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Formacion de complejos metalicos
ssActivacion/inhibicion enzimaticay
obtencion de efectos enzima-mimeticos
*Mejoramiento de |la biodisponibilidad
*Aumento de la estabilidad de |la forma
activade una droga

*Disminucion de los efectos colaterales
*Disminucion de la resistencia hacia una
droga

*Cambio en los efectos farmacoldgicos
“*Obtencion de compuestos activos por via
oral



Usos de la Quimica Bioinorganica en
Medicina

1. Obtencidon de drogas para mejorar la homeostasis de
los iones en el organismo.

2. Obtener drogas basadas en metales en las cuales el
metal es clave en el mecanismo de accion

Aplicaciones farmacocinéticas
Aplicaciones quimioterapeuticas

Aplicaciones al diagnostico por imagenes
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Experimental Scheme

-Selection and/or
chemical modifications
of Interesting biological
ligands or substances
with pharmacological
activity-

-Bioactivity of free ions,
free ligands and the
complexes In cell
cultures.

Phase |

/ Synthesis and characterization

Solution studies: stability
determinations
Physicochemical characterization

Phase Il
Bioactivity
lI1. In cell free systems
a) ALP
b) SOD and catalase
c) DNA cleavage-Nuclease activity.

Phase Il
Bioactivity

1.2 Screening of bioactivity in cell
cultures




PHASE |
Chemistry
Selection and/or chemical /
modifications of interesting
biological ligands or
substances with - Phasell.l
pharmacological activity- \ II.1 Bioactivity studies in Cell Free
: . . Systems.
-Bioactivity of free ions, free
ligands and the complexes
in_cell cultures.

Phase Il
Bioactivity
II.2 Screening of bioactivity in cell cultures

Cellular proliferation




COMPLETE EXPERIMENTAL DESIGN Chemistry

-Selection  and/or chemical
modifications of interesting
biological ligands or
substances with
pharmacological activity-
-Bioactivity of free ions, free
ligands and the complexes in
cell cultures.

Phase I.

Phase I
[I.1 Bioactivity studies in Cell Free

<

«

Osteoblast prolif.+

Osteoblast
differentiation+

Systems

Phase II. Bioactivity
[1.2 Screening of bioactivity in cell cultures

Cellular prolifefation | =—— | Tumoral cell prolif.-
! Antimetastasic capacity -

Cel prolif. + |

and glucose Potential antitumoral compounds

consumption + 1

Bioactive compounds

compounds

l Potential insulinmimetic | ~—~——,

ECM mineralization+

Potential osteogenic
compounds

|

Phase IV.
Mechanism of action study



PHASE |
Chemistry
Selection and/or chemical /
modifications of interesting
biological ligands or
substances with - Phasell.l
pharmacological activity- \ II.1 Bioactivity studies in Cell Free
: . . Systems.
-Bioactivity of free ions, free
ligands and the complexes
in_cell cultures.

Phase Il
Bioactivity
II.2 Screening of bioactivity in cell cultures

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



normal WBC apoptotic WBC

MUERTE
CELULAR



Importancia de la muerte celular

La muerte celular juega un rol
crucial para el desarrollo de
plantas y animales

En un humano adulto en buen
estado de salud, Dbillones de
céluulas mueren en médula o0sea e
Intestino cada hora.



Tipos de muerte celular

La muerte celular puede ocurrir a
traves de dos procesos diferentes:

Programados o accidentales



El mias comun de los

mecanismos de muerte
programada es la APOPTOSIS
y

el mas comun de los mecanismos
accldentales es la NECROSIS



NECROSIS

Necrosis (nuerte celular
“accidental’) es un proceso
patologico que ocurre cuando las
celulas son expuestas a serios
insultos fisicos o quimicos



APOPTOSIS

Apoptosis: muerte celular “normal
O programada’) es el proceso
fisiologico por el cual células no
deseadas o0 que no son utiles son
eliminadas durante el desarrollo y

otros Drocesos bioldgicos
normales



La apoptosis es una forma de
muerte celular que esta
regulada genéticamente.

