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RED IBEROAMERICANA DE
INVESTIGACION Y DESARROLLO DE
FARMACOS BASADOS EN COMPUESTOS
METALICOS

ARGENTINA
Susana Etcheverry, Dr. en Ciencias Bioquimicas
Catedra de Bioquimica Patolégica, Facultad de Ciencias Exactas,
Universidad Nacional de La Plata, La Plata

BRASIL
Ademir Neves, Dr. en Quimica Inorganica
Centro de Ciéncias Fisicas e M ati Depar de Quimica,
Universidad Federal de Santa Catarina, Florianépolis

Alzir Acevedo Batista, Dr. en Quimica
Departamento de Quimica, Centro de Ciéncias Exatas e de Tecnologia,
Universidad Federal de Sao Carlos

Clarice Queico Fujimora Leite, Dr. en Ciencias Biolégicas
Depar de Ciéncias Biologi Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara, Universidade Estadual Paulista (UNESP) Julio
de Mesquita Filho, Araraquara

ESPANA
Virtudes Moreno Martinez, Dr. en Quimica
Depar de Quimica Inorganica, Universidad de Barcelona, Barcelona

Miércoles 29 de julio
9:30 Bienvenida, introduccion y presentacion
Dinorah Gambino
10:15 Alzir Azevedo Batista
10:45 Susana Etcheverry
11:15-11:30 Coffee break
11:30 Joao Costa Pessoa
12:00 Virtudes Moreno
13:00-15:00 Almuerzo
15:00 Lena Ruiz
15:30 Carlos Zarate
16:00 Mariela Torre
16:30-16:45 Coffee break
16:45 Ademir Neves
17:15 Maribel Navarro
17:45 Clarice Queico Leite
20:30 Cena en el hotel
Jueves 30 de julio
10:00 Planificacion de trabajo 2009
Planificacion de trabajo 2010
13:30 Almuerzo
20:30 Cena en La casa violeta

Area 2 .- Salud

Linea 2.4.- Productos naturales, sintéticos y
biolégicos de uso médico para
diagnéstico, prevencion y tratamiento

Duracion 48 meses (2009-2012)

RED IBEROAMERICANA DE
INVESTIGACION Y DESARROLLO DE

FARMACOS BASADOS EN COMPUESTOS
METALICOS
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MEJICO

Lena Ruiz Azuara, D. en Quimica
Departamento de Quimica Inorganica y Nuclear, Facultad de
Quimica, Universidad Auténoma de Méjico, Méjico

PARAGUAY
Carlos Edgar Zarate lbarra, Dr. en Bioquimica
Quimica Inorganica, Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de
Asuncioén, Asunciéon

PORTUGAL
Jodo Costa Pessoa, Dr. en Ciencias de Ingenieria
Centro Quimica Estrutural do Instituto Superior Técnico, Lisboa

URUGUAY
Maria H. Torre, Dr. en Quimica
Dinorah Gambino, Dr. en Quimica
Catedra de Quimica Inorganica, Facultad de Quimica, Universidad de la
Republica, Montevideo

VENEZUELA
Maribel Navarro, Dr. en Quimica
Centro de Quimica, Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas, Caracas

Actividades financiadas

Gastos de coordinacion

Movilidad del Coordinador

Reuniones anuales de coordinacién

Movilidad de los grupos participantes
Publicaciones

Formacién (cursos, talleres, seminarios, jornadas)
Otros gastos menores
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Objetivo General

Formacion de una red de trabajo interdisciplinario en el area
de la Quimica Inorganica Medicinal para:

-potenciar la investigacion en temas de salud relacionados
con las principales enfermedades de relevancia
socioeconémica para la region CYTED, incluyendo grupos de
quimicos pertenecientes a diferentes sub-areas,
fisicoquimicos experimentales, bioquimicos, biélogos y
farmacéuticos, entre otros

