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Efectos farmacoldgicos de compuestos Quimica Bioinorganica: area interdisciplinaria

de vanadio:
Efectos insulinomiméticos in vitro e in Fisicoquimica
vivo. Estudios clinicos del BEOV
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Formacion de complejos metalicos S it S
Aplicaciones de la Quimica Inorganica

en Medicina
Activar enzimas o lograr efectos enzimo-
miméticos
Mejorar la biodisponibilidad de drogas 1. Drogas utilizadas para la homeostasis de iones metalicos
Aumentar la estabilidad de la droga 2. Drogas basadas en metales en las que el i6n central
activa es la “llave” del mecanismo de accion:
Lograr menores efectos secundarios Slicacionet tafnacodiisvese
Lograr compuestos con menor aplicaciones quimioterapéuticas
resistencia aplicaciones en estudios por imagenes

Cambiar los efectos farmacolégicos
Lograr farmacos activos por via oral
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Diabetes mellitus
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K.H. Thompson and C. Orvig, Science 30: 936-939, 2003

Clasificacion de Diabetes mellitus*

« | Diabetes tipo 1 # (la destruccién de las células B pancreaticas conduce
habitualmente a una deficiencia absoluta de insulina).

Panorama actual y futuro

. Inmunomediada
3 3 % : c Idiopatica
¢ Incidencia Yy prevalenCIa: proporciones « Il Diabetes tipo 2 # (se combinan la resistencia a la accién de la insulina
epidémicas. con una inadecuada respuesta secretoria compensatoria de la hormona).
« |Il. Otros tipos especificos
. Defectos genéticos de las células B del pancreas
« Estimacion a nivel mundial para el afio . [E)efectos genéticos gn la accién’del la insulina
5 = s . nfermedades del pancreas exécrino
2030: 366 millones de diabéticos. % En e
. Inducida por drogas
2 g g o . Asociada a infecciones
¢ Prevalencia a nivel mundial: 4,4 %o . Formas poco frecuentes de diabetes inmunomediadas
(Wild y col., 2004) . Otros sindromes genéticos asociados con diabetes
> i + IV. Diabetes mellitus taci | (cualquier grado de intolerancia a la
« Prevalencia en Argenﬂna: 6’5 = 7,7 % glucosa que se identifica por primera vez durante el embarazo).

(Sereday y col., 2004)

* Propuesta por la Asociacion Americana de Diabetes (ADA). # Los pacientes con cualqulertlpo de
diabetes pueden requerir tratamiento insulinico en algun estadio de la enfermedad. El uso de
insulina no constituye un criterio de clasificacion.



INSULINA: principal hormona que regula la
homeostasis de la glucosa

Incrementa la captacion de glucosa por el musculo
y por el tejido adiposo

Promueve la sintesis de glucogeno, lipidos y
proteinas e inhibe su degradacion

Disminuye la produccién hepatica de glucosa

PROYECTO DE INVESTIGACION

Sintesis, caracterizacion fisicoquimica
y bioactividad in vitro
de nuevos compuestos de vanadio
Potenciales aplicaciones farmacoldgicas
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RESISTENCIA INSULINICA
La resistencia a la insulina (Rl)es una caracteristica
asociada a ambos tipos de diabetes mellitus: tipo 1 y tipo 2.
En la diabetes tipo 2, la Rl a nivel hepatico j
resulta en un incremento en la produccion ?
hepatica de glucosa :

A nivel del musculo esquelético

causa una disminucién en la captacion de
glucosa, el paso limitante de la velocidad para
la utilizacion de la glucosa

En tejido adiposo, promueve la liberacion

del FNTa que a su vez determina un

aumento en la secrecion de acidos grasos

libres. Ademas el FNTa reprime la expresion

de varios genes relacionados con la utilizacion y
almacenamiento de la glucosa.