La muerte celular programada es
parte integral del desarrollo de los
tejidos tanto de animales como de
plantas pluricelulares




Diferencias entre Necrosis y
Apoptosis

Caracteristicas morfoldgicas

Caracteristicas bioguimicas

Caracteristicas moleculares



Caracteristicas morfoldgicas
Necrosis

Péerdida de la integridad de |la
membrana celular

Comienza con hinchazén  del
citoplasmay las mitocondrias

Finaliza con lisis celular total
Disintegracion de organelas

Involucra células vecinas y macrofagos,
generando una respuesta inflamatoria




Micrografia electronica de una célula
necrotica

(C



Muerte celular programada

La muerte celular programada es parte
integral del desarrollo de los tejidos
tanto de plantas como de animales

pluricelulares



Nematode Caenorhabditis elegans

Estudios genéticos que
identificaron los primeros
genes de muerte celular
programada




Apoptosis
“Burbujas” de la membrana celular,
pero sin perdida de la integridad

-Agregacion de la cromatina en la
membrana nuclear

-Finaliza con fragmentacion celular en
pegquenos cuerpos

-Formacion de vesiculas unidas a
membrana (cuerpos apoptoticos)

-Las mitocondrias se tornan permeables
debido a I|a formacion de poros
Involucrando a proteinas de la familia bcl-2



Celulas apoptoticas




Globulo blanco en

Glébulo blanco

apoptosis



Final stage of apoptosis White blood cell

1.5, National Librany of Medicine



Etcheverry SB, Ferrer EG, Naso L, Rivadeneira J, Salinas V,
Williams PAM. J Biol Inorg Chem 13: 435-447, 2008



Celulas apoptoticas

phagooytic cell

engulfed dead cell

(B}

10 pm




Alteracion del citoesqueleto

Rivadeneira J, Di Virgilio AL, Barrio DA, Muglia ClI, Bruzzone L, Etcheverry SB.
Med Chem 6: 9-23, 2010



Procesos apoptoticos

Desarrollo del
pie de raton
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Metamorfosis APOPTOSIS
en anfibios
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Cada dia, en cualquiera de
nosotros, se produce el suicidio
de alrededor de 10 mil millones
de células por apoptosis, siendo
esto necesario para el normal
desarrollo del organismo



Cuando una celula muere por
apoptosis, empaqgueta su
contenido citoplasmatico, Ilo

gue evita que se produzca la
respuesta Inflamatoria
caracteristica de la muerte
accidental o necrosis.




Cambios bioquimicos y moleculares
de la apoptosis

»Clivage del ADN cromosomico
en grandes fragmentos

» Cambios en la membrana
plasmatica (externalizacion de
fosfatidilserina)

»Pérdida del potencial de
membrana mitocondrial



time (hr)

(A)



APOPTOSIS y NECROSIS

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



Potencial de membrana
mitocondrial

Permite que ciertas siondas fluorescentes
con alta afinidad por las mitocondrias
metabdlicamente activas sean capaces de
retener esos colorantes mostrando alta
Intensidad de fluorescencia. Las
mitocondrias de células apoptoticas
retienen menos esas sondas y disminuye
la Intensidad de fluorescencia,



REGULACION DE LA APOPTOSIS



APOPTOSIS

s+ Via extrinseca

s+ Viaintrinseca




La via apoptotica extrinseca
activa receptores de membrana
tales como:

Fas
TNF
Porinas

La via intrinseca esta mediada por
eventos mitocondriales



Extrinsic Pathway Intrinsic Pathway Perforin/Granzyme
radiation, toxins, hypoxia, etc. Pathway

* Cytotoxic T cells
death receptor—_

4 l m\
adaptors mitochondrial changes (MPT) / \

granzyme B granzyme A

death ligand —a_

disc formation apoptosome forms l
\ y '
caspase 8 activation caspase 9 activation caspase 10  SET complex
* / activation
caspase 3 activation Y
(Execution Pathway) DNA cleavage

endonuclease activation — degradation of chromosomal DNA
protease activation — degradation of nuclear and cytoskeletal proteins — cytoskeletal reorganization

.

cytomorphological changes:
chromatin and cytoplasmic condensation, nuclear fragmentation, etc.

