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Resumen 

 

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es endémica de 

América y es causada por la infección con el parásito Trypanosoma cruzi (T. 

cruzi). Debido a la alta tasa de migración de personas infectadas con el 

protozoario, en las últimas décadas se han reportado casos de infección en 

Estados Unidos de América, Canadá, países europeos y del Pacífico Occidental; 

principalmente por la transmisión horizontal, transfusiones sanguíneas o trasplante 

de órganos. La Organización Mundial de la Salud catalogó a esta enfermedad 

dentro de las 13 enfermedades infecciosas olvidadas y desatendidas. En la 

actualidad hay entre 6 y 7 millones de infectados por el parásito y causa cerca de 

12 mil muertes anuales. 

La infección por T. cruzi presenta dos fases, la aguda y la crónica. La 

primera es asintomática en el 70% de los casos y dura de 4 – 8 semanas después 

de la infección inicial. La fase crónica es una infección latente que presenta 

sintomatologías durante los 20 a 30 años posteriores a la infección. Los 

medicamentos que actualmente se utilizan para el tratamiento de la enfermedad 

son el benznidazol (Bnz; N-bencil-2-nitroimidazol-1-acetamida) y el nifurtimox (Nfx; 

1,1 dióxido de 4[(5-nitrofurfurilideno) amino]-3-metiltiomorfolino). Estos fármacos 

son efectivos únicamente en la fase aguda de la infección y son altamente tóxicos 

para el paciente, por lo que frecuentemente se suspende el tratamiento; además, 

son poco efectivos para el tratamiento de pacientes con infección crónica.  Por lo 

anterior, es necesario desarrollar nuevos fármacos antichagásicos, así como 

dilucidar los principales mecanismos de acción de estos compuestos. 

Los compuestos heterocíclicos como las quinazolinas tienen una gran 

importancia en la clínica debido a su amplio espectro de propiedades biológicas y 

actividades antibacteriana, antifúngica, anticonvulsiva, antiinflamatoria, anti-VIH, 

anticancerosa y analgésica, entre otras. Así mismo, algunos compuestos 

derivados de esta molécula se han reportado como agentes potenciales con 

actividad tripanocida.  



En esta tesis se evaluó el efecto parasiticida de la molécula N6-(bencil)-2, 4, 

6-triaminquinazolina y nueve compuestos derivados de ésta en epimastigotes de 

T. cruzi cepa Querétaro para identificar si alguno tiene efecto tripanocida a 

menores concentraciones que los fármacos de uso clínico. Así mismo, se investigó 

el posible modo de acción de aquellos compuestos con actividad tripanocida. 

Para lo cual, se procedió como primera instancia a la caracterización de la 

cepa de T. cruzi y determinación de parámetros de crecimiento celular (n), tiempo 

de generación (G) y constante de velocidad (µ). Posteriormente, se realizó el 

cribado de los compuestos a evaluar exponiendo los cultivos de la cepa 

caracterizada a diferentes concentraciones de los compuestos experimentales; fue 

necesario que los cultivos estuvieran en un intervalo de concentración de parásitos 

entre 2.8x106 y 3.2x106 parásitos/mL para posteriormente exponerse a 

concentraciones entre 0 y 100 µM, incubándose durante 24h a 28 °C y 

determinando la concentración de parásitos viables por conteo en cámara de 

Neubauer y calculando un primer valor de IC50. 

Se identificaron los compuestos con una mayor inhibición del crecimiento de 

parásitos (compuestos 3b, 3c, 3d, Audi 4b y Audi 4d), para los cuales se realizó 

una evaluación a concentraciones en un intervalo particular según el 

comportamiento observado, obteniendo así un valor de IC50 más confiable para 

cada compuesto, así mismo, se realizó la exposición de parásitos a los fármacos 

utilizados en clínica para posterior comparación con los compuestos 

experimentales, obteniéndose que algunos compuestos son igual de eficientes 

que el Bnz y el Nfx y notando algunas características de los sustituyentes del 

compuesto base que parecieran ser necesarias para que los compuestos tengan 

actividad tripanocida. 

Para los dos compuestos con mayor inhibición en el crecimiento del 

parásito (compuestos 3b y Audi 4d) y el compuesto referencia (3a), se decidió 

evaluar mediante HPLC los metabolitos del sistema antioxidante del parásito como 

el T(SH)2 (Tripanotión [N1-N8-bis{glutationil}espermidina]), el metabolito 

responsable de combatir contra el estrés oxidante en T. cruzi, así como de Cys 



(cisteína) y GSH (glutatión [L-γ-glutamil-L-cisteinilglicina]), metabolitos 

involucrados en la síntesis de T(SH)2; con lo cual se quiso conocer si el efecto 

provocado por estos compuestos es debido a alguna afectación de esta vía 

antioxidante. Encontrándose una aparente afectación de la vía antioxidante del 

parásito con los compuestos 3a, 3b y Audi 4d, con un posible efecto adicional de 

los compuestos 3b y Audi 4d en la inhibición de la enzima dihidrofolato reductasa 

(DHFR). 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Trypanosoma cruzi 

La familia Trypanosomatidae pertenece al reino Eukaryota de la clase 

Euglenozoa y orden Kinetoplastida. Todos los miembros de este orden tienen la 

característica de poseer un organelo llamado kinetoplasto que los define, la cual 

es una estructura compleja compacta y en forma de red, así como un único flagelo 

y una mitocondria (Levine et al., 1980). Actualmente se conocen varios géneros de 

Kinetoplástidos, entre los cuales se encuentran tripanosomas de vida libre 

(Proleptomonas), tripanosomas que parasitan únicamente a los invertebrados 

(Crithidia y Leptomonas), parásitos de plantas e invertebrados (Phytomonas) y, 

por último, parásitos de vertebrados e invertebrados (Trypanosoma y Leishmania), 

siendo este último grupo aquel en el que podemos encontrar a las especies 

parásitas del hombre (Cevallos y Hernández, 2004).  

Dentro del género Trypanosoma encontramos a Trypanosoma brucei (T. 

brucei) y Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Estos se caracterizan por utilizar un 

huésped vertebrado y uno invertebrado para completar su ciclo de vida. T. cruzi es 

un parásito intracelular del hospedero vertebrado responsable de causar la 

enfermedad de Chagas.  Debido a que es endémico de América, también se le 

conoce como tripanosoma americano (Cevallos y Hernández, 2004). 

 

1.1.2 Biología de T. cruzi 

T. cruzi presenta tres estadios morfológicos durante su ciclo de vida: 

epimastigote, amastigote y tripomastigote (Fig.1). Estas formas se diferencian 

entre sí por la posición del cinetoplasto con respecto al núcleo, así como por la 

presencia o no de una membrana ondulante (Cevallos y Hernández, 2004; 

Uribarren, 2011). 

Epimastigote: Forma proliferante y no infectiva alargada que se encuentra 

en el intestino del triatómino, mide de 20 a 25 μm. Se caracteriza por tener el 
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cinetoplasto antes del núcleo, en la parte media del parásito, además el flagelo 

forma una pequeña membrana ondulante. 

Tripomastigote: Forma infectiva alargada que mide entre 12 – 30 µm 

incluyendo su flagelo, el cual comienza en la parte posterior del parásito y lo 

recorre formando una membrana ondulante. Así mismo, presenta un cinetoplasto 

grande y separado del núcleo. Este estadio se encuentra en el intestino posterior 

del vector y/o en la sangre de mamíferos infectados. 

Amastigote: Forma proliferante que prácticamente carece de flagelo, su 

morfología es redondeada u ovoide y su tamaño oscila entre los 1.5 – 4.0 µm. 

Infecta únicamente otras células del hospedero, se encuentra únicamente en 

vertebrados.  

