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Antitumorales
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Sintesis, caracterizacién fisicoquimica
y bioactividad in vitro
de nuevos compuestos de vanadio
Potenciales aplicaciones farmacoldgicas

Esquema de actividades

-Selecciéon  y/o  modificacion
quimica de ligandos de interés
biolégico o con actividad
farmacolégica propia.
-Sintesis de complejos
metalicos con los ligandos
seleccionados.

-Bioactividad de ligandos y
complejos en cultivos celulares

Sintesis y caracterizaciéon
/ Estudios en solucién: estabilidad

Etapal

Caracterizacion fisicoquimica

|

Etapa ll
Bioactividad
II1. En sistemas acelulares
a) FAL

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

Etapa Il
Bioactividad
1.2 Screening de la actividad biolégica
en cultivos celulares
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ALMACENAMIENTO DEL
VANADIO EN VERTEBRADOS

Acidos organicos Azucares simples y

compuestos relacionados

Higado 1 - 3 ug/g

Rin6n 2,1 - 5,2 ug/g

Flavonoide y

compuestos AINES Tejido 0seo 10 - 26 ug/g

relacionados Sartanes

Investigar, investigar e investigar!

Acumulacién de vanadio en tejidos

WBHOV
=LV
avs
OCONTROL

Vanadium (ug/g wet weight)

BONE LIVER KIDNEY MUSCLE

Tissue Types

K.H. Thompson et al, Biol Trace Element Res 86: 31-43, 2002
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Componentes del tejido 6seo

HUESOS
El hueso es un 6rgano firme, duro y resistente que Matriz organica
forma parte del esqueleto de los vertebrados Colageno

Proteinas no colagenoas
Fibronectina
Osteopontina

Glucosaminoglicanos

Con una estructura

: 2 Fase mineral inorganica
interna compleja pero

Hidroxiapatita (Fosfato y céalcico)

muy funcional que Citrato
determina su morfologia, "flica'bonam

z . uoruro
Ios_ huesos son plasticos WEsriags
y livianos aunque muy Sodio

resistentes y duros. Células
Osteoblastos
Osteocitos
Osteoclastos
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polipeptidicasy éstas se
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una caracteristica estructura
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Sintesis y secrecion de colageno ¥ % 5
Fugas” y Colageno

“Esto es una “fuga” y como pueden ver, es
similar a la estructura del colageno tipo | !!”

Procollagen secreted into the

- ~
extracellular space J\-meax

J.S.Bach
Cleavage of aminoterminal I'
and carboxyterminal a -
propeptides from the TS omsessaseeea: :f:t
procollagen molecule

Formation of the
tripple-helical collagen
molecule

FASE MINERAL INORGANICA DEL HUESO

Estructura de la Hidroxiapatita Cristales de Hidroxiapatita

Red de hidroxiapatita (Tomada de M. Massuyes, J.C. Trombe, G. Bonel, G. Montel,
Bull. Soc. Chim. Fr. 1969, 7, 2308.

Scanning Electron Micrograph de cristales de hidroxiapatita en dentina



Cristales de hidroxiapatita en la MEC

Mesenchymal
stei cell

Hematopoietic Monocyte/
= i stem cell Macrophage
Imagen de alta resolucién de 1micrén cuadrado por AFM donde se observan las
fibras de y un cristal de hit { i
Osteoblasto
PGE. PTH
Estimulacién: GiHh Inhibicién:
Ta Ta \‘ \a Corticoides
TEFR

1,25(0HpD; ——»

LEstragenos? — %

- —
Enzimas: Integrina Componentes de la matriz:
Fosfalasa alcalina Malrices proleicas
Caolagenasa BGP

Activador de plasminégeno Osteonectina

Colageno tipo |
Gilicoproteinas
Ostaoide 3

Frente de mineralizacion

Matriz minsralizada

Preosteoblast

B
SRCE

Formacién de osteoblastos y osteoclastos

A
walle -

Osteoblast

Preosteoclast

Osteocito
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Osteoclast
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LINEAS OSTEOBLASTICAS

Actividad osteogénica de los
compuestos de vanadio
en cultivos de osteoblastos

Linea celular UMR106 obtenida de
Linea celular MC3T3-E1 obtenida de calvaria de osteosarcoma de rata

ratén

Expresan marcadores de
fenotipo osteoblastico
diferenciado (FAL 6sea,
colageno tipo I)

AA + B-GP
Preosteoblastos Osteoblastos

Crecen en monocapa ; ; 3
No mineralizan la matriz

Los niveles de FAL secretada

aumentan con la
diferenciacion

Alta tasa de replicacién

Inhibicién por contacto



-Seleccién ylo modificacion
quimica de ligandosde interés
biolégico o con actividad
farmacolégica propia.

