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Cambios en el balance redox de las
células: consumo y produccion de ROS

§ El estrés oxidativo es causado por
un deshalance entre los sistemas
. antioxidantes y la produccion de
oxidantes.

§ Parece estar asociado con
- ; enfermedades multifactoriales
@ (100), especialmente céancer,
enfermedades cardiovasculares y
desordenes inflamatorios.

Consumo de

oxidantes

(ROS)
Produccionde
ROS

Cémo se forman las especies reactivas de
oxigeno?

§ Aniones superoxido y peréxido

02 + 4H+ A 48' B 2Hzo

-0.33 0.94 2 2
0.1-0.5%
b PH=7 4 especie anidnica,
0.02picomoles/célula/dia
§ Otras fuentes de O, son la x.0., NADPH
oxidasas, entre otras

Comportamiento dual

§ Complejos de Cu(ll) con bases de Schiff

(C. Steinkuhler et al., Biochem. Pharmacol.,
39(1992)533y 42(1991) 1821

§ Complejos de Cu(ll)-di-iminas, con actividad
SOD y en presencia de H,O, producen especies
oxidantes (M.L.P. Santos et al., J. Inorg.
Biochem. 71(1998)71, J.Chem. Soc. Dalton
Trans (2001) 838

Radical

§ Segln IUPAC radical es un atomo o grupo de
atomos conteniendo uno o mas electrones
desapareados.

§ El radical puede ser cargado positiva o
negativamente: (NO)~, (OH);, NO* puede ser
indicado por un punto sobre escrito a la derecha
sobre el simbolo del elemento o grupo antes que la
carga.

§ Metales, iones o complejos con electrones

desapareados no se consideran radicales

Pure Appl. Chem.,72(3) (2000) 437-446
© 2000 IUPAC

Como se forman las especies reactivas de
oxigeno?
§ Radical hidroxilo
-Mecanismo de Haber-Weiss
M+ + 02»— . M@+ ¢ 02
M@ + H,0, — M+ OH- +HO)

HO": oxidante poderoso e indiscriminado, iniciador de
reacciones por radicales libres

-NO + O, - — ONO, 5 ONO,H S ONO,H*
ONO,H* formado por dos radicales libres [ONO' OH']
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Potenciales redox de Cu, Zn-SOD Actividad SOD vs enfermedades

§ Miméticos de bajo PM

O, +2H" — H,0,+ 0, § Actividad SOD mimética buena correlacion con:
isquemia-reperfusion miocardica, inflamacion,
OFi 0} E® = 0.45V isquemia-reperfusion cerebral, ALS (esclerosis
amiotrofica lateral), apoptosis neuronales, cancer y
Cu(l)-L — Cu(l)-L E> >-0.45V SIDA
§ Ventajas sobre las SOD nativas:
O, +2H — H,0, Eo = .98V . éﬁﬁ?:?) a espacios intercelulares (permeabilidad
Cu()-L — Cu(ll)-L E® >-0.98V - Ausencia de inmunogenicidad
; - Mayor tiempo de vida media en sangre
0.45V < E® yuycup< 0.98V . Actividad por via oral
- Bajo costo 2z

Actividad SOD mimética Actividad SOD mimética

§ Estudios de actividad SOD mimética de complejos de

(o)
Cu(ll) vs actividad antireumética R\ N ON L1 RI=R:=-H
= ]@i /I L2, -R'=-F, -R?*=-Cl
Ligando 1Cs (uM) | Clasificacion | - Actividad R? N NH, L3, -R!=-Cl, -R?%= -OMe -
antirreumatica clinica fo)
D-penicilamina 8 activo +
7 o i Sfnormoxia/DS
Merca;tlgg:gs;gﬁﬁ glicina 5 G i Sl 1Cso (nM) (células V79)
Aspirina 20 inactivo = [Cu(L1-H),] 18.0 18/6
Indometacina 19 inactivo 5 [Cu(L2-H),] 89.0 77/10
Diisopropilsalicilato 195 inactivo - [Cu(L3-H),(H,0)] >149.0 100/1
Chloroquina 195 inactivo +

2 ? C. Urquiola et al., Journal of Inorganic Biochemistry,102 (1) (2008)119-126 24
N.A. Roberts, P.A. Robinson, Brit. J. Rheum. 24 (1985) 128-136