 

Fig. 1. Estadios que conforman el ciclo biológico de T. cruzi. 
Organelos característicos: Núcleo (N), cinetoplasto (C), flagelo (F) y bolsa flagelar 

(BF).(de Souza, 2002). 
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1.2 Ciclo de vida del parásito 

T. cruzi presenta un ciclo de vida complejo, el cual involucra estadios que se 

diferencian en morfología, fisiología y bioquímica (Stuart et al., 2008). A lo largo de 

su vida necesita tanto un huésped intermediario invertebrado (insecto hematófago) 

como un huésped definitivo (el ser humano). El ciclo de vida (Fig. 2) comienza 

cuando el insecto triatómino se alimenta de la sangre del mamífero y momentos 

después defeca cerca de la herida provocada por la mordedura (Fig. 2a). Los 

tripomastigotes metacíclicos que se encuentran en las heces pueden ser 

introducidos por el mismo triatómino o introducidos por el mamífero cuando 

instintivamente se rasca, llegando así al torrente sanguíneo (Fig. 2b). El 

tripomastigote metacíclico infecta células epiteliales, musculares, nerviosas, 

fibroblastos o macrófagos del hospedero (Maya et al., 2007) donde pierde su 

flagelo y se transforma en amastigote, el cual se duplica por fisión binaria (Fig. 2c). 

Después de varios días, los amastigotes intracelulares se transforman en 

tripomastigotes (Tay-Zavala et al., 2002). La movilidad y la concentración de estos 

ocasionan que la célula se lise, liberando tripomastigotes al torrente sanguíneo 

(Fig. 2d), los cuales tienen la capacidad de invadir tejidos adyacentes y de infectar 

otras células (Fig. 2h). 

El ciclo de vida continúa cuando un triatómino que no sea portador de T. cruzi 

se alimenta de la sangre de un mamífero infectado con el parásito, ingiriendo de 

esta manera tripomastigotes circulantes (Fig. 2e) y convirtiéndose en vector de 

transmisión (Tay-Zavala et al. 2002). Una vez dentro del triatómino, el 

tripomastigote viaja al intestino medio (Fig. 2f), donde se transforma en 

epimastigote y se replica por fisión binaria. Una vez en el intestino posterior del 

vector, los epimastigotes continúan hacia el recto, donde se adhieren a la pared 

celular y se transforman a tripomastigotes metacíclicos (Fig. 2g). El ciclo de 

transmisión se completa cuando los insectos se alimentan y depositan los 

parásitos sobre otros mamíferos (Tay-Zavala et al., 2002; Rassi et al., 2010). 
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Fig. 2. Ciclo de vida de T. cruzi. Triatómino se alimenta de sangre del mamífero y 

defeca cerca de la herida ocasionada (a), tripomastigotes (fase infectiva) entran al 

torrente sanguíneo (b), infectación de células del hospedero, pérdida de flagelo y 

transformación a amastigote (fase duplicativa) (c), paso de amastigotes a 

tripomastigotes dentro de la célula infectada y liberación de estos al torrente 

sanguíneo (d), invasión de células y tejidos adyacentes (h) o triatómino ingiere 

sangre infectada del mamífero, convirtiéndose en vector de transmisión (e), 

tripomastigotes viajan al intestino medio del triatómino y se convierten en 

epimastigotes (fase duplicativa) (f), epimastigotes migran al recto donde se 

convierten en tripomastigotes (g), alimentación y excreta (depósito de parásitos) 

sobre algún mamífero, cerrando el ciclo. Imagen modificada de Tagliola, 2010.  

 

1.3 Enfermedad de Chagas 

La enfermedad de Chagas es una infección parasitaria causada por el 

protozoario T. cruzi, la cual fue descrita por primera vez en 1909 por el científico 

Brasileño Carlos Chagas. Esta enfermedad es endémica de 21 países de América 

por lo que es conocida también con el nombre de tripanosomiasis americana. Sin 

embargo, el parásito ha llegado a países no endémicos como Canadá, Estados 

g 

f 

e 

 

e 

d 

h 

c 

b 
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Unidos de América y algunos países de Europa (España principalmente), Japón y 

Australia (Carabarin-Lima et al., 2013) debido a la migración de personas 

infectadas con el parásito de lugares endémicos a otras partes del mundo.  La 

enfermedad provoca entre 6 y 7 millones de infectados, 1000 millones de 

personas en riesgo de infección y cerca de 12 mil muertes al año (Coura y Albajar, 

2010; OMS, 2017) (Fig. 3) http://beatchagas.org/elchagas.php. 

La tripanosomiasis americana está catalogada como una de las 13 

enfermedades infecciosas olvidadas y desatendidas; sin embargo, hay un bajo 

desarrollo de medicamentos contra esta enfermedad porque afecta principalmente 

a las personas en las regiones pobres del mundo (Andrews et al., 2014). 

 

Fig. 3. Distribución de la enfermedad de Chagas.  
Modificado de http://beatchagas.org/elchagas.php 

 

1.3.1 Enfermedad de Chagas en México 

En México, la enfermedad de Chagas es un problema grave debido a la 

extensa diversidad de vectores a lo largo del territorio mexicano (39 especies) 

(Carabarin-Lima et al., 2013), las principales especies identificadas en México 

http://beatchagas.org/elchagas.php
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fueron Triatoma longipenmis (34%), Triatoma pallidipennis (23%) y Triatoma 

dimidiata (29%). 

De acuerdo a la OMS, se estima que en el 2006 existían poco más de 1 millón 

de infectados y cerca de 30 millones en riesgo de contraer la enfermedad (OMS, 

2017) (Carabarin-Lima et al., 2013). 

Según datos de la Secretaría de Salud (SSA) se ha observado un incremento 

en la notificación de casos a partir del 2000. En el periodo entre 2000 y 2017 se 

registraron 9981 casos de Enfermedad de Chagas (agudos y crónicos); en el 

reporte del cierre del 2017 se informa de 126 casos agudos y 738 casos crónicos 

que fueron notificados a través del Boletín Epidemiológico de la Dirección General 

de Epidemiología. Se ha observado que el género y grupo de edad más afectado 

por la enfermedad comprende a varones entre 25 a 44 años y los estados con 

mayor número de casos reportados fueron Veracruz (17.8 %), Yucatán (10.3 %), 

Oaxaca (10.5 %), Morelos (9.2 %), Chiapas (8.1 %), Jalisco (5.9 %) y Estado de 

México (5.2 %). 

 

Perfil epidemiológico de la Enfermedad de Chagas en México, 2000 – 2017. 

Dirección General de Epidemiología, SSA. Anuarios Estadísticos 2000 – 2017 
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La mortalidad registrada por Enfermedad de Chagas según datos del INEGI 

entre el 2000 y 2016 fue de 486 muertes (274 masculinos y 213 femeninos) en 18 

entidades del país, siendo Oaxaca el estado que encabeza la lista y seguido de 

Guerrero y Veracruz. 

 

Defunciones por Enfermedad de Chagas en México entre el 2000 y 2016. 

https://www.inegi.org.mx/programas/mortalidad/ 

 

1.4 Formas de transmisión de la tripanosomiasis 

Actualmente se sabe que el parásito es transmitido a través del contacto de las 

heces del insecto del género triatoma con la conjuntiva nasal u oral del hospedero 

(Tay-zavala et al., 2002),  transmitiéndose en más de 150 especies de vertebrados 

reservorios, entre ellos el ser humano. Existen diversas formas de transmisión del 

parásito, algunas de las más importantes se dan de las siguientes maneras: (i) la 

vectorial, a través de heces y orina infectadas de triatóminos portadores del 

parásito, (ii) las transfusiones sanguíneas en el 5.5% de los casos (Carabarin-Lima 

et al., 2013), (iii) mediante transmisión vertical congénita entre el 1% y el 12% de 

los casos (Carlier y Truyens, 2010)], (iv) por accidentes de laboratorio, (v) al 

manipular animales reservorio del parásito, (vi) la transmisión oral por la ingestión 

https://www.inegi.org.mx/programas/mortalidad/
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de alimentos contaminados con el parásito o (vii) la ingesta del mismo insecto 

(Palace-Berl et al., 2015). 