ACCIONES FARMACOLOGICAS DEL
VANADIO

Insulinomiméticos
Osteogénicos

Antitumorales
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Esquema de actividades

Etapa |
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metalicos con los ligandos o Etapa Il
seleccionados. Bioactividad
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LIGANDOS DE INTERES FARMACOLOGICO

Flavonas, flavonoides y compuestos relacionados

07/12/2010

LIGANDOS DE INTERES FARMACOLOGICO
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LINEAS OSTEOBLASTICAS

ESTUDIOS IN VITRO

CULTIVOS CELULARES

Etapa |

Sintesis y caracterizacion %
-Seleccién ylo modificacién / ‘E_studiosizear:;is:;u‘t_:i‘_ﬁn: es'ta!)ilidad PROLI FERACION CELU LAR

quimica de ligandosde interés
biolégico o con  actividad
farmacolégica propia.
-Sintesis de complejos metalicos Bioactividad Osteoblastos
con los ligandos seleccionados. 11 En sistemas acelulares
ioactividad de  ligand. y a) FAL

j i I b) SOD y catalasa 120

c) Clivaje de ADN-Actividad Nucleasa.

Etapa Il
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Screening de la actividad biolégica 5 Wl
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Proliferacion celular

Barrio DA, Williams PAM, Cortizo AM, Etcheverry SB.
J Biol Inorg Chem. 8: 459-469, 2003.
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Etapa I: Sintesis y caracterizacién
Estudios en solucién: estabilidad
Caracterizacion fisicoguimica

ACTIVIDAD INSULINOMIMETICA

-Seleccion ylo modificacion quimica —
de ligandos de interés biolégico © con Etapa I Bloactividad Consumo de glucosa en osteoblastos UMR106
actividad farmacolégica propia. . a) FAL
-Sintesis de complejos metalicos con b) SOD y catalasa
los _ligandos seleccionados. - c) Clivaje de ADN-Actividad Nucleasa.
de ligandos y 180
en cultivos celulares
c 160
(=]
Etapa Il.2. Screening de la actividad ?Ea. 140
biolégica en cultivos celulare 23
23 20
R
2
- A 8
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60
> s 10 25 soum
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N

Consumo de glucosa

Barrio DA, Williams PAM, Cortizo AM, Etcheverry SB.
J Biol Inorg Chem. 8: 459-469, 2003

Etapa I: Sintesis y caracterizacion
Estudios en solucion: estabilidad
Caracterizacion fisicoquimica

Efectos insulinomiméticos de compuestos Setecsion yio modifcacton qumica B
4 4 de ligandos de interés biolégico o con 1. En sistemas acelulares
actividad farmacolégica propia.
de vanadio en cultivos de UMR106 e farmacolOglea PTODl. e con .
los  ligandos  seleccionados. - ¢) Clivaje de ADN-Actividad Nucleasa.
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Etapa Il.2. Screening de la actividad biolégica
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Barrio DA, Tesis doctoral, 2003
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Etapa I: Sintesis y caracterizacion
Estu

s en solucién: estabi

Caracterizacion fisicoquimica
-Seleccion ylo modificacién quimica Etapa Il Bioactividad
de ligandos de interés biolégico o con 1. En sistomas acelulares

actividad farmacolégica propia. e T a) FAL

I—Sinlesli.s dedcompleiols rr!eta'li:os con b) SOD y catalasa
os ligan ::.- ”g::::scu;na os. - \ c) Clivaje de ADN-Actividad Nucleasa. ESTU DIOS DE TOXICIDAD

en cultivos celulares Etapa Il.2. Screening de la actividad biologica en cultivos celulares

Viabilidad celular
y comsumo glucosa +
Alteraciones de la morfologia celular

'"s“""°’“""[’"°°s Alteraciones del citoesqueleto

Etapa lll
Estudios de
toxicidad

¥

VIABILIDAD CELULAR

Viabilidad celular

MTT en MC3T3E1 MTT en UMR106

Ensayo del cristal violeta

Ensayo del Rojo Neutro

Ensayo del MTT

% Mitochondrial activity

VO(0DA) (1M) VO(ODA) (M)




Efectos de compuestos de vanadio
sobre la morfologia celular

Rivadeneira J, Di Virgilio AL, Barrio DA, Muglia Cl, Bruzzone L, Etcheverry SB. Med Chem

(En prensa, 2009).