Actividad SOD mimética Como se mide la actividad SOD
mimética?
§ Estudios de actividad SOD mimética vs la actividad In vitro
antitumoral
P— 1Coo M) | 1oy (M) 1Coo (aM) § Métodos indirectos
P SOD H5e°p-sz A-498 - Citocromo ¢

[Cu,(CH,CO0),(H,0),] 063 320425 134422 - NBT
[Cu(salH),(H,0),]-0.5H,0 1.23 350+ 25 142+18 § Meétodos directos
[Cu(BZA),(H,0)], 0.90 5910 i - Analisis cinéticos de flujo detenido (stopped flow)

[Cu(CH;COO0),(phen)] 1.18 1.8+0.3 1.0+0.2 . Radi6lisis de pu|SO
salH, - >500 >500

BZAH 4 >500 >500 In vivo

Phen - 41+05 58+0.3 § Colorimetria
Cisplatin - 15+2.7 14+1 z i
- § Efecto protector sobre cepas de microorganismos

M. Devereux et al.,Polyhedron 26 (2007) 4073-4084)



SOD, métodos indirectos

§ Basados en el efecto inhibitorio de la SOD sobre la reduccion
del cit. c o NBT por el O, generado por el sistema
xanthina/xanthina oxidasa
Y. Iwamoto et al.,
Chem. Pharm.
Bull. 30 (1982)
237-241; T.
Imanari etal.
Igaku-no-ayumi.
101 (1977) 496)

lﬂ‘5 IF\ I\)

SOD, métodos indirectos

§ Reactivos:
- xantina (3 mM)
- NBT (0.75 mM)
- Na,EDTA (3mM)
- albdmina bovina (1.50 mg/mL)
- buffer carbonato (pH= 10.2/7.8)
- xantina oxidasa ( 10 mg/mL)
. CuCl, 6 mM.

SOD, métodos directos

§ Analisis cinéticos de flujo detenido:

KO@ Jiomplejo

+ [O,]; > 10 uM (alta concentracion)
+ Variacion de [O,7] vs t (A=245 nm, = 2350 M1 cm?
e v=k[O,]" —>kyn

D.P.Riley et al. Anal. Biochem. 196 (1991) 344-349

SOD, métodos indirectos

§ Controles:
* Blanco con el complejo a 560 nm y con todos los
reactivos menos el complejo

* Flujo univalente

* Que el complejo no participe de circuitos redox
cortos:

—Inactivacion de la xantina oxidasa por los
complejos
—Reduccion directa del indicador

—Reaccion directa con H,0, proveniente de la
dismutacion del O, (catalasa)

 Ausencia de contaminantes como Fe
Fe(lll) + O, — Fe(ll) + O, 28

Mecanismos

8§ Mn™ + O, — M0+ + O,
MDD+ + O, + H* - M™ + H,0,

20, + H* — 0, + H,0,

g Mnnt + 02- Tieer MOZ(”'1)+
MOZ(”'1)+ — MOy 0,
MO,("D* + MO-D* + 2 H* 5 2 M™ + H,0,

20, + H* — 0, + H,0,

SOD, métodos directos

§ Radidlisis de pulso
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SOD, métodos directos

§ Radidlisis de pulso
2H,0 > H,0* + ec(ac) +H,0*  prony
H,0* »> H' +

H,0* + H,0 > H,0*

- e(ac) + O, En soluciones

H+ HCOO = H, + CO, - saturadas con O, y
formiato de sodio

OH" + HCOO. =3 H,0 + CO, - (HCOONa)
CO, 7+ 0, + CoO,

SOD mimética in vivo: Efecto protector
sobre cepas de microorganismos

§ Saccharomyses cerevisiae ATCC96687, deficiente
en CuSOD y Saccharomyses cerevisiae
ATCC96688, deficiente en MNnSOD

§ Evaluacion del efecto protector de los complejos
contra los radicales libres producidos en la
respiracion

- Placas con diferentes soluciones de complejos
. Siembras de diferentes soluciones de microorganismos
- Se mide el crecimiento

Gonzalez ~Alvarez, Inorg. Chem. 8 (2003) 112120

Cambios en el balance redox de las
células

§ El estrés oxidativo es causado por
un deshalance entre los sistemas
. antioxidantes y la produccion de
oxidantes.

