacidad de infectarse, por lo que se evaluaron concentraciones menores a
la CLio para las triazinas las cuales fueron 5 uM para los compuestos 2ay 2a-R y
0.5 uM para 2a-T (Figura 7.9). Por lo tanto, se utilizaron estas concentraciones
mencionadas con anterioridad para el caso de 2a y 2a-R, pero para 2a-T se decidio

disminuir a 0.25 puM, debido a que es la triazina que mayor toxicidad presento.

Cuidando estas condiciones; en el modelo de infeccion de monoterapia se observo
gue se necesita concentraciones de 0.3, 0.9, y 0.07 pM para 2a, 2a-R y 2a-T,
respectivamente, para inhibir la liberacion de formas infectivas para todas las

triazinas (Figura 7.11 y Tabla 7.3), afectando de alguna manera el ciclo de vida de
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T. cruzi. Sin embargo, el Unico que podria competir con los farmacos canoénicos es
la triazina 2a-T. Se sabe que se requieren aproximadamente 20 min para que este
parasito penetre en las células y de 2 a 3 h para que se transformen en amastigotes
dentro de la célula (Araujo-Jorge, 2019), por ello se deja incubando dos horas para
gue ocurra este proceso y después de este tiempo se exponen los compuestos a
los parasitos. Cabe mencionar que, después de la interaccion se les realizan 3
lavados a las células infectadas, lo que evita que queden tripomastigotes
contaminantes en el sobrenadante y asegure que esta forma infectiva solo este
dentro de la célula. A la vez se sabe que la replicacion de amastigotes se da entre
las 18 y 27 h después de infectar y por ello el conteo de tripomastigotes se realiza
a los 5 dias post- infeccion, esto debido a que en el grupo de trabajo ya se
caracterizo este modelo de infeccion y se conoce que del dia 4 al 5 comienza la lisis
de la célula por los tripomastigotes para su liberacion temprana. Por lo tanto, es en
estos dias cuando se realiza el conteo de los tripomastigotes y amastigotes en el

sobrenadante (Gonzalez-Chavez, et al., 2019).

Las triazinas contienen en su estructura un grupo éster el cual pudiera ser activado
por medio de las esterasas y lipasas, se da la hidrolisis del grupo éster en un alcohol
0 grupo acido polar que permite la entrada a la membrana (Lam vy llies, 2022). La
entrada de las triazinas a las células infectadas y posteriormente a los parasitos
pudiera provocar una baja en la transformaciéon de tripomastigotes a amastigotes,
la replicacién de amastigotes o incluso que; mueran los tripomastigotes y evite que
estas formas sean liberadas al citosol. Otra opcion es por medio de la inhibicién de
algunas de las proteinas que son esenciales para que el ciclo de vida de T. cruzi

sea completado y lleve a cabo una infeccion eficaz (Manning-Cela, et al., 2001).

Al comparar las triazinas con los farmacos clinicos pudimos observar que
interesantemente el compuesto 2a-T ejerce el mismo efecto de inhibir la liberacion
de las formas infectivas a la misma concentracién (0.07 uM) que Bnz y Nfx (Tabla
7.3) mientras que los compuestos 2a y 2a-R necesitan una concentracién al menos
4-13 veces mayor comparada con los farmacos antichagasicos. Cabe destacar que

ya se tiene registro de los farmacos utilizados en la clinica sobre un modelo de
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infeccion, en el cual se reporté un valor de Clso de Bnz de 5.73 £ 3.07 uM y 4.00 +
1.90 pM para tripomastigotes y amastigotes, respectivamente y para Nfx de 3.60 *
2.67 UM para tripomastigotes y 2.62 + 1.22 uyM para amastigotes (Revollo, et al.,
2019). Estos resultados son diferentes a los determinados en este proyecto, esto

puede deberse a la metodologia ocupada.