-Sintesis de complejos metdlicos
con los ligandos seleccionados.
-Bioactividad de ligandos y
complejos en cultivos cejulares

T8

Etapa |
Sintesis y caracterizacion
Estudios en solucién: estabilidad
Caracterizacion fisicoquimica

Etapa Il
Bioactividad
1.1 En sistemas acelulares
a) FAL
b) SOD y catalasa

c) Clivaje de ADN-Actividad Nucleasa.

Etapall.2

en cultivos celulares

Screening de la actividad biolégica

Proliferacion celular

~Seleccion ylo modificacion quimica
de ligandos de interés biol6gico ocon
actividad farmacoldgica propia

-Sintesis de complejos metdlicos con
los ligandos  seleccionados. -
i de ligandos y j

II1. En sistemas acelulares
et ) a) FAL

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

Etapa II: Bioactividad

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

en cultivos celulares
Etapa I1.2.

Screening de la actividad bioldgica en

Cultivos celulares

| Proliferacion celular |

|

| Prolif. Osteobléastiica + |

|

Diferenciacién, osteoblastica
FAL
Produccién de colageno tipo |
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PROLIFERACION CELULAR

Osteoblasto

S

tion (% basal)

i L L L L

MC3T3E1

UMR106

0 0 4 e w0

Trevo [pM]

w0 120

Barrio DA, Williams PAM, Cortizo AM, Etcheverry SB.

J Biol Inorg Chem. 8: 459-469, 2003.

DIFERENCIACION OSTEOBLASTICA

Actividad de Fosfatasa alcalina

ALP activity (% basal)
T

65 Lt L L L
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Trevo
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Barrio DA, Williams PAM, Cortizo AM, Etcheverry SB. J Biol Inorg Chem.

8:459-469, 2003.
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DIFERENCIACION OSTEOBLASTICA

Produccion de colageno tipo |

Etapa I: Sintesis y caracterizacién
Estudios en solucién: estabilidad
Caracterizacion fisicoquimica

-Seleccion y/o modificacion quimica Etapa II: Bioactividad

de ligandos de interés biol6gico o con ll1. En sistemas acelulares
actividad farmacoldgica propia. /’ a) FAL
-Sintesis de complejos metalicos con b) SOD y catalasa
los  ligandos  seleccionados. - c) Clivaje de ADN-Actividad Nucleasa.
130 ioactividad de ligandos y j
en cultivos celulares
125 Etapa Il.2. Screening de la actividad biolégica
en cltivos celulares
120
5 7
: s
S E 110
=%
c
= 105 -
3 5 Prolif. Osteoblastos +
o 10 Quervo
£ vo
95 Diferenciacion,
Quer FAL
% Produccion de colageno tipo |
8 !
o s s 20’30 % Mineralizacién de los cultivos de
Concentration [uM] osteoblastos

FerrerEG, Salinas MV, Correa MJ, Naso L, Barrio DA, Etcheverry SB,
Lezama L, Rojo T, Williams PAM. J Biol Inorg Chem 11: 791-801, 2006

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

MINERALIZACION DE LA MEC : i
Células MC3T3-E1 -Seleccion y/o modificacion quimica

de ligandos de interés biologico o con L. En sistemas acelulares

actividad farmacolégica propia. i ek a) FAL

-Sintesis de complejos metalicos con b) SOD y catalasa

los ligandos seleccionados. - \ ¢) Clivaje de ADN-Actividad Nucleasa.
i ivi de ligandos y j

en cultivos celulares

Etapa II: Bioactividad

Etapa Il.2. Screening de la actividad biolégica
en cltivos celulares

!

Prolif. Osteoblastos +

Diferenciacion,
FAL
Produccién de colageno tipo |

Mineralizacién de los cultivos de osteoblastos + |

!
Nen el et ol AT A SB and Barrio DA- En: Compuestos potencialmente osteogénicos
Vanadium: The versatile element. Kustin K, Costa Pesoa J and Crans DC (Ed.s). American Chemical Society
Series 974. Vol 15: 204-216, 2007




~Seleccion ylo modificacion quimica
de ligandos de interés biol6gico o con
actividad farmacoldgica propia.