A pesar de que se conocen más de 140 especies de triatóminos, las cuales se 

dividen en 7 géneros: Belminus, Dipetalogaster, Eratyrus, Paratriatoma, 

Panstrongylus, Rhodnius y Triatoma (Cruz-Reyes y Pickering-Lopez, 2006)., 

únicamente 40 especies son vectores del parasito. En México habitan 39 especies 

de dichos triatóminos, por lo que es considerado como uno de los países con la 

mayor diversidad de estos. De los cuales, al menos 21 han sido descritos como 

vectores del parásito, siendo Triatoma dimidiata (asociada a cardiopatías) y 

Triatoma barberi (asociada a afecciones de órganos del tracto digestivo) los más 

importantes. Lo anterior debido a que estos vectores tienen preferencia por habitar 

en el interior de los domicilios humanos (paredes, pisos, debajo de camas, en 

ángulos entre pares y pisos) e inclusive entre la ropa, atraídos por la luz (Rassi et 

al., 2002; Salazar-Schettino et al., 2005; Carabarin-Lima et al., 2013; Murcia et al., 

2013). 

 

Triatóminos más importantes. Imagen: Laboratorio de Biología de Parásitos, 

Facultad de Medicina, UNAM 

1.5 Fases de la enfermedad 

La enfermedad de Chagas tiene dos fases claramente diferenciadas (OMS, 

2017). 

Fase aguda. Se caracteriza por presentar una parasitemia alta poco tiempo 

después de contraer la infección. Puede aparecer una lesión focal en el sitio de 

inoculación llamada chagoma, la cual consiste en una zona indurada de eritema e 
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hinchazón, con inflamación de los ganglios locales. En los casos en los que la 

mordedura fue cercana a la conjuntiva, hay un edema no doloroso de los párpados 

y de los tejidos aledaños conocido como signo de Romaña 

https://www.cdc.gov/parasites/chagas/es/enfermedad.html (Fig. 4). 

 

Fig. 4. Niño con el signo de Romaña. Foto de WHO/TDR. 

El 70% de los pacientes infectados cursan esta fase como asintomáticos 

(Uribarren 2017) y de haber síntomas, estos se presentan 1 – 2 semanas después 

de adquirir la infección y son leves y no específicos (OMS 2017). Las 

manifestaciones clínicas de la fase aguda incluyen fiebre, dolor de cabeza, 

agrandamiento de ganglios linfáticos, palidez, dolores musculares, dificultad para 

respirar, hinchazón y dolor abdominal o torácico (Tay-Zavala et al., 2002; Coura y 

Borges-Pereira, 2010; OMS, 2017). La parasitemia de la fase aguda desaparece 

espontáneamente en 4 – 8 semanas, haciendo imposible la detección de la 

enfermedad al centrarse esta en la búsqueda del parásito en la sangre o mediante 

pruebas serológicas (Cevallos y Hernández, 2004). 

En un pequeño número de pacientes, generalmente niños, se desarrolla 

afecciones como miocarditis aguda o meningoencefalitis, las cuales pueden ser 

fatales. Estudios post-mortem han mostrado la presencia de amastigotes en los 

músculos liso y esquelético, así como en el corazón y en las células gliales del 

sistema nervioso (Cevallos y Hernández, 2004). Así mismo, la infección congénita 

con T. cruzi puede producir aborto, muerte intrauterina o enfermedad aguda, esta 

última se puede hacer evidente después de unas semanas del nacimiento, pero en 
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algunos casos es posible detectarse al momento de nacer (Cevallos y Hernández, 

2004). 

Fase crónica. Se manifiesta de 10 – 30 años después de la infección 

inicial; en el 30% de los casos se presentan complicaciones en el corazón y en el 

10% en el tracto digestivo (OMS, 2017). Los problemas cardiacos son los más 

serios y se manifiestan principalmente como daño al tejido muscular del corazón, 

con trastornos de la conducción de la señal eléctrica, lo que produce insuficiencia 

cardiaca y favorece la producción de tromboembolias. Cabe mencionar que los 

trastornos cardiacos son los que generalmente se presentan en los pacientes 

chagásicos sintomáticos en la población mexicana.  

La afectación gastrointestinal consiste en la dilatación del esófago 

(megaesófago) y del colon (megacolon) y/o anormalidad en los movimientos 

peristálticos. Estas afecciones se deben muy probablemente a daño local y del 

sistema neuronal autonómico y es la forma de la enfermedad crónica que se 

presentan principalmente en países sudamericanos (Cevallos y Hernández, 2004; 

Coura y Borges-Pereira, 2010; OMS, 2017; Uribarren, 2017).  

 

1.6 Tratamiento de la enfermedad de Chagas 

Los fármacos que se utilizan actualmente en la clínica para el tratamiento de la 

enfermedad son el benznidazol (N-bencil-2-(2-nitroimidazol-1-il)acetamida; Bnz), 

un derivado del nitroimidazol, y el Nifurtimox (N-(3-metil-1,1-dioxo-1,4-tiazin-4-il)-1-

(5-nitro-2-furil)metanimina; Nfx), un derivado del nitrofurano (Coura y Castro, 2002) 

(Fig. 5a y Fig. 5b). El esquema farmacológico para el caso del Bnz consiste en 

administrar por vía oral de 5 a 10 mg/Kg de peso corporal/día por un periodo de 30 

a 60 días y para el caso del Nfx de 8 a 10 mg/Kg de peso corporal/día por 30 a 

120 días (Prata, 2001; Barrett et. al., 2003; Bern et. al., 2007). 

El Bnz y Nfx son efectivos únicamente en la fase aguda de la enfermedad, son 

altamente tóxicos para el paciente y tienen varios efectos secundarios 

contraproducentes. Los fármacos ocasionan toxicidad sistémica con síntomas 
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como anorexia, náuseas, vómito, dolor de cabeza, depresión en el sistema 

nervioso central, síntomas maniacos, convulsiones, vértigo, parestesias, 

polineuropatías periféricas y/o dermatitis (Kirchhoff, 1996; Prata, 2001). Por estas 

razones es muy importante desarrollar y/o identificar nuevos fármacos 

antichagásicos, así como dilucidar los principales mecanismos de acción de los 

compuestos tripanocidas para entender sus mecanismos de toxicidad. (Wilkinson 

y Kelly, 2003; Clayton, 2010). 

 

Fig. 5. Estructura de los fármacos utilizados para el tratamiento de tripanosomiasis 
americana. A) Benznidazol, Bnz; B) Nifurtimox, Nfx 

 

1.7 Mecanismo de acción del Benznidazol y Nifurtimox 

El modo de acción del Bnz y Nfx es mediante la formación de metabolitos 

electrofílicos por la reducción de su grupo nitro por acción de nitroreductasas 

(Maya et al., 2007); o para el caso del Nfx debido a la formación de radicales 

libres.  

El Bnz es considerado como un pro-fármaco, debido a que es necesario que 

sea metabolizado por el organismo para que pueda ejercer su efecto tripanocida.  

Se ha propuesto que dicho efecto no depende de la generación de especies 

reactivas de oxígeno (Trochine et al., 2014), sino de los metabolitos intermediarios 

reducidos generados por la nitroreductasa tipo I (del tipo nitroso [R-NO] e 

hidroxilamina [R-NHOH]). Dichos intermediarios forman el ion nitrenio, que es 

precursor del compuesto más estable, 4,5-dihidro-4,5-dihidroxi imidazol, el cual se 

va a ir disociando lentamente, liberando glioxal (Hall y Wilkinson, 2012), un 

A B 
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metabolito altamente reactivo capaz de unirse a proteínas, ácidos nucleicos, 

lípidos y moléculas pequeñas como el glutatión. Estos metabolitos reactivos son 

tóxicos, resultando en un rápido y localizado efecto tripanocida contra la forma 

extracelular e intracelular de T. cruzi. (Maya et al., 2007; Hall y Wilkinson, 2012; 

Müller et al., 2018)  

Para el caso del Nfx se ha demostrado que su reducción lleva a la formación 

del anión radical nitro (R-NO2
●-), el cual tiene la capacidad de formar metabolitos 

electrofílicos, o bien reaccionar con el O2 provocando la regeneración del Nfx y la 

formación del anión superóxido O2
●- (Fig. 6). Este último, por la acción de la 

enzima superóxido dismutasa (SOD) puede formar peróxido de hidrógeno (H2O2), 

el cual en presencia de Fe3+ genera más especies reactivas de oxígeno (EROs) 

como el radical hidroxilo (HO●), el cual tiene la capacidad de oxidar a proteínas, 

ácido nucleicos y lípidos (Maya et al., 2007) (Fig. 6). Sin embargo, también se ha 

determinado que el Nfx se activa por la nitroreductasa tipo I (presente en T. cruzi), 

la cual no genera el radical R-NO2
●- propuesto en el primer mecanismo, y por 

consiguiente tampoco genera EROs. De tal manera que este mecanismo 

tripanocida propone que la reducción del Nfx genera un nitrilo de cadena abierta 

que junto con metabolitos nitrosos son los responsables de los efectos observados 

por el Nfx (Hall et al., 2011). 