§ Parece estar asociado con
=Y ‘ enfermedades multifactoriales,

@ especialmente cancer,
enfermedades cardiovasculares y

| desérdenes inflamatorios.
R

Consumo de
ROS

Comparacion de los métodos

§ El método directo parece ser el mas confiable y sensible para
determinar el mecanismo. En el método indirecto numerosas
reacciones paralelas pueden interferir y no se puede sacar
informacién sobre el mecanismo.

§ Los métodos directos no pueden replicar el ambiente in vivo.
El método indirecto se aproxima mucho mejor a las
condiciones in vivo que el método directo.

§ Elmetodo de flujo detenido esta limitado a casos en que los
compuestos posean actividades cataliticas grandes (kcat >
1055 M1 sy,

§ Mejores correlaciones in vitro/ in vivo con los métodos
indirectos.

Goldstein S., Czapski G., Free. Res. Comms. 12-13 (1991)&-10
Gonzélez Alvarez et al., Inorg. Chem. 8 (2003) 112-120

SOD en cultivos celulares de MDCK

Control  Complejo

Técnica 1: Tratadas con y sin
complejo Cu-Sulfametoxazol (en |
DMSO) y revelado con NBT & 5
incubado por 4 hs

2pg/ml 1pg/mi

Grafica 1

Técnica 2: Solubilizacion del
NBT reducido con KOH y
DMSO. Lectura en lector de
micro ELISA con filtro de 600
nm oo

Control 2ug/ml 1pg/ml

Produccion de OH-

§ Reaccion de Fenton:
- Fe(ll)

Fe(ll) + H,0, = Fe(lll) + OH-

- cu(ll)
Cu(ll) + H,0, — CUOOH* + H*
CuOOH* - Cu(l) + O, + H*
Cu(l) + H,0, — Cu(ll) + OH- +



Dafio producido por el OH:

§ En proteinas

§ En las membranas: oxidacion de &cidos grasos en los
lipidos (peroxidacion lipidica)

§ En los écidos nucleicos: ruptura de la cadena de

polinucledtidos y cambiando la estructura de las bases

del ADN .
§ H
1 R—CH:CH—iHZ—CH:CHé b il /JIN> .
2 R.CH=CH CH.CHecH- K o
i % 8-Oxoguanina
R-CH=CH- CH-CH=CH-- B oo
. TR

o N’ H
R-CH=CH-CH-CH=CH- wm" e 7
OOH ook cess

Peréxido de Hidrégeno
§ Es toxico a niveles 10 a 100 uM

§ Altos niveles producidos por L-aminoacidos
oxidasas contribuyen a la toxicidad de venenos de
vibora

§ Accion antibacteriana de la baba de caracol y
propoleos

§Desinfectante

Estudio de series de complejos
homolépticos y heterolépticos de
Cu, en la busqueda de nuevas
especies antitumorales

TBARS

H,0,

{{

41

Actividad catalasa

I N

{ complejo ()
PESC

Polyhedron 26 (2007) 4073

J.Chem.Soc.Chem.Commun (1994)
2643

Vol O, (£0.10cm?)

Nuestro trabajo
'oE N ~Nr =
Sintesis y

caracterizacion g Estudio de

estructural en Estqdlo de propiedades
estado s6lido y en _p_rople(!ad_es bioquimicas y

T fisicoquimicas biologicas

diferentes series

de complejos
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Sintesis [Cu(Ala-Phe)]-1/2H,0

’ ]

o ]{r;H % [Cu dipH_],:nH,0
21 2

[Cu dipH_,]-nH,O <_  phen (ethanol)
2 Z. Naturforsch., 55b, 1157 (2000)

Inorg. Chem., 45, 8 (2006)

-

[Cu(dipH.,) phen]-nH,0

[Cu(His-Gly),(H,0),]-6H,0 [Cus(Ala-LeuH ,);(H,0);CO;] - PF; - H,O

Inorg. Chim. Acta 355(2003) 408

Datos estructurales en solucién:

[Cu (Phe Val) phen] ecuacion de Prenesti
Amax = 103/ 24 niv;  (tPrenesti et al. Polyhedron, 18(1999)3233)
e Ao v;coeficientes d_e los grupos
ecuatoriales
N (amina) 0.450
N (péptido deprotonado) 0.495
O(carboxilato) 0.353
O (agua) 0.296
Cu(N,N,0,0;), 606nm Cu(N,0.0,,0,,), 716nm
Cu(N,N,0,0,), 650nm Cu(0,0,,0,0,,), 840nm

Cu(N,N,0,0,), 627



Entorno de Cu en estado sélido y en
solucién acuosa

Acaic=606 Nnm

En estado sélido

Acaic=627 nm

En solucion acuosa

Mecanismos propuestos de actividad
antitumoral en complejos de Cu

DNA como blanco

wn

Cambios en el balance redox de la célula

— Actividad SOD mimética
— Formacion de especies oxigenadas citotoxicas (O,, O,%,0H")

wn

Produccion de otras moléculas téxicas
Dafio a las mitocondrias

Induccién de apoptosis

Inhibidores de la angiogénesis

Transporte de ligandos activos

w w w w W W

Complejos con isétopos radioactivos £

Actividad SOD mimética

Centros de Cuen { x@p_, A
solucidn acuosa > 1

V) e | | st oo
il [Cu(gly),]-H,0 632/ 44.5 N,O, | ©Oh
2 [Cu(ala),] 618/54.6 N:@57 | ©h
3 [Cu(val),] 622/53.3 N,O, | Oh
4 [Cu(ala-gly)]-H,O 630/75.0 N,O, Oh
5 [Cu(phe-val)] 625/ 85.0 N,O, Oh
6 | [Cu(ala-gly)(phen)]-4H,O | 630, 850sh/90.0 N, SBP
7 | [Cu(phe-val)(phen)]-5H,0 | 632, 850sh/113 N, SBP

Mecanismos propuestos de actividad
antitumoral en complejos de Cu

§ DNA como blanco

§ Cambios en el balance redox de la célula

— Actividad SOD mimética
— Formacion de especies oxigenadas citotdxicas (O,, 0,%,0H")

Produccion de otras moléculas toxicas
Dafio a las mitocondrias

Induccioén de apoptosis

Inhibidores de la angiogénesis

Transporte de ligandos activos

w w W w W W

Complexes con is6topos radioactivos

Actividad SOD mimética

§ 1979-Oberlay y Buettner reportaron que numerosas
células cancerigenas tenian menor actividad SOD que las
no cancerosas

§ El tratamiento con SOD nativa disminuia el crecimiento
de tumores s6lidos implantados en ratones y aumentaba
la sobrevida

§ Complejos con actividad SOD mimeética producian
decrecimiento de tumores y aumento de la sobrevida:

[Cu(3,5-dips),], [Cu(gly-his-lys)], [Cu-AA], Cu-casiopeinas,
etc.

58



Actividad SOD mimética Actividad SOD mimética

§ Estudios de actividad SOD mimética vs la Complejo | ICs, (UM) Complejo ICs, (LM)
actividad antiproliferativa de esos compuestos [Cu(gly),]-H,0 | 340 [Cu(His-Gly),(H,0),] 50
(Urquiola et al., J. Inorg. Biochem. 102(1) (2008) [Cu(ala),] 323 [Cu (AlaThr)] 33
1 19). [Cu(val),] 30.3 [Cu(Ala Leu)] 22

[Cu(Ala-Gly)] 124 [Cu(Ala Tyr) 8.4

§ Complejos de Cu 'y Mn con actividad SOD [Cu(Ala-1le)] 111 [Cu(Ala Phe)]1/2 H,O 5.0
mimética presentaron actividad sinérgica con [Cu(Ala-Val)] 1 [Cu(Phe-Val)] 2
farmacos antitumorales (Laurent et al., Cancer [[é:u”((P\fe' EE:)]] - [[glj'((gﬁ%))((’;?e?)]]‘;ﬂg Lo
Research 65(3) (2005) 948; Bols et al.,

