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Machin, Carina Sanchez
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INFORME FINAL

1. Objetivos de acuerdo a la propuesta original
Objetivo General:

Sintesis y evaluacion bioldgica frente a T.cruzi de nuevas ditioltionas en la bisqueda
de potenciales farmacos para el tratamiento de la Enfermedad de Chagas.

Objetivos Especificos:

i) Diseno de los nuevos compuestos a partir de la combinacion de ditioltionas y
furanos de reconocida actividad tripanosomicida.

ii) Sintesis de los productos disefados en el objetivo i), utilizando metodologias
clasicas y modernas de sintesis organica.

iii) Caracterizacion fisicoquimica de todos los productos desarrollados en el
transcurso de este proyecto.

iv) evaluacion de los productos sintetizados en el objetivo ii), frente a forma
epimastigote.

v) evaluacion del efecto toxico inespecifico sobre células mamiferas de los
compuestos activos frente a T. cruzi. Determinacion de la selectividad
parasito/huésped.

2. Actividades realizadas para cumplir los objetivos planteados
Actividad 1: Diseno de nuevos compuestos.
Estudios previos realizados por del grupo de Quimica Medicinal permitieron
identificar la ditioltiona | como hit molecular. En base a esto y como forma de

generar quimiodiversidad en la blUsqueda de nuevos quimiotipos antichagasicos se
propusieron cuatro nuevos derivados (figura 1).
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Figura 1. Hit molecular Productos disefiados.



Actividad 2: Sintesis de nuevos compuestos.

Los compuestos disenados en la actividad 1 fueron sintetizados utilizando
metodologias de quimica organica convencional. En el desarrollo de esta actividad se
estudiaron condiciones experimentales, tales como: temperatura, tiempo,
disolventes y uso de irradiacion con microondas.

Para obtener estos compuestos se utilizaron las rutas sintéticas que se detallan a
continuacion:
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Esquema 1. Rutas sintéticas para obtener los productos disehados.

Actividad 3: Caracterizacion fisicoquimica de los compuestos desarrollados.

Se utilizaron técnicas espectroscopicas tipicas en quimica organica sintética
(Espectroscopia infrarroja, Resonancia Magnética Nuclear, Espectroscopia de Masas).

Esta actividad es de suma importancia para verificar la estructura de los compuestos
obtenidos.



Actividad 4: Caracterizacion bioldgica in vitro.

Esta actividad se realizé bajo la orientacion de la tutora M. Gonzalez en la sala de
Cultivo del Instituto de Quimica Biologica y utilizando los protocolos establecidos en
el Grupo de Quimica Medicinal.

En esta instancia se evalud la capacidad que tienen los compuestos de inhibir el
crecimiento de la forma epimastigote del parasito a dosis fija y variable. La cepa
utilizada fue Tulahuen-2 de T. cruzi. En base a estos resultados se determino el
porcentaje de inhibicion de crecimiento a concentracion fija. Por otra parte,
trabajando con concentraciones variables se obtuvo la concentracion necesaria capaz
de inhibir el 50% de crecimiento del parasito (ICs).

Como forma de profundizar en el mecanismo de accion de los productos se estudio:

i) la capacidad de estos productos de inhibir la enzima cruzipaina (proteasa del
T. cruzi) aislada de epimastigotes. Inicialmente se estudio la inhibicion de cruzipaina
a una concentracion de 100 um. A los compuestos que presentaron una inhibicion de
la actividad enzimatica mayor al 85% se les determind ICs.

ii) la capacidad de inhibir la biosintesis de esteroles de membrana de los
parasitos. Se analizd la acumulacion o disminucién de algunos intermedios o
productos finales de esta ruta bioquimica (escualeno, lanosterol, ergosterol) al hacer
crecer los parasitos en presencia de los productos a una concentracion de 2 x ICs.

iii) el perfil metabdlico excretado al medio por los parasitos promovidos por 2 y 4
por resonancia magnética nuclear ('"H RMN). Se analizan los cambios en las sales
excretadas de los acidos carboxilicos, lactato (Lac), acetato (Ace), piruvato (Pyr), y
succinato (Succ) y los aminoacidos alanina (Ala) y glicina (Gly).