8.4 Efecto de los farmacos candnicos y las triazinas en biterapia en un

modelo de infeccién in vitro de T. cruzi

Debido a las bajas concentraciones en que muestran efecto, no se descartd ninguna
triazina para el analisis del modelo de infeccidn in vitro expuesto a biterapia, ya que
se ha visto que en ocasiones un compuesto no ejerce un efecto prometedor por si
solo, pero al usarlo en biterapia con los antichagasicos candnicos, puede mejorar el
efecto de estos ultimos, siendo una estrategia interesante para la basqueda de
nuevos tratamientos (Planer, et al., 2014). Se tiene reporte de que un compuesto
por si solo puede no ejerce un efecto interesante, pero al momento de realizar
terapia combinada producen un efecto positivo. Como sucedio al analizar el efecto
sinérgico del alopurinol en combinacién con Bnz (Mazzeti, et al., 2019). Por lo tanto,
se decidio analizar el Bnz o Nfx en conjunto con los derivados de triazina para

determinar si estos ultimos disminuyen el valor de Clso de los farmacos clinicos.

Las triazinas 2a y 2a-T a una concentracion de 0.5 uM y 0.035 pM; respectivamente,
disminuyeron 1.4 - 4.6 veces la Clso del Bnz y del Nfx (los cuales se mantuvieron a
una concentracion de 0.04 uM en conjunto con todas las triazinas). De manera
interesante la triazina 2a-R a una concentracion de 0.6 pM disminuyé mas de 50
veces la liberacion de parasitos. Por lo tanto, las triazinas ejercen un efecto
interesante en conjunto con los antichagasicos, lo cual debe ser analizado con
mayor profundidad, con el fin de conocer cual es el mecanismo que siguen en

conjunto para evitar la liberacion de los tripomastigotes y amastigotes.
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8.5 Efecto de los farmacos candnicos y las triazinas en monoterapia en los
metabolitos tioles de epimastigotes

Por ultimo, se analiz6 el efecto que tienen los derivados de triazina sobre los
metabolitos tioles de T. cruzi con el fin de explorar posibles modos de accion de los

compuestos.

Por ello se comenzo realizando las curvas patron de los metabolitos tioles presentes
en los parasitos que son Cys, GSH y T(SH).. Las curvas patron ya se tienen
implementadas en el laboratorio, pero en esta tesis se construyo el protocolo para
el T(SH).. Vazquez, et al., reporté en 2017 valores similares a los de este proyecto,
siendo el 100% de Cys: 48 + 1, GSH: 57 £ 22 y T(SH)2: 3.1 £ 0.9

nmol*(mg/proteina)?! (Vazquez, et al., 2017).

Como resultado de la cuantificacion de los metabolitos tioles después de exponerlos
a los derivados de triazina se observo un incremento significativo en el GSH, el
precursor del T(SH)2. Se conoce que el que desintoxica es el tripanotion, no el GSH;
por lo tanto, al momento de ser expuesto a la triazina se genera un aumento en los
niveles de GSH en los parasitos muy probablemente para mantener las pozas del
metabolito antioxidante T(SH). para defenderse de los efectos de estos

compuestos.

Anteriormente, se ha observado un aumento en los niveles de GSH causados por
triazinas, como lo fue en el caso del tratamiento de ratas con atrazina (una triazina
del tipo 1,2,3) que es utilizada como un herbicida. Se sabe que la atrazina actda
bloqueando la transferencia de electrones en el complejo 1l lo que provoca un
aumento del gasto energético y del dafio oxidativo debido a esto podemos asumir
gue hubo un aumento en GSH de hasta el 100%, como resultado de una defensa
antioxidante (Zimmerman, et al., 2018). A su vez se sabe que el T(SH). tiene una
funcién homologa al del GSH en mamifero (Saavedra, et al., 2019) por lo que se
esperaba el incremento de dicho metabolito. Recapitulando que el T(SH). se

sintetiza a partir de 2 moléculas de GSH y una molécula de espermidina por medio
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de la tripanotion sintetasa, siendo esta Ultima la segunda enzima que controla el
flujo de la via de sintesis de T(SH)2 (Saavedra, et al., 2019) por lo que su incremento

no fue tan notable ni equivalente a la concentracién de GSH.