-Seleccion ylo modificacién quimica
de ligandos de interés biolégico o con
actividad farmacolégica propia.
-Sintesis de complejos metalicos con
los ligandos  seleccionados.

i de ligandos y

/ Caracterizacion fis

Etapa II: Bioactividad
I11. En sistemas acelulares

Etapa I: Sintesis y c:
Estudios en soluci

-aracterizacion
on: estabilidad

61
icoquimica

a) FAL

b) SOD y catalasa
c) Clivaje de ADN-Actividad Nucleasa.

en cultivos celulares

Etapa II.2. Screening de la actividad biols

6gica en cultivos celulares

Proliferacién celular

Prolif. Cellular +
y consumo glucosa +

Compuestos potencialmente

insulinomiméticos

Etapa lll.
Estudios de | ———

toxicidad

Etapa IV.
Estudios de
Mecanismos de
accion
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Efectos de compuestos de vanadio sobre el citoesqueleto

Rivadeneira J, Di Virgilio AL, Barrio DA, Muglia Cl, Bruzzone L, Etcheverry SB. Med Chem (En
prensa, 2009).

MECANISMOS DE ACCION

Activacion de la via de las ERKs
Estrés oxidativo y status redox celular

Apoptosis
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ACTIVACION DE LAS ERKs
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Barrio DA, Williams PAM, Cortizo AM, Etcheverry SB. J Biol Inorg Chem. 8: 459-469, 2003.
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ESTRES OXIDATIVO

250

. MCIT3-E1
N UMRT0S
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g
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o 10 2
Bruzzone L, Etcheverry

VO{oda) pM SB. Med Chem (En
prensa, 2009).

Rivadeneira J, Di Virgilio
AL, Barrio DA, Muglia

Conclusiones de los estudios en cultivos
celulares

Mediante un modelo sencillo de células en
cultivo es posible determinar para una
serie de compuestos quimicamente
relacionados aquellos que presentan
potencialmente = mejores propiedades
insulinomiméticas y menor toxicidad

Los modelos de células en cultivo son
muy Uutiles para evaluar los posibles
mecanismos de accion utilizando
inhibidores especificos de las vias de
transduccion de senales

gla CI,
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APOPTOSIS y NECROSIS CELULAR

Molinuelo MS, Barrio DA, Cortizo AM, Etcheverry SB. Cancer Chemother Pharmacol 53: 163-172, 2004.

Principales mecanismos de accion para los
efectos insulinomiméticos de los
compuestos de vanadio in vitro

«+Semejanza q ‘imica y estructural entre
los aniones fosfato y vanadat
s*Flexubilidad de las estructuras
tridimensionales de vadilo unido a
proteinas

Permite adoptar el estado de
bipirdmide trigonal del sitio activo de los
complejos enzima.sustrato y favorecer o
inhibir ciertas reacciones enzimfaticas

11



Principales mecanismos de accién para los
efectos insulinomiméticos de los compuestos
de vanadio in vitro

Algunos compuestos de vanadio promueven la estimulacién
directa del receptoror de Insulina promoviendo la
fosforilacion del sustrato de ese receptor y disparando la
cascada de transduccion de seiales de la hormona

Otros compuestos de vanadio producen la estimulacion de
las vias de la insulina en puntos alejados del receptor,
promoviendo la fosforilacién de kinasas citosolicas

Otro mecanismo de accién bien comprobado es la inhibicion
de las tirosina-fosfatasas lo que permite tener un alto nivel
de fosforilacion de las kinasas de las vias de transduccion de
sefales y desencadenar los procesos biolégicos de la
insulina.