 

Fig. 6. Esquema de acción propuesto para el Benznidazol y el Nifurtimox en el 
metabolismo del parásito  (Maya et al., 2007). 
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No obstante, el efecto oxidativo nocivo de estos compuestos resultantes no 

se limita al parásito, sino que afecta en igual proporción a las células de los 

mamíferos, lo que lleva al desarrollo de los efectos adversos de estos 

medicamentos (Urbina, 2010; Bianchi et al., 2015).  Por lo tanto, sigue siendo muy 

importante desarrollar y/o identificar nuevos fármacos antichagásicos, así como 

dilucidar los principales mecanismos de acción de los compuestos tripanocidas 

para entender sus mecanismos de toxicidad (Wilkinson y Kelly, 2003; Clayton, 

2010).  Al respecto, se ha propuesto como estrategia terapéutica inhibir a las 

enzimas de la defensa antioxidante del parásito.  

 

1.8 Sistema antioxidante de T. cruzi 

Todos los organismos se encuentran expuestos a especies reactivas de 

oxígeno (EROs), como son el radical superóxido (O2
•-), el peróxido de hidrógeno 

(H2O2), el radical hidroxilo (HO•) entre otros. También existen las especies 

reactivas de nitrógeno (ERNs), como el óxido nítrico (NO•) y el peroxinitrito 

(ONOO-) (Hansberg, 2002; Cárdenas-Rodríguez y Pedraza-Chaverri, 2006). Las 

EROs y ERNs ocasionan daño al DNA (al reaccionar con bases nitrogenadas y 

con la desoxirribosa), a las proteínas (causando pérdida de la actividad catalítica 

de enzimas, daño en la integridad de proteínas estructurales o irrupción de la 

regulación de las vías metabólicas) y a los lípidos (lipoperoxidación) (Cárdenas-

Rodríguez y Pedraza-Chaverri, 2006). 

Existen varias diferencias marcadas a nivel genético y bioquímico entre los 

tripanosomátidos y los mamíferos, algunas de éstas ocurren a nivel del 

metabolismo antioxidante y de las vías de protección frente al estrés oxidante 

(Barret et al., 2003). El mecanismo por el que ocurre la infección de las células en 

mamíferos implica que T. cruzi debe sobrevivir y evadir el ambiente altamente 
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oxidativo generado dentro del fagosoma y de esta forma poder establecer la 

infección (Piacenza et al., 2012). 

El T(SH)2 (tripanotión) (Fig. 7b) es un conjugado de dos moléculas de GSH 

(Fig. 7a) unidas covalentemente por una molécula de espermidina (Spd) y es el 

principal metabolito antioxidante en tripanosomátidos, en lugar del GSH como 

ocurre en los mamíferos. Si bien ambas moléculas tienen estructuras similares y 

sus potenciales de reducción son muy parecidos entre sí, siendo -250 mV para el 

GSH y -242 mV para el T(SH)2 (Krauth-Siegel et al., 2007), difieren en algunos 

parámetros que permiten que para T. cruzi el T(SH)2 sea un agente reductor más 

eficiente, como por ejemplo el pKa, donde existe una diferencia significativa en el 

valor reportado para el GSH quien posee un valor de pKa mayor (8.7) que su 

homologo T(SH)2 (7.4) (Moutiez et. al., 1994), coincidiendo este último con el pH 

fisiológico lo que lo hace más reactivo. Además, los ditioles se ven más 

favorecidos cinéticamente que los monotioles en la reducción de disulfuros 

intramoleculares (Dormeyer et al., 2001; Irigoin et al., 2008). 

 

Fig. 7. Estructruras de los principales tioles presentes en T. cruzi. 
A) GSH, L-γ-glutamil-L-cisteinilglicina. (B) T(SH)2, N1, N8-bis(glutationil)espermidina. 

 

B 

A 
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1.9 Síntesis y consumo de tripanotión T(SH)2 

En la Fig. 8 se muestran las reacciones involucradas en la síntesis de 

T(SH)2 en T. cruzi, las cuales están estrechamente relacionadas con las vías de 

síntesis de sus precursores GSH y Spd. El GSH se sintetiza a partir de la acción 

secuencial de dos enzimas dependientes de ATP, la γ-glutamilcisteína sintetasa 

(γGCS) y la enzima glutatión sintetasa (GS). Como primer paso, la γGCS es la 

encargada de catalizar la unión de una molécula de glutamato con una de cisteína 

dando como producto una molécula de γ-glutamilcisteína (γEC); posteriormente, la 

enzima GS incorpora una molécula de glicina (Gly) a la γEC formada en la 

reacción anterior, dando paso a la formación de una molécula de GSH, teniendo 

así el primer metabolito necesario para la formación del T(SH)2. Respecto a la 

Spd, se ha postulado que T. cruzi es auxótrofo a la Spd debido a la carencia de 

ornitina descarboxilasa, enzima que es necesaria para la síntesis de putrescina 

(Put) a partir de ornitina y de su precursor la arginina (Heby et al., 2007). Sin 

embargo, la Spd también puede sintetizarse a partir de Put y S-adenosilmetionina 

descarboxilasa (AdoMetDC) mediante la acción de la espermidina sintasa (SpdS) 

(Algranati, 2010; Hasne et al., 2010). Por lo cual, tanto el suministro de Spd y el de 

otras poliaminas depende del transporte extracelular (Carrillo et al., 2006) y del 

sintetizado intracelularmente, en el caso de la Spd.  

La formación de T(SH)2 a partir de GSH y Spd ocurre por la unión covalente 

de dos moléculas de GSH a los grupos NH2 de la Spd, consumiéndose dos 

moléculas de ATP en el proceso, al incorporarse el primer GSH el producto 

formado es la glutationilespermidina y al incorporarse el segundo GSH el producto 

formado es el T(SH)2. Estas reacciones están catalizadas por la tripanotión 

sintetasa (TryS), enzima presente no sólo en T. cruzi sino también en otros 

tripanosomátidos (Oza et al., 2002; Comini et al., 2003). 
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Fig. 8. Vía de síntesis del tripanotión en T. cruzi. Olin-Sandoval et al., 2012 
 

T. cruzi utiliza los equivalentes reductores del T(SH)2 para reducir EROs y 

ERNs a través del sistema antioxidante enzimático dependiente de este metabolito 

(Fig. 9). El T(SH)2 reduce algunas proteínas con grupos tioles reactivos como la 

triparedoxina (TXN), y ésta a su vez es sustrato de la triparedoxina peroxidasa 

(TXNPx), la cual es la principal peroxidasa del parásito, y de la enzima glutatión 

peroxidasa A (GPxA). Estas tres últimas, constituyen el sistema antioxidante de 

los tripanosomátidos. Posteriormente, la reducción del disulfuro de tripanotión 

(TS2), que es la forma oxidada del T(SH)2, producido durante la reducción de los 

hidroperóxidos, ocurre por la enzima tripanotión reductasa (TryR) (Fig. 9). La TryR 

relaciona el metabolismo redox con el NADPH y comparte varias características 

con la glutatión reductasa (GR) de mamíferos (Ariyanayagam et al., 2003) la cual 

no está presente en tripanosomátidos. Así como en tripanosomátidos una de las 

principales es la flavina adenina dinucleótido (FAD) oxidorreductasa, enzima que 

cumple un rol fundamental en la viabilidad de los tripanosomátidos (Hunter et al., 

1992). 
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Fig. 9. Vía de reducción de hidroperóxidos dependiente de T(SH)2.  
Tomado de Olin-Sandoval et al., 2012. 