61



9 CONCLUSIONES

e El grupo N-6xido en los compuestos evaluados no mejoro la eficacia de la

triazina como antiparasitario, pero permitid6 menos citotoxicidad para células.

e Los tres derivados de triazina presentaron efecto citotoxico para ambos tipos

celulares.

e Elcompuesto 2a-T fue el derivado de triazina que produjo mejor efecto sobre
el crecimiento relativo de epimastigotes de T. cruzi y en el modelo de

infeccidn in vitro con tripomastigotes.

e Los derivados de triazina en un modelo de infeccion in vitro de biterapia

mejoraron el efecto de Bnz y Nfx, disminuyendo su valor de Clso.

e Los derivados de triazina ejercieron un efecto significativo sobre el sistema

antioxidante de T. cruzi, especificamente sobre GSH.

10. Perspectivas

Evaluar la posible inhibicion de la TryS y TryR en parasitos expuestos por 24 h a los

derivados de triazina.

Evaluar la reproducibilidad del efecto de las triazinas en el modelo de biterapia.
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ANEXOS

1. Preparacién de medios para el cultivo de epimastigotes de T. cruzi
1.1 Preparacion de medio LIT

El medio LIT (Infusion de higado-triptosa) se preparé con: infusiéon de higado al 0.5
%, 11.1 mM de glucosa (0.2 %), triptosa al 0.5 %, 68.4 mM de NaCl (0.4 %), 5.4 mM
de KCI (0.04 %), 29.6 mM de Na>HPO4 (0.42 %) y se disolvié en agua bi-destilada
para completar 900 mL y se colocaron 450 mL en frascos de vidrio con capacidad
de 500 mL. Posteriormente se esterilizo en autoclave a 121 °Cy 1.5 atm por 15 min.
Antes de su uso se suplemento con suero fetal bovino francés inactivado (SFB)
(Nuaillé, Francia; Biowest) al 10% (Anexo 1.1.1), hemina (ChemCruz, Dallas, USA)
(25 pg/mL) (Anexo 1.1.2) y 0.5 % de antibidtico penicilina/estreptomicina (Sigma;
Misuri, USA).

1.1.1 Inactivacion de suero fetal bovino

Un frasco de suero fetal bovino que se encontraba almacenado a - 70°C se procedi6
a descongelarlo a 4°C, una vez descongelado por completo se sometid a una
temperatura de 56°C por media hora y cada 10 min se invirti6 por 3 veces,
posteriormente se dej6 a temperatura ambiente por 30 min y se realizaron alicuotas

de 50 mL las cuales se almacenaron a - 70°C.

1.1.2 Preparacién de la hemina

Se prepar6 un stock de 19.2 mM de hemina y se disolvié en 100 mL de una solucion
NaOH 0.1 N, la cual se esteriliz6 por medio de un filtro para jeringa de 0.20 um

(Sarstedt; Numbrecht, Alemania).

1.2 Preparacion de PBS pH 7.4

Para preparar 1 L de PBS se homogenizaron 136.7 mM de NaCl, 2.7 mM de KCI,
9.6 mM de NazHPO4y 2.1 mM de KH2PO4, los cuales se disolvieron en 1 L de agua
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bi-destilada, posteriormente se ajustd el valor del pH a 7.4 y se esterilizd en
autoclave a 121°C y 1.5 atm por 15 minutos.

2. Preparacién de medios utilizados para el mantenimiento y realizacion
de experimentos con células HFF-1y LLC

2.1 Preparacion de medio DMEM

Para preparar 1 L del medio DMEM (Medio Eagle modificado de Dulbecco) se utilizé
un sobre de DMEM (Gibco; Grand Island, USA) que contiene 25 mM de glucosa, 4
mM de L-glutamina y 0.020 mM de clorhidrato de piridoxina y se adicion6 440 mM
de NaHCOs, y 23.1 mM de Hepes acido, el cual se disolvio con 900 mL de agua
MiliQ con un ultrafiltro Biopak (Merck; Darmstadt, Alemania); y se ajusto a pH 6.8.
Se esterilizo por filtracion con un filtro (Corning Incorporated; Corning, USA) de 0.22
MM en frascos de vidrio de 500 mL a los cuales se les adicion6 450 mL del medio.
Antes de su uso se suplementé con SFB (Gibco; Grand Island, USA) al 10% y
antibidtico 0.5% estreptomicina/penicilina. O con SFB al 2% y antibiético 0.5%

estreptomicina/penicilina.