ESTUDIOS EN MODELOS ANIMALES
DE DIABETES MELLITUS

07/12/2010

ESTUDIO DE LOS EFECTOS
DE COMPUESTOS DE VANADIO
IN VIVO

<+En animales de laboratorio

«+En pacientes diabéticos

Modelo para Diabetes mellitus tipo 2

Ratas obesas Zucker

12
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Mus musculus o raton doméstico

Ratas Wistar

House Mouse

Modelo para Diabetes mellitus tipo 1

Ratones ob/ob y db/db

Ratas tratadas con STZ

13
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EFECTOS DEL VANADATO SOBRE EL

EFECTOS DEL VANADATO EN MODELOS DE METABOLISMO DE LA GLUCOSA EN RATAS
DIABETES TIPO 2 (ratas ob/ob, db/db y fa/fa) DIABETICAS

Dosis; 0,25 mg/ml Produccion de glucosa  Captacion de glu€osa i

15

o 0
en el agua de bebida - date Saline ’ : i 40
) e T I | 30
3 | ||
i | L | |
2 | - 1 |
v L | } 10
g ]S A ] 0
]
2 Sintesis de glucégeno
2 ao 1 r 3.0
“ | clicolisis e T
) 0 an 204 " 1| 20
Time (days) i i 7 - |
Se restaur6 la euglucemia en el estado de alimentaciém, mejoré el TTOG y 1.0 | | b1o
la fase temprana de la secrecion de Insulina ‘ | | '
Goldfine et al 1995 Mol cell Biochem 153: 217 - 231 00 3 = Loo
Regulacion de la glucemia por vanadato en VANADATO Y ACTIVIDAD PTPasa ASOCIADA A
datas diabaticas MEMBRANAS EN RATAS TRATADAS CON STZ
4 = ==
- —
— | [ Control
Dosis: 0,6 mg/ml = I El Vanadate
3 en agua de bebida E_ L ] insulin
H Ratas STZ 3 —
3 Ins: 14 U/dia g |
Z <
’ Tratamiento: 5 dias é 2}
Resultado: mejor6 = |
la glucemia entre g L
i el3y 4 dia 1 ]
Eew & | | | :
H Ratas ob/ob Se revirti6 el estado | l | - A |
H i 1= catabéli_co causado o Control __ STZ-Diabetic
g of por la diabetes
Fig. 5. Effect of vanadate on particulate PTPase activity in STZ-diabetic
BT T S .
oars Goldfine et al 1995 Mol cell Biochem 153: 217 - 231
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VANADILO vs VANADATO

FAMILIA 2-ALQUIL- 3-HIDROXI-4-PIRONA

Son compuestos versatiles y efectivos como
ligandos

Aumentan la absorciéon y biodisponibilidad de iones
metalicos

Las 3-hidroxi-4-pironas se desprotonan facilmente a
pH fisioldgico y forman complejos neutros
termodinamicamente estables

Son compuestos no téxicos

07/12/2010

FAMILIA DE LIGANDOS
2-ALQUIL-3-HIDROXI-4-PIRONAS

o o o Q
Ioon L ow U od I o

Maltol Etilmaltol Isopropilmaltol Butilmaltol

COMPLEJOS CON VANADILO(IV)

R
s C'j%}’
R
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. Ef BMOV re la gl miayl nsibili
BMOV y VS por via oral en STZ ratas Sgtosda BMON Sobrela glticemla yijsssnaitllidad
: ; ala insulina en ratas diabéticas STZ y Zucker
sy - A) Wistar rats (4-week study) B) Wistar ratx (3-weak study)
= i = a0 = e » g
-§- um'l E 25 1 é? = g’
i | = § 20 [ 20 ]
24 ‘ o EREE | g
o] o RN * I 5
&) W E s ’—I .J 3 g
= T} kS | 8
-~ | [+ ® % gaasl 2min 8 min 18 min =
O - Insulin 0 Wkg 5 Uikg
< =
% ] I"'IJ"[ C) Zucker rats
2 - 5 i
& t———— | g S— g z
0.0 02 04 05 08 1.0 0.0 02 04 06 0B 10 % :: g
= o =
VANADIUM DOSE (mmol/kg) B 1
z . Basal Sl'llﬂ;‘ﬁmi]ﬂ Beginning Week 3 =
Insulin 0 Ukg 5 Ulkg
Marzban L et al Mol Cel Biochem223: 147-157, 2001
TRANSPORTADOR DE GLUCOSA tipo 4
(a) In the absence of insulin, glucose cannot (b) Insulin signals the cell to insert GLUT 4 transporters
enter the cell. into the membrane, allowing glucose to enter cell.