-capacitar investigadores en I+D de farmacos metalicos a
través del intercambio de conocimientos

-complementar potencialidades de los grupos participantes

Enfermedades de relevancia socioeco ica

la region CYTED

infecciosas
parasitarias

diabetes

deficiencia

esenciales

Malaria
Chagas
Leishmaniasis
Tuberculosis

Quimica
Inorganica UNIVERSIDAD.
DEC e
Universidad de
la Republica
Montevideo
Uruguay

=

Actividad 1: Sintesis de nuevos compuestos
metalicos con potencial actividad farmacolégica
Actividad 2: Caracterizacion analitica, fisicoquimica y
estructural de los compuestos
Actividad 3: Realizacion de ensayos bioquimicos
Actividad 4: Determinacion de actividad biolégica in vitro
Actividad 5: Realizacion de estudios de citotoxicidad
Actividad 6: Estudios tendientes a comprender el
mecanismo de accién
Actividad 7: Estudio de transporte por proteinas
plasmaticas
Actividad 8: Estudios preliminares SAR

Red tematica CYTED

209RT0380

Dinorah Gambino

FACULTAL L&
QUIMICA e

RED IBEROAMERICANA DE
INVESTIGACION Y DESARROLLO

CYTED  DE FARMACOS BASADOS EN
COMPUESTOS METALICOS

M Quimica Inorganica Medicinal

“ Enfermedades parasitarias ]
v ‘ Cancer y Terapia biorreductiva del cancer ]
v ‘ Tuberculosis ]
v ‘ Diabetes ]
‘ | Quimica supramolecular: ciclodextrinas ]




ﬁ Enfermedades parasitarias

Schistosomiasis

) < << 4

E Enfermedad de Chagas

Nifurtimox
Benznidazol

toxicidad
activos en la fase aguda
resistencia

\

Busqueda de

Complejos
metalicos

nuevos blancos y
nuevos farmacos

M Seleccion del metal

Re

Ru ﬂ
——

Pd

Pt —aD —
v o correlacion

SImlllt}lfieS entre actividades
Au metabélicas antitripanosoma
Cu entre células y antitumoral

tumorales y

tripanosomas
N——

Enfermedad de Chagas:
Trypanosomiasis americana

parasito: )
Trypanosoma cruzi

vector:Triatoma infestans

jora del indice
apéutico del
ando

* mecanismo de accion dual o
multiple
« sinergismo o efecto aditivo

Coordinacién
de un ligando
bioactivo a un

ion metalico « biodisponibilidad mejorada

disminucion
de la toxicidad

del metal

E Ligandos bioactivos

5-nitrofuril tiosemicarbazonas

' §

O,N

bisfosfonatos
N-6xidos de aminas aromaticas




S

A -
Z A /N\NH N

H

5-nitrofuril tiosemicarbazonas:
estrés oxidativo

& No_ onoo

Eels

nmmmmpp  estrés oxidativo

biorreduccién

reciclaje redox

Bioorg. Med. Chem. 2004, 12 (18), 4885

Med. Chem. 2008, 4(1), 11 Spectrochim. Acta, part A 2005, 61(13-14), 2933

ligandos

Complejos de Pd y Pt de
5-nitrofuriltiosemicarbazonas (L)
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OZNWNH NH/R L1
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L2 | 0| -Me
L3 |0 -Et
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57 Sy’ [IMCLL]
° > M /Cl J. Med. Chem. 2006, 49, 3322
~ N Spectrochim. Acta, part A 2007, 68, 341
N Cl  Spectrochim. Acta, part A 2008, 70, 519

J. Inorg. Biochem. 2008, 102, 1033
J. Inorg. Biochem. 2009, 103, 411 Patente UR N° 28563/2004

5-nitrofuril semicarbazonas bioactivas
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Met. lons Biol. Med., 2002, 7, 609
Inorg. Chim. Acta 2003, 344, 85
Eur. J. Med. Chem. 2004, 39, 377
Eur. J. Med. Chem. 2006, 41, 1231
J. Inorg. Biochem. 2007, 101, 74