formation of apoptotic bodies

ELMORE 2007 Toxicologic Pathology



Para ambas vias la
apoptosis depende de una

cascada proteolitica
Intracelular que es mediada
por caspasas




CASPASAS

Las caspasas son una familia de
proteasas que tiene cisteina en
Su sitio activo y clivan proteinas

especificas en Sitios
determinados que poseen acido
aspartico




ACTIVACION DE CASPASAS



PROCASPASAS

Las caspasas se sintetizan en
todas las ceélulas como

precursores Inactivas 0
procaspasas, las que se
activan por clivaje

proteolitico
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Cascada
de las
caspasas

L‘ Una molécula
de caspasa

""" l|iniciadora activa
-

Muchas moléculas de caspasas ejecutoras

s i
/\' /\)
1 e c il
Clivaje de prot.
del citoesqueleto

Prot. nucleares




Targets de caspasas ejecutoras
activadas

Diversas proteinas o estructuras celulares
tales como:

Proteinas nucleares

DNA-depending enzyme o endonucleasa, que
al activarse cliva el DNA nuclear

Componentes del citoesqueleto y de las
proteinas de adhesion que vincula a cada
celula con sus vecinas



Caspasas humanas

Involucradas en la inflamacion

Caspasal (ICE), 4,5

Involucradas en apoptosis

% Caspasas iniciadoras (2,8,9,10)

< Caspasas ejecutoras (3,6, 7)



Inicio de la apotosis

En todas las células, la maquinaria de las
caspassas esta siempre lista para actuar.
Solo se requiere un disparador del
Proceso.

Como se activa la primera procaspasa?
Las caspasas iniciadoras presentan un
gran prodominio que contiene un
dominio reclutador de caspasas (CARD)



Ese dominio CARD les permite
unirse a proteinas adaptadoras y
forma un complejo activo cuando
la celula recibe un estimulo
apoptotico.

Una vez en el complejo, las
caspasas Iniciadoras estan muy
proximas unas de otras y lo que
es suficiente para activarlas. Ellas
se clivan unas a otras y el proceso
se torna irreversible



INHIBIDORES DE LA VIA EXTRINSECA

Muchas células producen proteinas
inhibitorias gque pueden actuar
Intracelularmente o extracelularmenete
para restringir la via extrinseca

Receptores decoy de superficie: tienen
un dominio de union al ligando pero no
tienen un dominio de muerte




Los decoy pueden unir el ligando
pero no pueden activar la muerte

celular., Por eso son Inhibidores
competitivos de muerte celular




Via intrinseca de apoptosis

Depende de las mitocondrias




Via Intrinseca

Las celulas activan la apoptosis
desde adentro de las células.

Es respuesta a injuria, dano en el
ADN, falta de oxigeno, de
nutrientes o de senales de
supervivencia extracelulares



Via intrinseca

Se activa por alteracion de la membrana
mitocondrial y liberacion al citosol de
proteinas u otros compuestos
mitocondriales, por e el citocromo C, que
activan Intrinsecamente la cascada
proteolitica de caspasas




Via intrinseca

A) LONTROL

cytochrome-c-GFP mitechondrial dye

L |
(B} UV TREATED 10 um

cytochrome-c-GFP anti-oytochrome ¢

25 pm



Cuando el citocromo C se libera al citosol
cambia su funcidn completamente

Se une a una proteina adaptadora de un
activador de caspasas llamada Apafl

Apafloligomeriza en un heptamero llamado
apoptosoma

Los Apafl en el apoptosoma reclutan algunas
de las procaspasas iniciadoras (procaspasa
9), que se activan por proximidad de unas con
otras en el apoptosoma



Via intrinseca
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Via intrinseca

Dominio CARD

Procaspasa 9

mo -

Ensamble de
apoptosomas
catalizado por ADP

Reclutamiento
y activ de
procaspasa9

Procaspasa 9 cliva
y activ caspasas ejecutoras

I

Cascada de caspasa que
lleva a apoptosis




VIA INTRINSECA
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VIA EXTRINSECA + VIA INTRINSECA

En algunas ceélulas, la via
extrinseca puede reclutar la via
Intrinseca a fin de amplificar la
sefal apoptotica para matar las

células.