GLUT4 es una proteina transportadora de
glucosa regulada por la insulina, que se
localiza en los adipocitos, el musculo
esquelético y el cardiaco.

En condicion basal, el 90-95% de GLUT4 se

e ©
Glucose—(0) 0

Insulin receptor

encuentra en el citoplasma, compactado en e T . | ‘ 0
pequefias vesiculas. Tras el estimulo con o L2 e
insulina, GLUT4 se transloca a la membrana o o, 9
plasmatica favoreciendo el movimiento de Sosrtory s

glucosa desde la sangre al interior de los _—
tejidos GLUT4

transport protein
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BMOV aumenta la expresion de GLUT 4 en
membrana de musculo esquelético de
ratas Wistar tratadas con STZ

CCT D DT

C CT D DT

G4 — | W & -

=
=

aur

= B &8 888 83
5]

20
&0
40
n - n
0
4 a o o c cr o oT

Gous. Groups
Mohammad A et al, Mol cel Biochem 233: 139-243, 2002

Efectos de VS, BMOV y BION sobre la glucemiz
Administracion intraperitoneal en ratas- STZ

35

—e— Control
o BMOV
0 —— BIOV
—— VS
o &
=
£ %——_:
2 20-
Q
g
o .
E’ 15 _,_%
E =
g
a 10
5

T T T T T
] 2 12 18 24 45 72
time (h)

Thompson KH et al, J Biol Inorg Chem8: 66-74, 2003

BMOV y de BEOV regulan la glucemia

ratas tratadas con STZ

07/12/2010

en

=
.

Wi

plasma gluczse (i)

En funcién del tiempo

plasma glucase (i)

Efecto de la dosis

fJQEf

Thompson KH et al, J Biol Inorg Chem8: 66-74, 2003

Niveles de vanadio y clearence plasmatico

de BEOV en ratas tratadas con STZ

Ta - 50

& —®— Plasma C
—a— Plasma vanadium

- N :

~ 7
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= 40 30 E
£ H
o X 1 5
e S
P 20 %
g %\ g
& =
————— 10
.
a
a
05 1 2 4 8 16 24 48

time (h)

Thompson KH et al, J Biol Inorg Chem8: 66-74, 2003
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BMOV mejora la glucemia en ratas Zucker por via

oral

L: delgadas

LT: tratadas con V
F: obesas

FT: tratadas con V

L. Delgadas

LT: delgadas tratadas con V
o: antes de inyectar Ins

5: s min después de Ins

15: 15 min después de Ins
F: obesas

FT: tratadas con V

Glucose (mmolll)

8

Percentage Change

er e oo o

Treatments Groups

b A BCD EFG H

DBE b ——— — —

SRZ-ratas

Ratas Zucker

z
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" I I
@

L F LT FT
TREATMENT GROUPS

—nitial GGTT
== Termination OGTT

Seniz S and
McNeill J,

Mol Cel Biochem
236:123.131,2002

5LT1FTO FTSFT15

T

LO LS L15 FO F§ F15 LTO L

Efecto de BMOV sobre
PI-3K en ratas tratadas
con STZ y en ratas
Zucker

Percentage Change =

L L+ LT LT+ F R+ FT- FT+

Treatment Groups
A B C D E FGH

IS P m——— o ——

Mohammad A and McNeil J, Mol Cel Biochem 223: 103-198, 2001
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BMOV estimula la sintesis de glucogeno
en musculo esquelético de ratas Zucker