-Sintesis de complejos metalicos con
los ligandos  seleccionados. -

|~ ] m. Ensistemas acelulares

Etapa |
Estudios en solucion: estabilidad
Caracterizacion fisicoguimica

Etapa Il: Bioactividad

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

s
Estudios en solucién: estabilidad
Caracterizacion fisicoquimica

de ligandos y

en cultivos celulares

Etapa ll.2. Screening de la actividad bioldgica en cultivos celulares

-Seleccion y/o modificacién quimica
de ligandos de interés biolégico o con
actividad farmacolégica propia.
-Sintesis de complejos metdlicos con
los ligandos  seleccionados. -
de ligandos y

Etapa l: Bioactividad
|~ .| . Ensistemasacelulares

\ D

¢) Clivaje de ADN-Actividad Nucleasa.

en cultivos celulares

b) SOD y catalasa
Etapa l.2. Screening de la actividad biolégica en cultivos celulares

Proliferaci
Osteoblastica +

Diferenciacién, FAL
Produccion de
colageno tipo | +

|

Mineralizacion de los cultivos de
osteoblastos +

I

Compuestos potencialmente
osteogénicos —>

Etapa Il

Estudios de
toxicidad

Efectos osteogénicos de VOAsc in vitro
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A.M. Cortizo et al, Int J Biochem Cell Biol 38: 1171-1189, 2006
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Prolif. Psteoblastica +

Diferenciacion, FAL

Produccion de colageno tipo |

Mineralizacion de los
cultivos de osteoblastos +

Compuestos potencialmente

osteogénicos

! Etapa IV.
Etapa Ill. ESIUQIOS de
Estudiosde | __, | Mecanismos de

toxicidad .,
acclion

Efectos de VOAsc sobre la apoptosis
de osteoblastos en cultivo
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AM. Cortizo et al, Int J Biochem Cell Biol 38: 1171-1189, 2006



Efectos de VOAsc sobre la actividad de fosfatasas
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A.M. Cortizo et al, Int J Biochem Cell Biol 38: 1171-1189, 2006

Efecto de VOAsc sobre la proliferacién celular
en presencia de inhibidores especificos

Tag

Los inhibidores de
la via de las MAPK

Efectos en el tiempo y de la concentracién
de VOAsc sobre las ERKs

1 dani

AM. Cortizo et al, Int J Biochem Cell Biol 38: 1171-1189, 2006
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Efecto de VOAsc sobre la sintesis de colageno en presencia

10



Accién osteogénica de compuestos de vanadio:
Transduccion de sefiales e intercambio aniénico

Sintesis proteica
Matriz extracelular

Proteinas del
citoesqueleto

/
Expresion
Génica

Efectos antitumorales de compuestos
de vanadio en cultivos celulares

07/12/2010

Conclusiones de los resultados sobre
efectos osteogénicos de compuestos de

vanadio en cultivos de
osteoblastos

Algunos compuestos de vanadilo con
diversos ligandos orgénicos mostraron
poseer potenciales efectos osteogénicos in
vitro promoviendo la sintesis de colageno y
la mineralizacion de la matriz Osea.

La activacion de la via de las MAPK y de la
PI-3K asi como los canales de Ca intervienen
en el proceso de secreciéon de colageno y de
mineralizacion de la MEC

UMR106 : células inmortalizadas
derivadas de un osteosarcoma
de rata

Caco-2 : células inmortalizadas
derivadas de un carcinoma de colon
humano

11



Linea celular Caco-2 obtenida de
adenocarcinoma de colon humano

Crecen agrupadas

Alta tasa de replicacion

La diferenciaciéon ocurre en
aprox. 15 dias de cultivo

Citotoxicidad diferencial en cultivos de osteoblastos de un
compuesto de vanadio con potencial actividad antitumoral

CONTROL

Rivadeneira J.
Tesis doctoral,
2009

10 uM V-Salsem

EFECTO ANTIPROLIFERTIVO DE
COMPUESTOS DE VANADIO EN CELULAS
TUMORALES EN CULTIVO

5885 EEE

% Basal

Concentracion (uM)

Proliferacion de UMR106
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% Basal

Proliferacién de Caco-2

VOHesp

Concentracion (aM)

Etcheverry SB, Ferrer EG, Naso L, Rivadeneira J, Salinas V, Williams PAM. J Biol Inorg Chem

13: 435-447, 2008

-Seleccién y/o modificacién quimica

de ligandos de interés biolégico o con

actividad farmacolégica propia.

-Sintesis de complejos metalicos con

los ligandos seleccionados.
i ivi de ligandos y

en cultivos celulares

Etapa I: Sintesis y caracterizacion
estabilidad

Estudios en solus

Caracterizacion fisicogquimica

Etapa Il: Bioactividad
II1. En sistemas acelulares
a) FAL
b) SOD y catalasa

¢) Clivaje de ADN-Actividad Nucleasa.