2. Anorg. Allg. Chem. 2003, 629, 1033
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Caracterizacion estructural

Analisis elemental (C, H, N, S, Ru, Pd, Pt)
Conductimetria

Analisis termogravimétrico (TGA, DTA)

Espectroscopia vibracional, electrénicay RMN ('H y 4C)
Difraccion de rayos X en monocristal

Difraccion de rayos X en polvo




Propiedades bioldgicas y
mecanismo de accion

Actividad in vitro en diferentes formas del ciclo de vida del
parasito
Citotoxicidad inespecifica en macréfagos J774

Comportamiento redox: CV (potencial del grupo nitro)
Lipofilia: log P (reparto octanol:agua), Ry, (TLC)
Interaccion con proteinas por método UV-vis

SAR

Formacion de radicales libres: intraparasitaria (spin trapping)
electroquimica
Consumo de oxigeno del parasito
Inhibicion de enzimas especificas del parasito: TR, cruzipaina
Interaccion con ADN: timo de ternera (CT-DNA), constantes de
unioén (UV-vis)
ADN plasmidico (electroforesis en
gel, CD, AFM, viscosidad)

Compuestos analogos de Pty Pd

1C5p (uM) 1C5, (UM)
L1

[PtCL,L1] >25 [PdCL,L1]

PY(L1),] >25  [NGEIEN

L2

[PtCI,L2] 13,1 [PdC1,L2]

T. cruzi
epimastigotas
(Tulahuen 2)

[Pt(L2),] [Pd(L2),]
I3V :
NN N2 Sl [ picl L3] [PdCI,L3]

[Pt(L3),] [Pd(L3),]
L4

[PtCI,L4] [PdCI,L4]
[Pt(L4),] [Pd(L4),]

Nifurtimox

% de viabilidad
respecto al control

Compuesto

Nifurtimox 20 pM

. [PtCI,L2] 45,9

T. cruzi [PtCl,L4] 37,2

(tripomastigotas [PtCI,L5] 58,0

Dm28c) [PtCL,L6] 25,7

[PtCL,L8] 34,1

[Pt(L2),] 37,6

[Pt(L3),] 51,9

[Pt(L4),] 64,7

109 i . . [Pt(L5),] 28,2

(Dm28c), incubados 48 h [Pt(L6),] 53,7
con los complejos de Pt a
dosis igual al IC;, en

epimastigotas (Dm28c) [Pt(LS)Z] 94,2

EPR intraparasitario:
DMPO-OH: (*) - DMPO-nitrocompuesto (*)

Inhibicidn de la Tripanotiona
Reductasa parasitaria (TR)

TS, + NADPH + H* — T(SH), + NADP*

NADPH + H* NADP*

Tripanotiona Tripanotiona

disulfuro TR
TS, T(SH),

[PdCL,L] son eficientes inhibidores de TR
L no inhibenTR

TR

FAD --=--- S BH
cse €3

Trypanothicne disulfide

ataque nucleofilico de Cys-53 en
el disulfuro de tripanotiona durante)
la_reduccién enzimatica




[PACI,L6]
0 0,25 0,5 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0

Interaccién con ADN plasmidico
disminucién

dosis [PACLLE]
dependiente de fi 01 025 05 10 30 6,0
la movilidad de i
la forma aire.
superenrollada sup
r; = mol complejo/mol pares de bases )
fi 05 1,0 3,0 control 055 1,0 3,0 control
no se une al

circular surco menor
super
enrollado

- distamicina + distamicina

[PdCI,L5]

DNA + [PtCI,L5]

a) alas3 hde
incubacién

b) dos horas mas tarde

c) 22 horas de
incubacién

PBR322 DNA calentado 30 mina
60 °C e incubado 3 h a 37°C

Blancos en el parasito:
complejos de Pd y Pt

Produccion de radicales libres intraparasito:
nitro anion radical, OH:

ADN

Inhibicién de enzima parasitaria especifica
(TR)

tiempo (h)

circ. rel.=
sup.=

00

[PACL,L7]
0 0,25 0,5 1,0 2,0 3,0 40 5,0

= [PdCI,L6]
® [PdCI,L7]

[PdCI,L]
afectan
rapidamente al
ADN

migracion/% (respecto al control)

tiempo/h

M Viscosidad

viscosidad (mPa-s)
|I

0 1000 2000 3000 40D 5000 6000 7000 8000 9000

[PtCLL3]

tiempo (min)

Se observa un
proceso claro de
intercalaciéon y no
parece que haya

formacion de

aductos
covalentes ya
que la viscosidad
aumenta.

E N-6xidos de aminas aromaticas

X

N-
| 7>y 2-mercaptopiridina (mpo)

o=z

mpo

inhibe NADH-fumarato reductasa de T. cruzi

NADH
fumarato

NARiidumere

NAD*

6xido de

succinato




" IC5 T. cruzi (uM) IC 5y macréfagos (uM)
Pd(mpo), Na mpo 0,190 Na mpo 0,85
Pd(mpo), 0,067 Pd(mpo), 0,33
Pt(mpo), 0,200 Pt(mpo), >>2,0
Au,(mpo),(PPh;), 0,140 Au,(mpo),(PPhy), 8,75
4 \N\O Nifurtimox 7,7 o Name
s A SO ‘-W;_--:-“-“-'.{/ Indice de selectividad sw| o o
\ _—S = = . i 2 /
/Au\ / Pti(mpo) IC5omacréfagos/ICy,T. cruzi e
e Pole Na mpo ss DRt A
Pd(mpo), 4,9 g ay |
! iol. Inor em. Pt(mpo)z >> 10 o] Raa A
AUAMPO)(PPRS)y  som by o o a7 Aumpo)PPhy, 625 [
J. Inorg. Biochem. doi 10.1016/}.jinorgbio.2009.02.011 Concentration / uM.

M Inhibiciéon de la NADH-fumarato ﬂ :

reductasa del parasito VO(mpo),

- :z epimastigot_as
g % 35 (CL-BS5 strain)
23237 Ic T. | macréfagos fibroblastos indice de
£ % % 20 50 | cruzi J774 NCTC clone 929 | selectividad
£E 0 uM | 1,27 67,8 77,7 53,2160,9
g2 0.5

0.0-

NADH fumarato reductasa

Na mpo | _ _ !
Pd(mpo), [ | Inhibicién relativa thando z:ll Na Leishmania major:
Pt(mpo), [ mpo como referencia (1,0) a igual modelado y docking

Auy(mpo),(PPhy), [ dosis

M Leishmaniasis

parasito:
Leishmania spp

M Evaluacioén en ratones infectados

Efecto del tratamiento oral (2 semanas) con Pd(mpo),, VO(mpo), y Nampo,
en ratones experimentalmente infectados con T. cruzi (fase aguda).
Disminucién del n° de parésitos con referencia al control al finalizar el
protocolo (8 semanas).

LEISHMANIASIS

vector:
phlebotomine®sandfly”

Disminucién del n° de parasitos (%)
Dias Benznidazol Pd(mpo), VO(mpo), Na mpo
post- Control | (50 mg/Kg/dia) | (5 mg/Kg/dia) | (5 mg/Kg/dia) | (5 mg/Kg/dia) Farmacos comerciales:
infeccion antimoniales, pentamidina
59 0 10 89 30 64
8 ratones ratones Swiss albinos machos de 30 g infectados con 12 millones infectados y 350 millones en riesgo

tripomastigotas de la cepa CL (clon Brenner) de T.cruzi en 88 paises, 72 de ellos paises en desarrollo