 

En la mayoría de los organismos los sistemas GSH/GR y 

tioredoxina/tioredoxina reductasa (Trx/TxnR) son los encargados de transferir 

electrones a las peroxirredoxinas, así como también de transferir equivalentes de 

reducción a la mayoría de las reacciones del metabolismo redox (Holmgren, 

1989). En tripanosomátidos, no existen al momento evidencias de la existencia de 

una GR o de una TrxR (Krauth-Siegel y Comini, 2008); por lo que en un principio 

se propuso que los parásitos no podían contender con el estrés oxidante 

(Henderson y Fairlamb, 1987; Carnieri et al., 1993). Posteriormente se descubrió 

que en los tripanosomátidos existían enzimas antioxidantes específicas como la 

TryS, TXN y TXNPx, donde las TXNs son mantenidas en estado reducido a 

expensas de T(SH)2 (López et al., 2000; Mateo et al, 2008; Arias et al., 2013). 

Estas TXNs pueden transferir equivalentes de reducción a varios niveles del 

metabolismo redox en tripanosomátidos, por ejemplo, hacia las peroxirredoxinas 

(Gommel et al., 1997; Flohe et al., 2002; Reckenfelderbaumer y Krauth-Siegel, 
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2002), así como a la GPx (Wilkinson et al., 2002). También transfieren electrones 

a la ribonucleótido reductasa, para la reducción de los ribonucleótidos necesarios 

para la síntesis de ADN, lo que relaciona directamente a esta TXN con la 

proliferación de los parásitos (Dormeyer et al., 2001). 

 

2. ANTECEDENTES 

La búsqueda de moléculas antiparasitarias se ha vuelto importante debido a 

la aparición de cepas resistentes a los fármacos, la toxicidad de las moléculas 

conocidas, el aumento de la pobreza y el porcentaje de población afectada 

(Andrews et al., 2014). 

Los compuestos heterocíclicos tienen una gran importancia en la clínica. 

Dentro de estos, las quinazolinas poseen un amplio espectro de propiedades 

biológicas que le permiten tener actividad antihipertensiva (Alagarsamy et al., 

2008; Jain et al., 2008), antibacteriana (Yang et al., 2017), antifúngica, 

anticonvulsiva, antiinflamatoria (Chandrika et al., 2008), anti-VIH, antiobesidad 

(Arienzo et al., 2007), antidepresiva (Mendes da Silva et al., 2008) anticancerosa 

(Chang et al., 2017; Zhang et al., 2017), prevención de disfunción eréctil (Kim, 

2008), analgésica y depresora del SNC (Jatav et al., 2008), por lo que se le 

considera una molécula farmacófora con estructura privilegiada (Agarwal et al., 

2009; Asif, 2014; Jafari et al., 2016) 

Mendoza-Martínez et. al. (2015) observaron que algunos compuestos 

derivados del 2,4,6-triaminquinazolina (TAQ) tienen efecto contra tripomastigotes 

de T. cruzi de las cepas NINOA e INC-5 (habiendo compuestos con IC50 de 6.28 ± 

0.65 y 40.67 ± 8.96 µM, respectivamente), teniendo más eficiencia cuando se 

comparan con el compuesto base TAQ (IC50= 32.74±3.4 y 155 ± 4.78 µM, 

respectivamente). Los autores sintetizaron nueve derivados de TAQ basándose en 

estudios de acoplamiento molecular con la dihidrofolato reductasa (DHFR) y la 

pteridina reductasa (PTR).  Se eligieron estas enzimas como “sitios blanco” porque 

tienen importancia en los mecanismos de resistencia a fármacos, esto debido a 
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que en condiciones de estrés celular o cuando la DHFR (involucrada en la síntesis 

de DNA) es inhibida, la PTR es capaz de reducir el folato, permitiendo que siga la 

producción de DNA (Ong et al., 2011). Así mismo, se ha demostrado que las 

posiciones 2 y 4 en la estructura de quinazolina son fundamentales para el efecto 

microbiológico, ya que al adicionar grupos amino en estas posiciones se observa 

un incremento en la actividad biológica y esta se pierde cuando los grupos amino 

de estas posiciones se sustituyen (Mendoza-Martinez et al., 2015a; 2015b). 

Debido a lo anterior, para este trabajo se sintetizaron 10 nuevos 

compuestos derivados de triaminquinazolinas con un sustituyente N-bencilo en la 

posición 6 de la TAQ y a este bencilo se le adicionaron diferentes sustituyentes. 

En esta tesis se evaluó el posible efecto parasiticida de estos nuevos compuestos 

y se determinó si se incrementa el efecto parasiticida comparado con los fármacos 

utilizados en la actualidad para el tratamiento de la enfermedad de Chagas. 
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3. HIPÓTESIS 

• Los compuestos experimentales sintetizados a partir de la molécula N6-

(bencil)-2,4,6-triaminquinazolina tendrán actividad parasiticida en T. cruzi 

cepa Querétaro a valores de IC50 en el rango de los utilizados en la clínica. 

 

 

4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo general 

• Determinar el efecto tripanocida de 10 compuestos derivados de 

quinazolina. 

4.2 Objetivo particular 

• Determinar el efecto parasiticida de derivados de quinazolina en T. cruzi 

cepa Querétaro. 

• Investigar los posibles mecanismos de acción antiparasitaria. 
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5. METODOLOGÍA 

 

5.1 Síntesis de los compuestos 

 Los compuestos fueron sintetizados por el Dr. Francisco Hernández Luis, 

del Departamento de Farmacia de la Facultad de Química de la UNAM. De 

manera general, la TAQ se sintetizó por métodos previamente descritos y se hizo 

reaccionar con el benzaldehído, para obtener los productos finales con los 

sustituyentes deseados. Posteriormente, a los productos finales y a los 

intermediarios se les midió el punto de fusión y se registró el valor de Rf en una 

cromatoplaca de cromatografía en capa fina. Finalmente se realizó la 

caracterización estructural de cada compuesto mediante su espectro de infrarrojo 

(IR), resonancia magnética de hidrógeno (H-RMN) y espectroscopia de masas. 

Las estructuras se muestran en la Tabla 1. 

 

5.2 Determinación de la concentración de los compuestos derivados de 

quinazolina 

Se determinó la concentración real de las diferentes disoluciones de los 

compuestos de estudio utilizados para exponer a los parásitos. En celdas de 

cuarzo con 2 mL de agua MilliQ se adicionaron concentraciones teóricas de los 

diversos compuestos (0.025 – 0.1 mM). Se realizaron espectros de absorción 

determinando la absorbancia en un espectrofotómetro (Agilent, USA) a longitudes 

de onda de 190-1100 nm.  Se utilizó la Ley de Lambert-Beer para determinar el 

coeficiente de extinción molar. Con dicho valor se calculó la concentración real de 

las disoluciones de los compuestos derivados de N6-(bencil)-2,4,6-

triaminquinazolina que se utilizaron en los experimentos. 
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Tabla 1: Estructura de los derivados de quinazolina evaluados 

3a 3b 

 

 

3c 3d 

 
 

3g 3l 

  

3h Audi 4b 

 
 

Audi 4i Audi 4d 

  



 
23 

 

5.3 Caracterización del crecimiento de epimastigotes de T. cruzi 

 

Se preparó un cultivo de 5 mL de epimastigotes de T. cruzi de la cepa 

Querétaro a una concentración de 1x106 parásitos/mL en medio de cultivo LIT 

(Liver Infusion-Tryptose: NaCl 0.4%, KCl 0.04%, glucosa 0.2%, triptosa 0.5%, 

fosfato de sodio 0.42% e infusión de hígado 0.5%) el cual se suplementó con 

hemina 0.025 mg/mL, suero fetal bovino 10% (Biowest; México) y una mezcla de 

antibióticos de estreptomicina 100 µg/mL y penicilina 100 U/mL (Sigma-Aldrich; St, 

Louis MO, EUA). El cultivo se incubó durante 5 días a 28°C.  Se realizó el conteo 

de parásitos cada 24 h con una cámara de Neubauer y se calculó la concentración 

de parásitos/mL. Se determinaron los parámetros del crecimiento celular: 1) el 

número de generaciones (n); 2) el tiempo de generación (G) y 3) la constante de 

velocidad (µ). 