2.2 Preparacion de buffer PBS-EDTA pH 7.4

Para preparar 1 L de PBS-EDTA se pes6 111 mM de NaCl, 16.1 mM de K;HPOa,
3.4 mM de KH2POg, los cuales se disolvieron en 1 L de agua bi-destilada y se
adicion6 una concentracion de 0.5 mM de EDTA, se ajusto el pH a 7.4 y se esterilizd

por autoclave a 121.5 °C y 1.5 atm por 15 min.

3. Mantenimiento de medios de cultivo

3.1 Mantenimiento de Epimastigotes

Un cultivo de 1,000,000 de epimastigotes de T. cruzi que pertenece a la cepa
Querétaro DTU1 se sembr6 en 5 mL de medio LIT suplementado (anexo 1.1) y se

le realiz6 cambio de medio LIT cada tercer dia.
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3.2 Cultivo de células HFF-1

Se obtuvo un criovial de células HFF-1 las cuales estaban almacenadas en
nitrégeno liquido, se descongelaron a temperatura ambiente y se sembraron en
condiciones de esterilidad en placas de Petri (Corning; Oneonta, USA) con 5 mL de
medio DMEM; el cual se suplementé con 10% de SFB y antibidtico
penicilina/estreptomicina. Las células se incubaron a 37°C y atmosfera de 5% CO»-
aire, con el fin de que se adhieran a la placa. Después de 24 h se les retiré el medio
y se les adicion6 DMEM al 10% de SFB. Una vez que las células crecieron y se
encontraron en una confluencia entre el 80-100% (Juarez-Saldivar, et al., 2020) se
resembraron en una nueva placa Petri a la cual cada tercer dia se le realizo
mantenimiento celular. Para realizar esto ultimo se retir6 el medio DMEM, se
realizaron 2 lavados con PBS-EDTA ya que el EDTA tiene propiedades de quelacion
gue protegen a la célula y permiten despegar las células que estan adheridas;
posteriormente se afiadid un 1 mL de tripsina y se incubo a 37° Cy 5% CO. por 2
min para que se desprendan por accidn quimica y mecanica con una punta de
pipeta. Se traspasaron 100 pL a una placa Petri nueva con 5 mL de DMEM al 10%

SFB la cual se incub6 a las mismas condiciones.
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Figura del Anexo 2.1. Mantenimiento de células HFF-1 y LLC. Metodologia que muestra
la forma y condiciones en que se realizan los mantenimientos celulares de HFF-1y LLC.

4 Obtencidén de infeccion primaria y secundaria iniciando con
epimastigotes de T. cruzi con el fin de obtener tripomastigotes de T. cruzi

A partir de una caja de mantenimiento de células HFF-1 con una confluencia del 80
al 100% se sembraron 20,000 células en un frasco para cultivo celular (Corning,
USA,; Corning) en 5 mL de medio DMEM suplementado al 10 % con SFB, se incubo
durante 24 horas a 37°C y 5% CO-.

Por otro lado, se us6 un cultivo de epimastigotes que se encontraba en fase
logaritmica de crecimiento el cual se contd y se ocupo6 el volumen necesario en el
que hubieran 15,000,000 epimastigotes. Se centrifugaron a 3,000 rpm durante 10
min, se elimind el sobrenadante y se lavo el boton de parasitos con 10 mL de DMEM
sin suplementar, se centrifugd nuevamente durante 10 minutos a la misma

velocidad, se descartdé el sobrenadante y se resuspendi6 en 1 mL de DMEM
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suplementado al 2% de SFB, se realiz6 nuevamente el conteo de epimastigotes y
se calcul6 el volumen en el que se lograra adicionar 10,000,000 epimastigotes.