G5 Fractional Activity (%)

68Kl Actiy

PP1 Actvty

LTs Fro FTs

- Z
- -
LY
2 = 2
1 Z

#
Z
v
Z

o

e

Lo LS L1S FO F5 F15LTOLTSLT15FTO FTSFT1S

Seniz S and McNeill J,Mol Cel Biochem236: 123.131,2002

EFECTOS DEL VANADATO EN EL
METABOLISMO LIPIDICO

Estimula la lipogénesis

Disminuye los niveles de colesterol
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EFECTOS DEL VANADATO Y DEL VANADILO EFECTO HIPOCOLESTEROLEMICO DEL VANADATO
SOBRE LA LIPOGENESIS EN PACIENTES DIABETICOS

8
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Shechter Y et al, Biochemistry 31; 2063-2058, 1992 % g 21 . .
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EFECTOS DEL VANADATO EN DIABETICOS tipo 2
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ESTUDIOS CLINICOS CON BEOV
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Fase | de la prueba clinica de BEOV
Medeva, Lts, (Manchester, UK

A
Seguridad y tolerabilidad de dosis Unicas en aumento:

10 mg, 25 mg, 35 mg, 60 mg y 90 mg de BEOV se
administraron a 40 voluntarios sanos

Se incluyé comparacién con VS a niveles comparables
de ingestade V (8,9 mg de Vy 10 mg de V respect.).

Mostré mayor captacion y permanencia del V
quelado como pro-droga

Thompson KH et al, J Inorg Biochem, 103: 554-558, 2009
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Esquema de la absorcion, distribucion,
metabolismo y excrecion de compuestos VOL2
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Thompson KH et al, J Inorg Biochem, 103: 554-558, 2009
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Fase | de la prueba clinica de BEOV
B
Se compararon los efectos de BEOV en:
individuos controles luego de una noche de ayuno
individuos después de un desayuno estandar (los mismos
voluntarios anteriores un dia después)

La misma dosis oral de 75 mg de BEOV (11 mg de V)
produjo resultados muy diferentes!

Los individuos en ayunas absorbieron 13 veces mas '
que los alimentados, con menores tiempos para la
max concentracion

Funciones renal, hepatica y gastrointestinal asi comc
las concentraciones de hemoglobina y de bilirrubina
fueron normales durante el estudio
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Conclusiones de la fase | de la prueba clinica
de BEOV

La biodisponibilidad total de vanadio
a partir de BEOV fue tres veces superior
a la de la de VOS04.5H20, evaluada por
medio de un modelo farmacocinético
estandar

Thompson KH et al, J Inorg Biochem, 103: 554-558, 2009

Conclusiones de la fase 2 de BEOV

El tratamiento con una dosis diaria segura y
tolerable (20 mg por via oral) de BEOV produjo:

Disminucion de la glucemia en ayunas, en el
area bajo la curva del test de tolerancia oral a
la glucosa y de los niveles de hemoglobina
glicosilada

En los individuos con placebo esos mismos
parametros empeoraron durante el tiempo del
estudio

Thompson KH et al, J Inorg Biochem, 103: 554-558, 2009
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Status glucémico por administracién oral de BEOV
(AKP 020)en diabéticos tipo 2
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J Inorg Biochem, 103: 554-558, 2009

Conclusiones de la fase 2 de la prueba
clinica de BEOV

El mecanismo de accién es multifactorial
El transportador sérico mas probable de los
iones de vanadio es la transferrina

BEOQV fue evaluado farmacocinéticamente y ha
concluido las fases | y lla de las pruebas clinicas

Los compuestos de vanadio estan en el umbral
de convertirse en otros compuestos practicos
como hipoglucemiantes orales
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A estudiar!

Muchas
gracias

Vanadio y
Diabetes

SBE
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