Etapa 1.2 Screening de la actividad biolégica
en cultivos celulares

Inhibicién de la proliferacion
de células tumorales

Investigacién de lainhibicién de
migracién y adherencia celular
Investigacion de la capacidad
antimetastasica

12
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EFECTOS DEL VANADIO SOBRE LA MIGRACION Y EL

SPREADING DE CELULAS TUMORALES ENSAYO DE LA HERIDA
Adhesion / spreading assay
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Molinuevo, MS, Cortizo AM, Etcheverry SB. Cancer Chemother Pharmacol 61:767-73, 2008 Molinuevo MS, Cortizo AM, y SB, 5th N arhoiting jum, USA, 2006
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Molinuevo, MS, ?onizoAM. Etcheverry SB. Cancer Chemother Pharmacol 61:767-73, 2008
Molinuevo, MS, Cortizo AM, Etcheverry SB. Cancer Chemother Pharmacol 61:767-73, 2008
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ESFEROIDES DE UMR106

Molinuevo MS, Cortizo AM, Etcheverry SB, 5th
International Vanadium Symposium,USA, 2006

2,5 uM GluvOo

Etapa |: Sintesis y caracterizaci
Estudios en solucién: estabilidad
Caracterizacion fisicoguimica
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MIGRACION CELULAR DESDE LOS
ESFEROIDES

Cell migration from spheroid
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Molinuevo MS, Cortizo AM, Etcheverry SB. 5th International Vanadium Symposium, USA, 2005

Etapa esis y caracterizacion
Estudios en solu
Caracterizacion fisicoquimica

-Seleccion y/o modificacion quimica
de ligandos de interés biolégico o con
actividad farmacolgica propia.

-Sintesis de complejos metalicos con
los ligandos  seleccionados. -

Etapa lI: Bioactividad
II1. En sistemas acelulares
a) FAL
b) SOD y catalasa
c) Clivaje de ADN-Actividad Nucleasa.

de ligandos y
en cultivos celulares

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

Inhibicién de la
proliferaciéon de células
tumorales

|

Inhibicién de migracién y
adherencia celular
Capacidad antimetastasica

|

-Seleccién ylo modificacion quimica Etapa II: Bioactividad

de ligandos de interés biolégico o con Il En sistemas acelulares

actividad farmacoldgica propia. et a) FAL

-Sintesis de complejos metdlicos con b) SOD y catalasa

los ligandos  seleccionados. - c) Clivaje de ADN-Actividad Nucleasa.
de ligandos y

en cultivos celulares

Etapa Il.2. Screening de la actividad biolégica en cultivos celulares |

Células |

‘ ]
Proliferacion celular Capacidad

Compuestos potencialmente
antitumorales

| |

Diferenciacion, FAL
Produccién de

Compuestos bioactivos |

Mineralizacion de los cultivos de |
osteoblastos +

Compuestos potencialmente
antitumorales

l

Compuestos potencialmente
osteogénicos Etapa 11
Estudios de
toxicidad

14
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/ERSIBILIDAD DE EFECTOS TOXICOS

ESTUDIOS DE TOXICIDAD _ MC3T3-E1 ., UMR106
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Viabilidad celular i i
L
£ g =
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leneira J, Di Virgilio AL, Barrio DA, Muglia Cl, Bruzzone L, Etcheverry SB. Med Chem

rensa, 2009).

VIABILIDAD CELULAR

Viabilidad celular Ensayo del Rojo neutro
MC3T3-E1 UMR106

Ensayo del cristal violeta -
Ensayo del Rojo Neutro z 3‘: :
Ensayo del MTT 5 = .

V0joda) il VO(oda) pM

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

Fragmen-
tacion
nuclear

COMPONENTES

Burbuja
de
membrana _ :
Microfilamentos
Filamentos intermedios
Microtibulos

- 2 ’ FUNCIONES

Rol: Transporte intravelular de organelas

Etcheverry SB, Ferrer EG, Naso L, Rivadeneira J, Salinas V, Williams PAM. J Divisién celular
Biol Inorg Chem 13: 435-447, 2008 Mantenimiento de la formay de la funcién celular

Etapa
Estudios en soluc
Caracterizacion fi:

ntesis y caracteriza
estabilidad
oquimica

ALTERACION DEL CITOESQUELETO Seleccion yio mediicacion_quimica

i 6 Etapa II: Bioactividad
de ligandos de interés biol6gico o con e e Julares
actividad farmacolégica propia e
-Sintesis de complejos metalicos con o) 50D y catalasa
los  ligandos seleccionados. = - ¢) Clivaje de ADN-Actividad Nucleasa.
de ligandos y

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

3
[ Proliferacién celular ['Células
Capacidad antimetgstésica

[ compuestos potencialmente antitumorales |

Diferenciaci
Produccién de 4
colageno tipo |
l Compuestos bioactivos |
Mineralizacion de los l
cultivos de osteoblastos +
Etapa IV.
l Etapa Ill. p

Estudiosde |~ | Estudios de

C tos potencialmente ini .

accion

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

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

Apoptosis

Activacion de las ERKs por VO(oda) en osteoblastos

e e —— &4 PERK;
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Rivadeneira J, Di Virgilio AL, Barrio DA, Muglia CI, Bruzzone L, Etcheverry SB. Med Chem (En prensa, 2009).