Reproductive Toxicology 23 (2007) 513) CuZnSOD  1C5=0.04

60
Metal lons in Biology and Medicine, Vol 7, 11, (2002) y Vol 11, 117, (2011)

Factores que favorecerian la actividad SOD Factores que favorecerian la actividad SOD
§ Posibilidad de acercamiento del superdxido al § Posibilidad de acercamiento del superdxido al
centro metalico centro metalico
8 Flexibilidad en el arreglo del centro metalico para 8 Flexibilidad en el arreglo del centro metalico para
facilitar la interaccion con el superoxido seguido por facilitar la interaccion con el superoxido seguido por
la rapida transferencia electronica formandose Cu(l) la rapida transferencia electronica formandose Cu(l)
8L a estabilizacion del enlace Cu-O, por los SLa estabilizacion del enlace Cu-O, por los
electrones pi de los ligandos coordinados al Cu, electrones pi de los ligandos coordinados al Cu,
especialmente N de anillos heteroaromaticos especialmente N de anillos heteroaromaticos
S A T T S T

Formacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS)

PrOdUCCién de ROS . Laformacion de ROS vs actividad antiproliferativa

fue estudiada en series de complejos de Cu:

» L. Ruiz et al., Toxicology in vitro, 25(4) (2011)
868

* M.A. de Almeida et al., Redox Report, 11(1)
(2006) 25
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TBARS:
Daiio oxidativo a 2-deoxy-D-ribosa

Material reactivo a TBA (expresado como
conc. equivalentes de MDA, pM)

complejo
(nM) CUu(yE vieovgi i P eiie g 7

80 32 | 39(53]|53|3.7/1.6|0.88|0.74

160 38 |50(62]62|64/22|3.0]| 20

65
Metal lons in Biology and Medicine, Vol 11, 117, (2011)

Equivalentes de MDA, pM
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Mecanismos propuestos de actividad
antitumoral en complejos de Cu

§ DNA como blanco

§ Cambios en el balance redox de la célula
— Actividad SOD mimética
— Formacion de especies oxigenadas citotoxicas (O,, O,%,0H")

Produccion de otras moléculas toxicas
Dafio a las mitocondrias

Induccion de apoptosis

Inhibidores de la angiogénesis

Transporte de ligandos activos

w W w W W W

Complejos con isétopos radioactivos

Equivalentes de MDA, pM
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Conclusiones

En los complejos Cu-dip-
phen, donde el centro de Cul
estd més protegido, la
produccién de OH esta
reducida, en cambio en los
complejos Cu-AA en donde
existen moléculas de agua
coordinadas mas facilmente
remplazables la produccién

L es mayor. )

- ltaiftes)
Ghearge

Interaccion de complejos
Cu-dipéptidos con ADN
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Inhibicién de la proliferacién de cultivos HeLa Resumen general

20 complejo | SOD (IC M) TBA % HelLa Inhib.| Cu
Comp. 5uM | 20pM Comp. | 5uM M" i 80/160,uM 5/204M | geom
1 340 3.9/5.0 d Oh
[Cuala-gly)] | 0 | 2087 pﬁ;‘((fae':) | |47 [Bos10 2 323 5362 7 oh
[Cu(gly- 3 303 5.3/6.2 i oh
[Cu(phe-val)] | 0 2347 dal)(fony] | 26%0 | 795 . 7 <5 i o
[Cu(ala- 12416 | 7446 Cu(phe- 48+7 | 7348 5 4.6 1.6/2.2 0/23 Oh
gly)(phen)] ala)(fen) 6 10.0 0.88/3.0 42174 SBP
[Cu(phe- | o9 117 | 6548 [Culphe- |,/ 4 | sge11 7 37 0.74/2.0 39/65 SBP
val)(phen)] 1 phe)(phen)] 7 %
Los complejos Cu-dipeiieiorplesemizayoses
1,10-phen 0 18+7 Cu(H,0)¢** 0 0 B@Dinae tifsRO%E SOhiatabtipEptidoedios y
« Cisplatin: ICs, = 8uM en células HeLa cells (48h). * siphifigrogont otesscaIROS. / &
Conclusiones Conclusiones
La habilidad de Laactividad La significante actividad SOD mimética
producir ROS podria antiproliferativa de podria contribuir a explicar la actividad
contribuir a explicar 'Z?;:p’gg:gfocsz' antiproliferativa de los complejos Cu-
i dip-phen
i la al?;'v":f"d g correlacionaron con
antiproliferativa de 9 - :
. CU-AA la produccion de La habilidad potencial de estos
ROS_”' Ia SOD complejos a intercalar en el ADN?
L ) L mimeética ) L )
82 83
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