 

5.4 Cribado de los compuestos experimentales 

Se realizó un cribado inicial a concentraciones logarítmicas de cada uno de los 

derivados de quinazolina. Para cada compuesto se preparó un cultivo de 50 mL a 

una concentración de 0.7x106 parásitos/mL en medio LIT, se incubó por 48 h a 

28°C, obteniendo un cultivo de parásitos con un intervalo de concentración de 

2.8x106 – 3.2x106 parásitos/mL. El cultivo se separó en 8 tubos con 5 mL cada uno 

y los parásitos se expusieron a diferentes concentraciones de los compuestos (0 – 

100 μM). Los cultivos se incubaron durante 24 h a 28°C y se determinó la 

concentración de parásitos viables (determinado por su movilidad) por conteo en 

cámara de Neubauer. Se determinó la IC50 sobre el crecimiento de los 

epimastigotes graficando el crecimiento relativo vs concentración del compuesto. 

El crecimiento relativo fue la diferencia entre la concentración final de parásitos 

después de 24 h de exposición al fármaco menos la concentración de parásitos 

del día de la exposición. Cada diferencia en la concentración de parásitos se 

normalizó con respecto a la diferencia de concentración del cultivo control (el 
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100% correspondió a la concentración de parásitos del cultivo que no se expuso a 

fármaco). 

Posteriormente se evaluaron concentraciones más acotadas para los 

compuestos donde se observó una inhibición del crecimiento de los parásitos, 

obteniendo así una IC50 más confiable para estos.   

Para efectos de comparación se realizaron experimentos en paralelo y con el 

mismo protocolo de exposición con los antichagásicos canónicos Bnz (0-27 μM) y 

Nfx (0-10.5 μM).  

 

5.5 Procesamiento de los parásitos para la cuantificación de metabolitos 

tioles y cantidad de proteína celular 

 Se preparó un cultivo de epimastigotes de 50 mL como se describe en la 

sección 5.4. Posteriormente, se separó el cultivo en 6 tubos con 5 mL en cada 

uno.  Los parásitos se expusieron a las diferentes concentraciones de los 

compuestos experimentales que tuvieron IC50 similar o por debajo de la 

concentración que mostró el BNZ. Se incubaron durante 24 h a 28°C, después de 

lo cual los parásitos se cosecharon para cuantificar la cantidad de proteína celular 

y el contenido de metabolitos tioles por HPLC empleando un método por nuestro 

laboratorio previamente descrito (Vázquez et al., 2017).   

La proteína celular se determinó por el método de Lowry (Lowry, 1951). Se 

tomó 1 mL de cada cultivo y se centrifugó a 20 817 x g por 10 min a 4°C. 

Posteriormente se retiró el sobrenadante, se hizo un lavado con 1 mL de PBS 

(NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 2 mM, pH= 7.4) y se 

centrifugó en las mismas condiciones. Finalmente, la pastilla se resuspendió en 

100 µL de solución A de Lowry (Na2CO3 al 2% en NaOH 0.1 M) y se guardó a -

72°C para su posterior cuantificación. Cuando se requirió, las muestras se 

descongelaron y se procedió a realizar la cuantificación de proteína.   

Para la determinación de los metabolitos tioles, los cultivos de 

epimastigotes expuestos a los compuestos se centrifugaron a 4500 x g por 10 min 
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a 4°C. Los parásitos se lavaron dos veces con PBS y las pastillas celulares se 

introdujeron en N2 líquido y se almacenaron a -72°C hasta su cuantificación por 

HPLC. 

 

5.6 Determinación de metabolitos tioles por HPLC 

La determinación de los metabolitos tioles Cys, GSH y T(SH)2 se realizó 

mediante HPLC siguiendo la metodología previamente implementada en el 

laboratorio (Vázquez et al., 2017). Cada muestra se procesó de la siguiente 

manera justo antes de su inyección en el aparato de HPLC. Al precipitado de 

parásitos obtenido en la sección 5.5 se le agregaron 90 µL de amortiguador de 

lisis (HEPES 20 mM, pH=7.4, EDTA 1 mM, KCl 0.15 mM) con DTT 20 mM y se 

sometió a 3 ciclos de congelación en N2 líquido y descongelación a 37°C. El lisado 

celular se centrifugó a 20 817 x g por 10 min a 4°C y el sobrenadante (fracción 

soluble) se recuperó para concentrarlo con un exceso de borohidruro de sodio 

(NaBH4) e incubación en hielo durante 10 min. Transcurrido este tiempo se 

adicionó ácido perclórico 3% para detener la reacción. La muestra se centrifugó a 

20 817 x g por 2 min, después el sobrenadante se filtró y se inyectaron 20 µL al 

HPLC marca Waters (Milford, MA, USA). Los metabolitos se separaron usando 

una columna de fase reversa de tamaño de partícula de 3 µm y de 30 cm de largo 

(Altima, Columbia, MD, USA). 

 

6. RESULTADOS  

 

6.1 Caracterización del crecimiento de la cepa Querétaro de T. cruzi 

El crecimiento de la población de parásitos sigue un comportamiento 

sigmoidal con un crecimiento máximo de 6.5x107 parásitos/mL al séptimo día de 

cultivo (Fig. 10A). Posteriormente, para observar las fases de crecimiento del 

parásito se graficó el logaritmo natural de la concentración de parásitos en función 

del tiempo (Fig. 10B), observándose que la fase exponencial de crecimiento de los 
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parásitos está en el intervalo del 0 – 4 días de cultivo y posteriormente a este 

intervalo de tiempo comienza la fase estacionaria. 

La parte lineal de la Fig. 10B correspondiente a la fase exponencial de 

crecimiento del parásito se utilizó para el cálculo de los parámetros del crecimiento 

celular: número de generaciones (n), tiempo de generación (G) y la constante de 

velocidad (µ) los cuales se resumen en la Tabla 2. 

0 1 2 3 4 5 6 7

0

1x10
7

2x10
7

3x10
7

4x10
7

5x10
7

6x10
7

7x10
7

C
o

n
c
e
n

tr
a
c
io

n
 (

P
a
ra

s
it

o
s
/m

L
)

Dias

0 1 2 3 4 5 6 7

13

14

15

16

17

18

19

L
n

 C
o

n
c
e
n

tr
a
c

io
n

Dias

  

Fig. 10. Crecimiento de epimastigotes de T. cruzi 

A) Curva de crecimiento de epimastigotes de T. cruzi cepa Querétaro. Los parásitos se 
incubaron por 7 días a 28°C en medio LIT. B) Gráfico de linealización de la concentración 

de parásitos en función del tiempo, de por lo menos 5 muestras biológicas. 

 

Tabla 2: Parámetros de crecimiento de epimastigotes de T. cruzi de la 

cepa Querétaro. 

Parámetro Resultado 

n 4.5 ± 1.2 generaciones 

G 23.4 ± 2.9 h 

µ 0.7 ± 0.1 días-1 

 

Estos parámetros indican que durante el tiempo de incubación de la curva 

de crecimiento se obtuvieron 4.5 generaciones (n) de epimastigotes, el tiempo de 

duplicación de los parásitos (G) fue de 23.4 horas y la constante de velocidad de 

crecimiento fue de 0.7 días-1. 

A

 

B

 



 
27 

6.2 Efecto del Bnz y Nfx sobre el crecimiento de epimastigotes de T. cruzi. 

Para poder comparar los resultados con los derivados de quinazolina que 

se evaluaron en este proyecto y los fármacos utilizados en clínica, se realizó la 

determinación de la IC50 del Bnz y Nfx (Fig. 11) en el protocolo de exposición 

utilizado y que se describió en la sección 5.4 de métodos. Para el Bnz se obtuvo 

una IC50= 13±2 µM y para el Nfx un valor de IC50= 3.5±0.5 µM. 

 

Fig. 11. Efecto de los fármacos utilizados en clínica (Bnz y Nfx) sobre el 
crecimiento de epimastigotes de T. cruzi cepa Querétaro. 

Los datos representan el promedio ± desviación estándar de 3 exposiciones independientes. La 

línea representa el ajuste a dosis-respuesta. 
 

 

6.3 Efecto de los derivados de quinazolina sobre el crecimiento de 

epimastigotes de T. cruzi. 