Efecto de Au,(mpo),(PPh;), y Na mpo en el
crecimiento de promastigotas de Leishmania
(L.) mexicana

35 -
+ control R

~30- * 0.05 uM Au mpo
£ A 0.1 pM Au mpo
§2- = 1 M Au mpo
= 2 * 5 uM Na mpo
S 20~
z
= 15 -
2
£ 10 -
3
© s

0- ! ! ! ! :

0 10 20 30 40 50

time (h)

Complejos de derivados N1,N4-
diéxido de quinoxalina

Complejos de vanadilo

VO(L1-H), 915 128

/v\O
\

L2R=Cl 00 | NS
VO(L2-H), 95,0 16,8 VVO(L-H), ——0
L3R=F | 50 | N
VO(L3-H), 84,0 19,9 i
Nifurtimox 7,7

PIC: porcentaje de inhibicion  de J. Inorg. Biochem. 2006, 100, 1358

i Bioorg. Med. Chem. 2006, 14, 5503
crecimiento a 25 uM J. Inorg. Biochem. 2006, 100, 281

PIC a 25 uM = PGI

log(PG1) calculated

log PGIexp. vs log PGl

r=09602 s=00798 n=7 p=0.0006

H 2
log(PGI)

log (PGI) = 0.50 (+0.21) + 0.05 (+0.02) o,, — 0.82 (+0.14) R,, — 0.12
(£0.02) Ry,
2 = 0.9264, r2adj = 0.8527, s = 0.1057, F = 12.58, p = 0.033,n = 7

To autoescale this independent variable Ry, is shown
as 10 x Ry, being Ry, the experimental values.

R1=RZ=H
R'=RZ=Cl
R'=R=H bt}
R'=ClL,R2=H
R'=F,R?=Cl R'=CH, R2=H
R'=CI, R = OCH, ®
R'=CLR2=H g
R'= BI‘, R2=H RY N, CN
R'=CH,, R2=H jv\
R? 7
N CN N NH
H H
o\N/ ’\!1 | \N,o l /

e ) =~
X N‘C/ \04- %

/3
\ g
: HN N\ R’
[Cu'(L-H),] I y
| y

Pd

[Pd'(L-H),]

Eur. J. Med. Chem. 2005, 40, 473

J. Inorg.Biochem. 2008, 102, 119 Bioorg. Med. Chem. 2009, 17,1623

e} 9 o
Fl _oH \P\ _OH M _oH
HoN oH “oH oH
\/>< HN N ‘
OH HO _-OH OH
HO b~ P HO  p—
Q\OH Don X g\OH
pamidronato alendronato risedronato
)\/\OPP i /K/\OPP
i it
pyrophosphate
blanco: | Famen |
. . san pyrophosphate
ruta biosintética de Synthase

poliisoprenoides y

esteroles (FPPS) N N NS
Farnesyl pyrophosphate AN
Cholesterol J Ubiquinones
Bisfosfonatos Erposiy




Bisphosphonates

CHEMICAL
& Engineering News
Latest News

April 1, 2009
Medicinal chemistry

Better Bisphosphonates

Lipophilic compound kills more cancer than

traditional analog
0.
\H' /\‘( | ™oH
_P.OH

ISSN 0009-2347 Zho” ll 2
Copyright © 2009 American
Chemical Society BPH-715

complejos de
bisfosfonatos bioactivos
con metales 3d:

Mn, Co, Ni, Cu

[Cu(RIS"),]4H,0

[Ni(RIS),(H,0),]

Inclusion en ciclodextrinas

hyerophobic
sites

7 hy drophilic
sites

Co-ligandos
intercalantes del ADN

dppz = dipyrido[3,2-a:2",3"-c]phenazine

bipy = 2,2"-bipyridine

Complejos de V(V) de salicilaldehido
semicarbazonas

Efecto citotoxico en
tumor de rifon (linea
celular TK-10)