Esto se realiza mediante un
conjunto de proteinas de la familia
Bcl2




Importancia de la regulacidon de
la via apoptotica intrinseca

La via apoptodtica intrinseca esta
finamente regulada a fin de
asegurar gue las ceélulas se

mataran a Si mismas solo

cuando sea absolutamente
necesario




Proteinas Bcl?2

Proteinas de I|a familia Bcl2

regulan l|la via intrinseca de la
apoptosis




REGULACION DE LA APOPTOSIS

Bcl-2 es el miembro fundador de la
familia Bcl-2 de proteinas reguladoras
de la apoptosis.

Estas proteinas gobiernan el potencial
de la membrana mitocondrial externa y
su permeabilidad (MOMP) y pueden ser
pro-apoptoticas (Bax, BAD, Bak y Bok
entre otras) 0 anti-apoptoticas
(incluyendo Bcl-2, BCI-xL, y Bcl-w, entre
un conjunto).



Algunas proteinas Bcl2 son
proapoptoticas y promueven la
via Intrinseca Induciendo la

liberacion de cit C al citosol,
mientras otras Bcl2 son
antiapoptoticas e inhiben esa
liberacion




El balance entre estas dos clases de
Bcl2 determina si una célula vive o
muere por la via intrinseca de la

apoptosis



Familia de proteinas reguladoras Bcl2

"

Bcl2 antiapoptotica

Ej Bcl2, Bd-x

B) BH 123
proapoptotica
Ej Bax, Bak

(L} BH3-only
proapototica

BH4

Ej Badm Bim, Bid, Puma, Noxa

BH3
i
e

BT BHZ

Bel2 protein |




Cuando un estimulo apoptotico
dispara la via Intrinseca, las
proteinas proapoptoticas BH123
se activan y se agregan para
formar oligbmeros en la
membrana  externa  de las
mitocondrias y estimulan la
liberacion de <cit C vy otras
proteinas mitocondriales.



Rol de BH123, proteina Bcl2 proapoptoética en
relacion a la activacion de la via intrinseca
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Via intrinseca inactiva

Bcl2 activa

BH123 inactiva

Cit C

Otras proteinas
intermembrana




Activacion de la via intrinseca
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Inhibidores de caspasas (IAPSs)

Descubiertos por primera vez en
células de insectos infectadas por

baculovirus

La mayoria de
las ceélulas de
mamiferos
pueden
sintetizar IAPS




Inhibidores de apoptosis (IAPS)

En ausencia de estimulos apoptoticos los IAPs inhiben
la activacion espontanea de las procaspasas

VIA INTRINSICA INACTIVA
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Rol de factores de supervivencia extracelulars en ajustar el
numero de células funcionales en el sistema nervioso

Células blanco
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Apoptosis y p53

El gen p53 o tp53, también llamado el
"guardian del genoma", se encuentra en
el brazo corto del cromosoma 17
(17p13) y codifica un factor de
transcripcion nuclear




Resulta esencial para inducir la
respuesta de la célula ante el dano al
ADN, deteniendo el ciclo celular en
caso de mutacion. El gen p53 es un
gen supresor de tumor que
desempena un papel importante en
apoptosis y control del ciclo celular.



Un p53 defectuoso podria permitir
gue las ceélulas anormales proliferen
dando por resultado cancer
(alrededor de un 50 % de todos los
tumores humanos contienen
mutaciones en p53).



La entrada en apoptosis es el ultimo
mecanismo protector, si el dano en el
ADN es irreparable, para evitar la
proliferacion de las células que
contienen ADN anormal. p53 activa la
expresion de genes pro-apoptosis,
como Bax o PUMA. Sin embargo, no
esta claro como decide la célula si debe
reparar su ADN o entrar en apoptosis.



Aparentemente p53 presenta mayor
afinidad por los promotores de los genes
de reparacion del ADN que por los
promotores de los genes pro-apoptosis, de
manera gue primero se activa la reparacion
del ADN. Pero si ésta no es efectiva y p53
continua acumulandose, se activarian los

genes pro-apoptosis.



1. actvacion de los
receptores de groptosis

£ camnbio et poteticial de
thettibrana nutocondrid

3. traslocacion v
liberacidn de ctocromo ¢

4. Aactwacitn
de caspasas

5. cotidensacion miclea v
citoplasimatica

6. frasmentacion
celular

"\ cuerpos apoptoticos

5. fAagocitosis 5in
t flatriacion
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