En la Fig. 12 se muestra el patrón dosis-respuesta de diferentes 

concentraciones de los derivados experimentales de quinazolina sobre el 

crecimiento de epimastigotes de T. cruzi. 
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Fig. 12. Tamizaje de los compuestos experimentales. 

Cada punto de la curva corresponde al promedio (± desviación estándar en algunos 
casos) de 2-3 muestras biológicas. La línea continua corresponde al ajuste realizado a 

dosis-respuesta. 

 

 En la Tabla 3 se resumen los resultados obtenidos después del tamizaje 

grueso de los 10 compuestos experimentales derivados de quinazolina.  Se 

incluyen las estructuras de los compuestos para determinar si hay algún patrón de 

comportamiento inhibitorio.  

Se puede observar que, de los 10 compuestos evaluados, únicamente los 

compuestos 3a (compuesto base), 3b, 3c, 3d, Audi 4b y Audi 4d mostraron efecto 

citostático sobre T. cruzi. Los demás compuestos no tuvieron efecto o con valores 

de IC50 mayores a 100 µM, lo cual están por arriba de los valores obtenidos para 

el Bnz y Nfx.   

 



 
29 

Tabla 3. IC50 de los compuestos experimentales (Tamizaje grueso)  

3a 3b 

 

IC50= 43.7 ± 4.3 µM 

 

 

 

IC50= 5.3 ± 0.4 µM 

3c 3d 

 

IC50= 25.5 µM 

 

IC50= 15.8 µM 

3g 3l 

 

IC50 >100 µM 

 

IC50= 142.5 µM 

3h Audi 4b 

 

IC50 >100 µM 

 

IC50= 39.4 µM 
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Audi 4i Audi 4d 

 

IC50 >100 µM 

 

IC50= 29.4 ±3.1 µM 

  

Para los compuestos 3a, 3b, 3c, 3d, Audi 4b y Audi 4d se hicieron curvas 

dosis-respuesta (Fig. 13 y Fig. 14) ajustando las concentraciones de exposición en 

el intervalo de bajas concentraciones para obtener las IC50 correctas. En la Tabla 4 

se resume las IC50 obtenidas al evaluar el efecto citostático de los compuestos 

evaluados y de los fármacos utilizados en clínica. 

.  

Fig. 13 Efecto de los compuestos clorados (3b, 3c y 3d) en el crecimiento relativo 
de epimastigotes de T. cruzi cepa Querétaro. 
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Se prepararon cultivos de epimastigotes los cuales se expusieron a diferentes 
concentraciones de los compuestos experimentales y se determinó la IC50 para 

cada compuesto evaluado. Se muestra el ajuste realizado a 3 muestras 
biológicas.

Fig. 
14 Efecto de los compuestos fluorados (Audi 4b y Audi 4d) en el crecimiento 

relativo de epimastigotes de T. cruzi cepa Querétaro. 
Se prepararon cultivos de epimastigotes, los cuales se expusieron a diferentes 
concentraciones de los compuestos experimentales y se determinó la IC50 para 

cada compuesto evaluado. Se muestra el ajuste realizado a 3 muestras biológicas. 
 

Tabla 4. IC50 de los compuestos de interés y fármacos utilizados en clínica.  

Compuesto IC50 (µM) 

3a (Compuesto 
base) 

44 ± 4 

3b 6.4 ± 0.06 

3c 25 ± 4 

3d 18 ± 3 

Audi 4b  44 ± 3 

Audi 4d 16 ± 4 

Bnz 13 ± 2 

Nfx 3.5 ± 0.5 
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De acuerdo al efecto, los compuestos se pueden clasificar en dos grupos 

distintos: (i) el primer grupo conformado por los compuestos 3b, 3c y 3d que 

comparten la característica de estar cloradas en diferente posición del anillo de 

benceno unido al grupo amino de la posición seis de la molécula de quinazolina 

(Fig. 13), y (ii) el segundo grupo conformado por los compuestos Audi 4b y Audi 4d 

(Fig. 14) que comparten la característica de tener un flúor unido en alguna parte 

del grupo bencílico del amino seis de la molécula de quinazolina. 

A pesar de la similitud estructural de los compuestos de la Fig. 13, el 

compuesto 3b fue el que tuvo el valor de IC50 más bajo (6.4±0.06 µM) y menor que 

el Bnz (13 ± 2 μM), mientras que los compuestos 3c (25±4 µM) y 3d (18±3 µM) 

estuvieron en el mismo intervalo que el canónico.   

Dentro de los compuestos con sustituyente flúor de la Fig. 14, el compuesto 

Audi 4d tuvo una IC50 de 16±4 µM, similar al del Bnz, y menor que el de su 

homólogo fluorado Audi 4b con IC50 de 44±3 µM. 

A pesar de que algunos de los compuestos tuvieron IC50 en el mismo 

intervalo que el Bnz, se decidió seguir estudiándolos por si tienen menor toxicidad 

que el Bnz.  

 

6.4 Efecto de los derivados en el contenido de tioles antioxidantes 

 

En la siguiente fase del proyecto, los epimastigotes se expusieron a los 

compuestos 3b, Audi 4d (los compuestos con menor IC50) y el compuesto 3a 

(compuesto referencia) y se determinaron los metabolitos tioles Cys, GSH y 

T(SH)2 para determinar si los compuestos afectaban el sistema antioxidante del 

parásito (Fig. 15) como un posible modo de toxicidad de los compuestos.  
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Fig. 15. Contenido de tioles en parásitos expuestos a diferentes 
concentraciones de los derivados. 

Los epimastigotes se expusieron por 24 h a las concentraciones indicadas de los 
compuestos y se determinó el contenido de tioles por HPLC donde el 100% 
corresponde a (nmol tiol/mg prot celular). Los datos representan 5 muestras 

biológicas. 
 

 Se observó que en el compuesto base 3a la poza de Cys se mantiene 

constante en todas las concentraciones evaluadas, mientras que el GSH se 

mantiene constante hasta el valor de la IC50 (44±4 µM) y progresivamente decrece 

llegando a una disminución del 80% en la última concentración evaluada. El 
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T(SH)2 disminuyó drásticamente en un 60% desde 20 µM y a concentraciones 

superiores a la IC50 (65 y 90 µM) las pozas se redujeron drásticamente hasta que 

se depletan. 

 Para el compuesto 3b se observó que las pozas de Cys y GSH se 

mantienen constantes a lo largo de todas las concentraciones evaluadas (0-16 

µM), mientras que el T(SH)2 disminuye en un 40% a concentraciones mayores a la 

IC50 (6.4±0.06 µM). 

 Para el compuesto Audi 4d los niveles de Cys, GSH y T(SH)2 se mantienen 

relativamente constantes en todas las concentraciones evaluadas excepto a 25 

μM donde hay una disminución reproducible en el T(SH)2 de un 70%. 

 

7. DISCUSIÓN 

7.1 Potencial antichagásico 

 

Se evaluaron 10 compuestos derivados del N6-(bencil)-2,4,6-

triaminquinazolina, molécula a la cual se le realizaron diversas sustituciones en 

diferentes posiciones del anillo bencílico. Dentro de los compuestos sintetizados, 

se encuentran algunos con grupos alquilantes (Cl- y F-) y otros con grupos 

funcionales NO2, sustituyente presente en los compuestos actualmente utilizados 

en clínica Bnz y Nfx. 

Los compuestos con sustituyentes alquilantes fueron los que tuvieron efecto 

contra el parásito a concentraciones similares o menores que el Bnz.  Los 

compuestos clorados 3b, 3c, 3d y los fluorados Audi 4b y Audi 4d tuvieron 

actividad citostática con valores de IC50 entre 6.4 - 44 µM. El efecto puede deberse 

a que los sustituyentes alquilantes provocan daños en el DNA e interfieren en la 

replicación celular, esto mediante la formación de enlaces covalentes que afectan 

bases nitrogenadas (Benedí y Gómez, 2006). 
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Los compuestos 3b, 3c y 3d comparten la característica de que son 

clorados en las posiciones orto, meta y para del anillo bencílico unido a la TAQ, 

respectivamente. Sin embargo, los valores de IC50 fueron diferentes entre sí, 

siendo tres veces menor para el compuesto 3b, en comparación con los otros dos. 