H
Ry N NHR: R o=H, R,=H
Bl \"/ R1=Br,Ry=H
t R; = H, R, =n-butyl
*o R; = H, R, = 2-naphtyl

J. Inorg. Biochem. 2005, 99(2), 443
Eur. J. Inorg. Chem. 2004, 322

i X
Complejos mixtos /cl?< X=BrorH
de vanadilo e )
N/ | \0
N L = bipy or dppz b"
N
b VO(SAL-2H)L
R N H NH
2
. P \"/
! a5
o o N SAL-2H
R=H salicyladehyde semicarbazone o>
R=Br 5-bromosalicylaldehyde semicarbazone
J. Inorg.Biochem. 2009, 103, 609




Actividad anti-Trypanosoma cruzi
(epimastigotes Dm28c)

100

80

60

™ VO(SAL-2H)dppz 18

VO(SAL-2H)bipy 73

VO(BrSAL-2H)dppz | 13

VO(BrSAL-2H)bipy | > 100

cell growth (% of

Acerobl -
s o o,
le

-—
exintoniciny
;\:.
L ||
o

Bioreduction
(eytochrome P450)

Q
R, Ng_CN
LI
R; N”NH,
o]

Profarmacos biorreductivos

] i —_— DNA damage
: I (double strand breaksge)
o .

vVoL,

H
—N
) >FNHR2
s
Ry

Resultados de proliferacion celular y

citotoxicidad en células U-937
Compuesto IC5y (M) | CCyp (M)
TSC >100 > 400
PU(TSC)CI 28,9 455
[PYTSC)(TSC-H)ICI 11,8 12,4
Pd(TSC)CI <0.1 <01

IC5, concentracién inhibitoria 50%

CCs, concentracion citotoxica 50%

Antileucémicos

i A
.\.‘

‘ '

&

cis-[Pt(tsc)(Htsc)]Cl-2MeOH

induccién de apoptosis
asociada a la activacion
de caspasa-3y el
clivaje de su sustrato
especifico PARP

100 &
6 ; -O- AIR
; 0 E -8~ HYPOXIA
& L
& E
$ g
2 E
s E
a 0,01 E
0.0017 Ll L
0,1 1 10 100 /pM
CONCENTRATION
Células V79
Tuberculosis
§
"
ﬁw/ e
R? \
oum,, l O A | ?
Fe’ RY N, CN
~
HN/ \N)\r”\o I
ne. " . >
\N o CN R T /NH
| .
O/N \Cu\Cy
[
HNYC\W
b I
[Fe"(L-H);] . [Cu'ala(L-H)]
Mossbauer
EPR Metal lons in Biology and Medicine, 10 (2008) 865

Journal of the Argentine Chemical Society, en la web
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Cynthia Sarniguet
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Que podemos ofrecer?

« experiencia en sintesis y caracterizacion
estructural (Pd, Pt, Ru, Re, V, Au)

« experiencia en estudios de interacciéon con CT-
ADN por UV-vis y con ADN plasmidico por
electroforesis en gel

« experiencia en estudios de formacién de radicales
libres por EPR

« algunos estudios enzimaticos de T. cruzi

* buenas ideas y nuevos complejos

W

Que apoyos ya estamos recibiendo
de lared o precisamos recibir?

* 5'V.-RMN

« ESI-MS

*«EPR

« estudios enzimaticos especificos

« estudios bioldgicos in vitro: antitumorales,
insulinomiméticos, antituberculosos

« estudios biolégicos en animales?

« interaccion con proteinas y transporte por CD

« AFM, estudios de viscosidad y fluorescencia

« citotoxicidad inespecifica (macréfagos y fibroblastos)

« quimica supramolecular: inclusién en ciclodextrinas y otros
sistemas

« estudios tedricos

« estadias de investigacion para investigadores y estudiantes

11