Compuestos 1 2 3 4
Inhibicion de la
forma 5,9 4,9 5,5 7,7
epimastigote
(ICso/ uM)
Inhibicion de
enzima 15,1 ~50 3,35 15,5
cruzipaina
(ICs / uM)
Inhibicion de Acumulacién de
biosintesis de escualenoy
esteroles de i i i reduccion de
membrana ergosterol.
Disminucion de
Metaboldmica - - - Glyy Pyr
excretados

Actividad 5: Escritura del informe y presentacion de resultados.

Se redacté el informe final del proyecto y los resultados se presentaron en una
publicacién cientifica en una revista internacional.

Actualmente se esta realizando la filmacion y edicién de un audiovisual que se
entregara el dia de la muestra del poster, como material de difusion.



3. Modificaciones realizadas

En base a resultados experimentales previamente realizados por los Orientadores del
proyecto, el trabajo se enfoco principalmente en el disefio de compuestos derivados
de ditioltionas y no en furanos como estaba planteado en los objetivos.

Con respecto a la actividad 4, se propuso determinar el indice de selectividad sobre
células de macrofagos murinos, por problemas técnicos propios de la realizacion de
este ensayo, no se logro realizar esta parte de las actividades de este proyecto PAIE
aunque se realizd por integrantes del Grupo de Quimica Medicinal.

Sin embargo, en base a los resultados obtenidos se fueron adicionando diversas
técnicas que nos ayudarian a entender de mejor manera la eficacia de estos nuevos
quimiotipos. Entre estas técnicas se destacan, inhibicién de cruzpaina, inhibicion de
sintesis de esteroles de membrana y el estudio del perfil metabolico.

4. Resultados obtenidos

Con esta investigacion fue posible la identificacion de cuatro nuevos derivados de
ditioltionas con buena capacidad tripanosomicida y diferentes efectos sobre las rutas
metabdlicas del parasito.

En el caso del compuesto 4 podemos afirmar que es un compuesto multidiana ya que
presenta un interesante nivel de inhibicion frente a los diferentes blancos
moleculares.

Por otra parte, se identificaron nuevos quimiotipos (compuestos 1, 2, 3) que se
podrian someter a modificaciones estructurales y mejorar sus propiedades anti-T.
cruzi.

Estos resultados coinciden con lo esperado por el grupo, ya que contabamos con
evidencia previa de la inhibicion que presentaban los derivados de ditioltionas
frente al T. cruzi. No obstante, la inhibicion en algunos casos fue mejor de lo
esperada.

5. Difusion de los resultados

Los resultados finales del proyecto fueron difundidos a través de la presentagién de
una publicacion cientifica (Couto M, Sanchez C, Davila B, Machin V, Varela J, Alvarez
G, Cabrera M, Celano L, Aguirre-Lopez B, Cabrera N, Tuena de Gomez-Puyou M,
Gomez-Puyou A, Pérez-Montfort R, Cerecetto H, Gonzalez M. Molecules. 2015
12;20(8):14595-610. doi: 10.3390/molecules200814595. 3-H-[1,2]Dithiole as a New
Anti-Trypanosoma cruzi Chemotype: Biological and Mechanism of Action Studies) y a
su vez, fueron presentados en el congreso Spanish-ltalian Medicinal Chemestry
Congress; Barcelona, Espana - Julio 2015. Por otra parte, en lo que refiere a la
difusion en el medio universitario local se hara una presentacion publica en el marco
de los seminarios del Grupo de Quimica Medicinal de la Facultad de Ciencias.