El frasco que contenia el sembrado de células HFF-1 el cual se dej6 en incubacion
por 24 h se observé al microscopio para confirmar si las células sembradas se
adhirieron en la superficie, posteriormente se quité el medio DMEM suplementado
al 10% y se adicion6 medio DMEM fresco suplementado con 2% de SFB maés el
volumen correspondiente a 10,000,000 epimastigotes en un volumen final de 5 mL.
Se incubd a 37°C y 5% de CO,. Cada 24 horas se realiz6 de uno a dos lavados de
la infeccion primaria. Para ello se retird el medio y se adicionaron 3 mL de DMEM al
2% SFB, se le realiz6 movimientos con pequefios golpecitos sobre la superficie,
cuidando que no se mojara el filtro, se elimin6 el medio con vacio y se adiciono 5

mL de DMEM al 2% SFB, se incubaron a las mismas condiciones mencionadas.
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Figura del anexo 3.1. Infeccién primaria con epimastigotes de T. cruzi en células HFF-
1. Metodologia utilizada para la obtencion de la infeccion primaria, empezando con
epimastigotes hasta la obtencion de la liberacion de tripomastigotes que penetran en células
HFF-1.
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Cada 24 horas se observo el frasco con la infeccion al microscopio y cuando se
observé amastigotes que se estaban transformando a tripomastigotes se sembro6 un
frasco nuevo con 20,000 células LLC en 5 mL de medio DMEM suplementado al
10% de SFB y se incubd en las condiciones habituales. Al haber transcurrido 24
horas a partir del frasco que contiene la infeccion, se extrajo el medio con los
tripomastigotes y se tomd el volumen necesario para adicionar 1,000,000 de
tripomastigotes al cultivo de células LLC, para esto se centrifugd el volumen
necesario de parasitos y se resuspendié en 1 mL de medio DMEM suplementado al
2% de SFB.

El frasco que contenia el sembrado de células LLC se le retird el medio al 10% de
SFB con vacio y se adicion6 medio DMEM suplementado al 2% de SFB mas el
volumen que contiene 1,000,000 de tripomastigotes en un volumen final de 5 mL y
se incubo hasta su uso. Se le realizo un lavado cada 24 h con DMEM al 10%. Se
realizo el mantenimiento de la infeccion secundaria cada 5 dias, que es el tiempo
en que los tripomastigotes se liberan de las células contados después del primer
lavado; es decir, se traspasaron 1,000,000 de tripomastigotes a un frasco nuevo con

células LLC sembradas.
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Figura del anexo 3.2. Obtencién de la infeccion secundaria con tripomastigotes de T.
cruzi en células LLC. Metodologia utilizada para la obtencion de la infeccion secundaria
con tripomastigotes de T. cruzi.

5 Soluciones ocupadas para la cuantificacion de proteinas por el método

de Lowry

Para preparar 1 L de la solucion A de Lowry se adicion6 0.19 mM Na>COs, 0.05 mM
NaOH, 0.003 mM de Tartrato de Sodio y potasio y 1% de SDS para proteinas

membranales y se disolvié c.b.p 1 L de agua destilada.

Para preparar 1 L de la solucion B de Lowry 4% de CuSOQOs, se pesaron 0.25 mM de

CUSOq y se disolvieron en agua destilada.

Para preparar la disolucion C, se calcul6 el volumen a utilizar y a partir de este se
realizé una dilucion 1:50 (Sol. A/ Sol. B).
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6. Preparaciéon de soluciones y reactivos ocupados para el uso del HPLC
6.1. Buffer de fosfatos 100 mM

Para preparar 1 L de buffer de fosfatos se disolvieron 100 mM de NaH>POsen 1 L

de agua bi-destilada y se ajust6 a un pH de 8.0.

6.2. DTNB

De este medio, se prepararon 250 mL; para ello se pes6 0.1 mM de DTNB, el cual
se disolvié en 250 uL de DMSO y se complet6 a un volumen de 250 mL con el buffer
de fosfatos 100 mM.

6.3. TFA

1 L de TFA al 0.15% se preparo a partir de un TFA de que se encontraba a una
concentracion de 10%, por lo tanto, se diluy6, para ello se adicioné 15 mL de TFA
al 10% y c.b.p 1 L de agua MiliQ.

6.4. DTT

Se peso6 una concentracion de 10 mM de DTT y se disolvié en 1 mL de buffer de
lisis.

6.5. Buffer de lisis

Para preparar 1 L del buffer de lisis se pesé 20 mM HEPES, 1 mM de EDTA, 0.15
mM de KCly 20 mM de DTT en 1 L de agua MiliQ.

77



	Sin título