Consecuencias de lainhibicién de PTPasas

N FACTORES DE
SENARES Ras-MAPK
EXTRACELULAR == TRANSCRIPCION
EIS: TS SRE l
INSULINA ﬁ GENES — DHFR
VANADIO TEMPRANOS TK
(Ciclina D) Polimerasa

G, VANADIO

1
Dafio en ADN ==
p53 1

Reparacién 4 Ciclinas

CicLo
CELULAR

Cdco.p EEEED £~ ADN CDKs
“— CiclinaB l
o [[aporosss |
PTPasa
e (cdc25)
Cde2-P I
(CPK - FVANABIO

Activacién de las ERKs e inhibidores

Intensidad relativa
(% Basal)

Basal
VO({oda) * * + +
NAC +
PD98059 +*
Wortman +
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Rivadengira J, Di “rgilio AL, Barrio DA Whglia Cl, Bruzzone L, Behewery $B. Med Ghem (En prensa, Z009).
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EelRES OnlDall Ve ESTRES OXIDATIVO Y STATUS REDOX CELULAR

VO(oda)
Efecto de NAC
MC3T3-E1 UMR106
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Bruzzone L, Etcheverry
SB. Med Chem (En A . s i ¥
prensa, 2009) Rivadeneira J, Di Virgilio AL, Barrio DA, Muglia Cl, Bruzzone L, Etcheverry SB. Med Chem (En prensa,

2009).

ESTRES OXIDATIVO Y EFECTO DE NAC Efectos de VO(oda) sobre GSH y GSH/GSSG
SOBRE LA PROLIFERACION
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Efectos de VO(oda) sobre GSH(GSSG en funcién
del tiempo
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Rivadeneira J, Di Virgilio AL, Barrio DA, Muglia Cl, Bruzzone L, Etcheverry SB. Med Chem
(En prensa, 2009).

Efectos de GSH sobre la viabilidad celular
en presencia de VO(oda)
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Efecto de BSO sobre la toxicidad de VO(oda) en MC3T3-E1
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Alteracidon del potencial de membrana mitocondrial
inducido por VO(oda) y efecto de GSH
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CONCLUSIONES DE ESTUDIOS IN VITRO

SOBRE PROPIEDADES ANTITUMORALES
DE COMPUESTOS DE VANADIO

Diversos compuestos de vanadio ejercen efectos
potencialmente antitumorales en células en cultivo a
través de variados mecanismos de accion tales
como la induccion sostenida de la via de las ERKs y
el estrés oxidativo que a su vez altera el status
redox celular y lleva a la muerte de las células
tumorales por alteracion del citoesqueleto,
alteracion del metabolismo de diferentes organelas
y alteracion del potencial de membrana
mitocondrial. Ademas cabe esperar Inhibicion de
kinasas de ciclinas e induccién de p53 que llevan a
la muerte por apoptosis 0 necrosis.
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ESQUEMA INTEGRAL

-Seleccion y/o modificacién quimica

de ligandos de interés biolégico o con

actividad farmacolégica propia.

-Sintesis de complejos metdlicos con

los ligandos  seleccionados.
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en cultivos celulares
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Produccion de
colageno tipo |
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Etapa l: Sintesis y caracterizacion
Estudios en solucién: estabilidad
Caracterizacion fisicoguimica

Etapa ll: Bioactividad
lI1. En sistemas acelulares
a) FAL
b) SOD y catalasa
c) Clivaje de ADN-Actividad Nucleasa.

Etapa I1.2. Screening de la actividad biol6gica en cultivos celulares ||

Proliferacion celdlar ———— | inhib. Prolif. Cel. Tumorales
Capacidad antimetastésica
|

= |

Prolif. Celular +
y consumo de glucosa +

Mineralizacion de los
cultivos  de osteoblastos +
Compuestos potencialmente
osteogénicos

! |
Compuestos potencialmente \-l Compuestos bioactivos |

el

; Etapa IV-
Epsil B iesie Estudios de Mecanismos de
accion

: Estudios en modelos in vivo :
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