6. Sugerencias o comentarios

Estos proyectos ofrecen una oportunidad Unica para que el estudiante se integre al
area de conocimiento que mas llame su atencién. Por otra parte es una excelente
instancia para familiarizarse con las herramientas de laboratorio que no son usuales o
accesibles en cursos practicos, ademas de aportar a nuestra formacion como
investigadoras en cuanto a escritura gestion, realizacion y ejecucion de un proyecto
de investigacion. Por tales motivos nos vemos favorecidas de haber formado parte de
este proyecto.
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7. Resumen publicable:

Blsqueda de nuevos quimiotipos con actividad anti-T. cruzi

Belén Davila, Valentina Machin, Carina Sanchez
Orientadora: Mercedes Gonzalez
Co-orientador: Marcos Couto
Facultad de Ciencias, UdelaR

La Tripanosomiasis Americana o Enfermedad de Chagas es una enfermedad histidica y
hematica producida por el protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi). El
protozoario parasito es transmitido a animales y seres humanos a través de insectos
vectores (triatomineos hematofagos) que se encuentran distribuidos en América del
Sur, América Central y México (zona endémica), conocidos en nuestro pais, con el
nombre de vinchucas. Estos insectos al picar mamiferos infectados adquieren el
parasito y posteriormente al picar al ser humano los depositan con las heces que
ingresan al organismo por mucosas Yy heridas.

Al no existir vacunas, la quimioterapia es el Unico método para tratar individuos
afectados o para disminuir la transmision poblacional. Los dos farmacos utilizados
para el tratamiento de la enfermedad de Chagas son Nifurtimox y Benznidazol que
presentan muy importantes efectos secundarios por lo que la busqueda de nuevos
farmacos es imperiosa.

En el presente estudio se identificaron cuatro ditioltionas capaces de inhibir ademas
del crecimiento del parasito, enzimas esenciales del mismo entre ellas cruzipaina y
triosafosfato isomerasa asi como interviniendo en la sintesis de esteroles de
membrana.

Estos resultados permitieron considerar a estos compuestos como nuevos prototipos
para poder avanzar en la busqueda de agentes que inhiban el parasito sin afectar la
toxicidad hacia el huésped.

« Equipos y la bibliografia adquiridos con fondos del PAIE.

EQUIPOS
cantidad |item - descripcidn
1 Filmadora hp t200
2 Memorias SDHC 32 gb
1 Tripode
BIBLIOGRAFIA
cantidad autor (es), titulo, editorial, afio




Desde el 1/12/2015 y hasta el 15/12/2015 se deberd entregar a los Ayudantes I+D
de los Servicios lo siguiente:

e Un CD con el informe final en formato .odt o .pdf. Y con el poster en su
version digital en formato .jpg o .pdf

» Equipos y bibliografia adquiridos con fondos del PAIE (declarados en la lista
conformada en el item 8 de este documento)
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FIRMA DEL ESTUDIANTE RESPONSABLE

Se solicita al docente orientador que brinde una opinién general acerca del
desempeiio de su equipo de estudiantes durante el transcurso de la investigacion y
que evalue en forma breve los resultados expuestos a través de este informe y el
contenido de su resumen publicable. (max 200 palabras)

Comentarios del docente orientador:

El equipo de investigacion estudiantil ha trabajado en forma muy adecuada,
eficiente, con un interés muy importante. Las actividades han sido desarrolladas
de acuerdo a los objetivos planteados ademas de realizarse por parte de las
estudiantes otras actividades no propuestas como ser el estudio de diferentes
mecanismos de accion de los productos. Las estudiantes ademas colaboraron en
la publicacion en la revista Molecules que presenta estos resultados juntos con
otros del Grupo de Quimica Medicinal. Esta formacion les ha proporcionada otra
mirada del trabajo que es sumamente importante en su futura condicién de
investigadoras. Los resultados obtenidos han sido muy buenos y se ha podido
avanzar en este agrupamiento quimico poco estudiado.

Por lo que considero que el trabajo ha sido excelente y que se ha podido trabajar
en forma muy adecuada y con unos muy buenos resultados.

FIRMA DEL/ DOCENTE ORIENTADOR



