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RESUMEN

La amebiasis es causada por el protozoo Entamoeba histolytica que afecta a
millones de personas en todo el mundo. El tratamiento estandar es el metronidazol, el
cual desafortunadamente induce varios efectos secundarios y se han encontrado
fallas en la terapia para el tratamiento del absceso hepatico amebiano. Las
quinoxalinas, son compuestos heterociclicos que contienen un anillo de benceno y un
anillo de pirazina. La oxidacién de ambos nitrégenos del anillo de pirazina da como
resultado derivados de quinoxalina (QdNO), que han exhibido una variedad de
propiedades bioldgicas, incluida la actividad antiparasitaria. S6lo unos pocos estudios
han investigado el mecanismo de accion antiparasitario de los QdNOs, sin embargo,
su mecanismo de accion sobre E. histolytica permanece aun desconocido. Este
estudio investigo el efecto amebicida de nuevos QdNOs de la serie isopropilo, de los
cuales el compuesto T-116 (ICso= 2.56 uM) fue el que mejor actividad amebicida y
menor toxicidad (CCso= 30.56 uM) presenté de tres compuestos evaluados (T-067, T-
098 y T-116). La evaluacion del efecto de las series metilo (T-001), etilo (T-014, T-016
y T-017) e isopropilo (T-116) sobre la morfologia y ultraestructura de los trofozoitos
de E. histolytica, demostré que los QdNOs causan pérdida de pleomorfismo celular y
reduccion en el tamano de los trofozoitos, cambios en la granularidad e inducen
condensacion de la cromatina nuclear y vacuolizacién. Estas alteraciones
encontradas evidencian que tanto T-001 como T-017 causan dano celular intenso a
los trofozoitos por lo cual nos parecio interesante determinar algunas de las proteinas
moduladas por estos dos compuestos. Después de comparar los perfiles de
proteinas, se encontraron 163 proteinas con expresion alterada en el tratamiento con
T-001 y 131 con expresion alterada en el tratamiento con T-017. El analisis por
espectrometria de masas nos permitid6 la identificacion de 21 proteinas
sobreexpresadas y 24 proteinas subexpresadas relacionadas con: (1) citoesqueleto y
trafico intracelular; (2) transcripcion, traduccion y unién a acidos nucleicos; y (3)
homeostasis redox principalmente. Ademas se encontré que el tratamiento con T-001
y T-017 modifica la virulencia de los trofozoitos de E. histolytica, dado que alteran la

eritrofagocitosis, la adhesién, y la produccion de especies reactivas del oxigeno.



Nuestros resultados muestran que el mecanismo a través del cual T-001 y T-017
ejerce su efecto sobre E. histolytica implica la alteracién de funciones esenciales
relacionadas con la homeostasis redox y el citoesqueleto de actina, lo que

eventualmente inhiben el crecimiento de trofozoitos.



ABSTRACT

Amebiasis is caused by the Entamoeba histolytica protozoan that affects millions
of people worldwide. The standard treatment is metronidazole, which unfortunately
induces several side effects and therapy failures have been found for the treatment of
amoebic liver abscess. Quinoxalines are heterocyclic compounds that contain a
benzene ring and a pyrazine ring. Oxidation of both pyrogen ring ring nitrogens results
in quinoxaline derivatives (QdNO), which have exhibited a variety of biological
properties, including antiparasitic activity. Only a few studies have investigated the
mechanism of antiparasitic action of QdNOs, however, its mechanism of action on E.
histolytica remains unknown. This study investigated the amoebicidal effect of new
isopropyl QdNOs, of which the compound T-116 (IC50 = 2.56 uM) was the one with
the best amoebicidal activity and lowest toxicity (CC50 = 30.56 pM) presented three
compounds evaluated (T -067, T-098 and T-116). Evaluation of the effect of the methyl
(T-001), ethyl (T-014, T-016 and T-017) and isopropyl (T-116) series on the
morphology and ultrastructure of E. histolytica trophozoites showed that QdNOs cause
loss of cellular pleomorphism and reduction in the size of trophozoites, changes in
granularity and induce condensation of nuclear chromatin and vacuolization. These
alterations found evidence that both T-001 and T-017 cause intense cellular damage
to the trophozoites for which we found interesting to determine some of the proteins
modulated by these compounds. After comparing the protein profiles, 163 proteins
were found with altered expression in the treatment with T-001 and 131 with altered
expression in the treatment with T-017. Mass spectrometry analysis allowed us to
identify 21 overexpressed proteins and 24 underexpressed proteins related to: (1)
cytoskeleton and intracellular traffic; (2) transcription, translation and nucleic acid
binding; and (3) redox homeostasis mainly. It was also found that treatment with T-001
and T-017 modifies the virulence of the trophozoites of E. histolytica, since they alter
erythrophagocytosis, adhesion, and the production of reactive oxygen species. Our
results show that the mechanism through which T-001 and T-017 exerts its effect on
E. histolytica involves the alteration of essential functions related to redox homeostasis

and actin cytoskeleton, which eventually inhibit the growth of trophozoites.