Al tener todos los compuestos las mismas dimensiones, no se puede considerar 

que el tamaño sea un factor que intervenga en el valor de IC50. Por lo tanto, se 

puede proponer que la sustitución del grupo funcional en diferente posición del 

anillo favorece la eficacia de la molécula, ya que podría repercutir en efectos como 

solubilidad, internalización a la célula, capacidad para ser metabolizado, etc., ya 

que la actividad de un compuesto está íntimamente relacionada con su estructura 

y una modificación de esta implica cambios en el efecto que pudieran tener al ser 

ya una molécula distinta (Gennaro, 2003).  Por lo tanto, el sustituyente en la 

posición orto del compuesto 3b es el que presenta una mayor actividad citostática 

con una IC50 en el rango del Nfx (IC50= 3.5±0.5 µM) y menor que el Bnz (IC50= 

13±2 µM). 

Por otro lado, los compuestos Audi 4d y Audi 4b comparten la característica 

de que ambos son fluorados, pero en diferente posición en el anillo bencílico unido 

a la TAQ, en posiciones orto-meta y orto, respectivamente. Nuevamente se 

obtuvieron valores de IC50 diferentes para cada compuesto, siendo el compuesto 

Audi 4d con el sustituyente en la posición orto el que tuvo efecto 2.8 veces más 

potente en comparación con el compuesto Audi 4b. De esta manera, podemos 

observar que el derivado que tenía el grupo flúor en la posición orto del anillo 

bencílico fue el que tuvo menor IC50 en comparación con su homólogo. Este 

resultado correlaciona con los resultados obtenidos para los compuestos clorados, 

en los que el derivado con sustituyente en esta posición fue el que presentó mayor 

actividad citostática.  

Comparando con el compuesto base 3a se observa que los compuestos 

experimentales presentaron mayor actividad contra T. cruzi, demostrando que las 

sustituciones por grupos alquilantes en el anillo bencílico que está unido al amino 
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seis de la molécula de 2,4,6-triaminquinazolina aumentan casi hasta siete veces la 

actividad citostática con respecto al compuesto base. 

Por otro lado, las moléculas de Bnz y Nfx poseen en su estructura un grupo 

funcional NO2
-, el cual tiene la capacidad de formar ERO o ERN debido a su 

activación por nitroreductasas del parásito, lo que ocasiona estrés oxidante; por lo 

cual, se pensó que aquellos compuestos experimentales que tuvieran este 

sustituyente en su estructura (compuestos 3g y 3l) tendrían el mismo efecto. Sin 

embargo, no ocurrió de esta manera ya que los compuestos tuvieron IC50 mayores 

a 100 µM. Esta falta de efecto parasiticida podría deberse a que el grupo nitro es 

un sustituyente más grande y además tiene una carga negativa deslocalizada que 

podría interactuar; lo que nos permitiría pensar que además de ser necesario un 

sustituyente alquilante en la posición orto del anillo bencílico también es 

importante que este sustituyente sea pequeño y sin cargas negativas 

deslocalizadas. 

En este trabajo se identificaron cinco compuestos que tuvieron un efecto 

citostático similar o en el mismo intervalo de concentraciones que los utilizados en 

la clínica. Debido a que algunos otros derivados de quinazolinas ya han 

demostrado tener diferentes usos clínicos y una extensa variedad de propiedades 

(Yang. et. al., 2017) y tomando en cuenta las limitaciones y contraindicaciones 

dermatológicas, hematológicas y neuronales del Bnz y Nfx (Werner, 2008) 

convierten a los derivados de quinazolina identificados en este trabajo como 

compuestos potenciales para sustituir a los fármacos tripanocidas actualmente 

utilizados en clínica.  Sin embargo, se requieren más estudios para determinar sus 

efectos tóxicos en los tripomastigotes y amastigotes, que son las formas infectivas 

en el hospedero humano, así como en células humanas en cultivo o en modelos 

animales. 

 

7.2 Posible modo de acción  
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Por otro lado, se evaluaron las pozas de tioles de los parásitos expuestos a 

los compuestos 3a, 3b y Audi 4d con el propósito de determinar si en el efecto 

citostático de estos compuestos estaba involucrada la vía antioxidante de T. cruzi.  

De manera interesante, el compuesto base 3a tiene efecto sobre el metabolismo 

antioxidante de T. cruzi, ya que los niveles de T(SH)2 disminuyeron en un 40% a la 

concentración de su IC50 y se reducen casi en su totalidad a concentraciones 

mayores. Esta disminución en el T(SH)2, podría deberse a que el parásito utilizó 

este metabolito para contender con el estrés oxidante provocado por este 

compuesto de estudio y desintoxicar a la célula.  

En el caso del compuesto 3b, los niveles de Cys y GSH se mantuvieron 

constantes y el T(SH)2 disminuyó en un 50% a 15 µM, esto es un indicativo de que 

si bien este compuesto afecta el sistema antioxidante del parásito al observarse 

una disminución en los niveles de T(SH)2, este metabolito no disminuye por 

completo como sí ocurre con el compuesto 3a. Por lo tanto, el efecto citostático 

observado del compuesto 3b podría deberse a algún efecto adicional, 

posiblemente la síntesis de pirimidinas o inhibiendo la dihidrofolato reductasa 

(DHFR) ya que uno de los sitios de acción reportado para las quinazolinas es la 

inhibición de dicha enzima (Mendoza-Martínez et. al., 2015a; Aroonsi. et. al., 

2016).  La DHFR está implicada en la producción de tetrahidrofolato, el cual es un 

cofactor esencial en la síntesis de ADN, ARN y proteínas (Mendoza-Martínez. et. 

al., 2015a; Javeriana, 2016).  

Por último, el comportamiento de los tioles en la célula en presencia del 

compuesto Audi 4d hace pensar que éste causa estrés oxidante al igual que el 

compuesto 3b.  Sin embargo, al no haber un desbalance en los niveles de T(SH)2 

podría suponerse que un efecto tripanocida adicional es debido a alguna 

afectación relacionada con la síntesis de DNA de T. cruzi, por lo que se tendrán 

que realizar otros ensayos para discernir el mecanismo de acción de este 

compuesto.  

Es importante mencionar que para los compuestos 3a y Audi 4d a 

concentraciones de 20 µM aproximadamente, se presenta una disminución de las 
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pozas de T(SH)2, por lo que se podría pensar que esta concentración es a la que 

se alcanza un efecto en la vía antioxidante de T. cruzi. Este efecto no se observa 

en la medición de tioles del compuesto 3b debido a que es más potente que los 

otros compuestos y tiene la IC50 más baja, por lo que no se alcanza dicha 

concentración. 

Se demostró que los compuestos 3b y Audi 4d son mejores que el 

compuesto base 3a, teniendo un efecto en el metabolismo antioxidante de T. cruzi 

afectando el T(SH)2. Y para el caso del GSH, los niveles no disminuyen más del 

20% para los compuestos 3b y Audi 4d por lo que el efecto pareciera ser 

únicamente en el T(SH)2, una característica importante ya que los mamíferos no 

dependemos de este metabolito para combatir con el estrés oxidante. 

 

8. CONCLUSIONES 

 

• Un sustituyente F- o Cl- en la posición orto del anillo bencílico unido a la 

molécula de N6-(bencil)-2,4,6-triaminquinazolina parece ser importante para 

tener fármacos con efecto tripanocida ya que aumentan casi hasta siete 

veces la actividad citostática con respecto al compuesto base 3a. 

• Los compuestos experimentales 3b y Audi 4d evaluados demostraron ser 

igual de eficientes que los utilizados en clínica. 

• El compuesto 3a parece afectar el metabolismo antioxidante de T. cruzi 

cepa Querétaro. 

• El efecto tripanocida del compuesto 3b y Audi 4d parece deberse a la 

generación de estrés oxidante y posiblemente a una afectación a nivel de la 

síntesis de ADN. 

 

9. PERSPECTIVAS 

• Determinar la citotoxicidad de los derivados de quinazolina en células 

humanas. 
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• Dilucidar alguno de los posibles mecanismos de acción de los derivados de 

quinazolina evaluados. 
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