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1.1- ENFERMEDADES TROPICALES

Las enfermedades catalogadas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
como enfermedades tropicales desatendidas (NTDs: Neglected tropical
diseases) han afectado las vidas de millones de personas en todo el mundo y
amenazan la salud de muchos millones. Las NTDs afectan a mas de mil
millones de personas (una sexta parte de la poblacion mundial) y causan casi
550000 muertes al afio [1]. Estas enfermedades debilitan a las poblaciones
empobrecidas e impiden resultados globales de salud puablica. El
descubrimiento de farmacos para combatir las NTDs todavia es escaso.
Durante afios los bajos rendimientos de las inversiones en esta teméatica han
desalentado a las compafias farmacéuticas para llevar adelante proyectos de
investigacion dedicados al descubrimiento de nuevos farmacos para el
tratamiento de las NTDs. Sin embargo, actualmente la evaluacién de la
importancia para la salud publica y la economia de estas enfermedades ha
convencido a los gobiernos, la industria farmacéutica y otros organismos,
incluidas las organizaciones no gubernamentales, para invertir en la prevencion

y el control de este grupo diverso de enfermedades.

Las enfermedades tropicales abarcan todas las enfermedades que se producen
Unicamente, o principalmente, en los tropicos. En la practica, el término se
toma a menudo para referirse a las enfermedades infecciosas que prosperan

en ambientes calidos y humedos.

La OMS lista como enfermedades tropicales desatendidas a las siguientes,
entre otras [2].

- Ulcera de Buruli

- enfermedad de Chagas (tripanosomiasis americana)
- cisticercosis

- dengue/dengue hemorragico

- dracunculosis (enfermedad del gusano de Guinea)

- equinococosis



- fascioliasis

- tripanosomiasis africana humana
- leishmaniasis

- lepra

- filariasis linfatica

- oncocercosis

- rabia

- esquistosomiasis

- helmintiasis

- fracoma

En este listado es posible reconocer una serie de enfermedades parasitarias e
infecciosas. Este tipo de enfermedades son de especial interés debido a su alta
incidencia en el global de las enfermedades a nivel mundial (Figura 1) y a su

importante incidencia en las poblaciones de mas bajos recursos como son las

de la region latinoamericana (Figura 2).
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Neoplasias
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Enfermedades respiratorias
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Figura 1. Incidencia de diferentes enfermedades indicando diferencias por sexo

[3].
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Figura 2. Incidencia de las enfermedades infecciosas y parasitarias en

diferentes regiones [4].

Entre las NTDs, hay un grupo de enfermedades, cuyo agente etioldgico
pertenece a la familia taxonémica Trypanosomatidae, orden Kinetoplastida, que
son responsables de las infecciones parasitarias concentradas en las regiones
mas pobres del planeta, principalmente en las zonas rurales. En particular, los
Trypanosomas son responsables de la enfermedad de Chagas
(tripanosomiasis americana) en América Latina y de la enfermedad del suefio
en Africa (tripanosomiasis africana humana), mientras que Leishmania spp es
responsable de infecciones cutaneas y viscerales de naturaleza endémica en
88 paises en el norte de Africa, el sur de Asia, y América Latina. Tanto la
enfermedad de Chagas (Trypanosoma cruzi) como la leishmaniasis afectan de
forma singular a la regién latinoamericana (Figura 3). Debido a su presencia en
paises de bajo ingreso medio, las tripanosomiasis y leishmaniasis no son
adecuadamente atendidas por la sociedad occidental, a pesar que la

enfermedad de Chagas, la enfermedad del suefio y la leishmaniasis visceral
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son las tres NTDs con las tasas mas altas de muerte. Por estas razones, la

OMS las caracteriza como las mas desafiantes de las NTDs [1].

Leishmaniasis and
Chagas Disease

. Leishmaniasis

Leishmaniasis and
African Trypanosomiasis

Figura 3. Regiones afectadas por las enfermedades producidas por
protozoarios tripanosoméatidos [1].

1.2- ENFERMEDAD DE CHAGAS

La enfermedad de Chagas, también conocida como tripanosomiasis americana
es una enfermedad potencialmente mortal causada por el parasito protozoario
Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Exhibe un alto nivel de variacion intraespecifica,
por lo que la enfermedad es dificil de batallar para los cientificos.

El nombre de la enfermedad proviene de Carlos Ribeiro Justiniano Chagas,
meédico brasilefio que describié por primera vez la enfermedad en 1909, Figura
4.



Figura 4. Carlos Chagas, médico brasilefio que describi6é por primera vez la
enfermedad de Chagas en 1909 [4].

Se presenta principalmente en América Latina, donde se transmite a los
mamiferos, particularmente a los humanos, por las heces de insectos
triatomineos hematofagos que durante la picadura defecan y por la herida
generada ingresa el parésito a la circulacion. Estos insectos difieren
dependiendo de la zona geografica. En nuestra region el vector es el Triatoma

infestans conocido comunmente como "vinchuca" (Figura 5).

Figura 5. Insecto hemat6fago conocido como vinchuca [5].

El riesgo de infeccién con la enfermedad de Chagas estad directamente
relacionado con la pobreza: la vivienda rural pobre latinoamericana (paredes de

barro, techos de paja, tablas de madera), asi como la presencia de gallineros y



chiqueros, proporciona con frecuencia un habitat apropiado para los insectos

que transmiten la enfermedad.
1.2.1- DISTRIBUCION

Se estima que unos 10 millones de personas estdn infectados con
Trypanosoma cruzi, principalmente en América Latina donde esta enfermedad
es endémica. Aungue la enfermedad puede ser detectada en gran parte del
continente americano, es mas frecuente en 21 paises de América del Sur y
Central (Figura 6). Esta enfermedad originalmente rural se convirti6 en
Latinoamérica en un problema urbano cuando se realizaron importantes

migraciones hacia las ciudades entre 1970 y 1980.
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Figura 6. Distribucion geografica de la enfermedad de Chagas [6].

Sin embargo, esta enfermedad que originalmente se confind casi
exclusivamente a América Latina, ahora se ha extendido a otros continentes
debido a la emigracién de personas infectadas y a la ausencia en los paises
receptores de controles en los bancos de sangre y de oOrganos y a la

transmision madre infectada — hijo (Figura 7).
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Figura 7. Distribucién mundial de casos estimada en 2009 por la DNDi [7].

En particular, en las dltimas décadas se ha detectado un niumero creciente de
casos en los Estados Unidos de América, Canadé, muchos paises de Europa y

algunos paises del Pacifico Occidental (Figura 7).

Esta enfermedad tropical afecta 16 a 18 millones de personas, 15.000 de los
cuales mueren cada afio. Se estima que hasta un 25% de la poblacion de
América Latina esta en riesgo de contraer la enfermedad de Chagas y que

puede haber 100.000 personas infectadas en los Estados Unidos [8].

La situacion en el cono Sur es la siguiente [9]:

- 1997. Uruguay. Interrupcion de la trasmision vectorial de T. cruzi.

- 1999. Chile. Interrupcion de la trasmision vectorial de T. cruzi.

- 2001. Argentina. Interrupcion de la trasmision vectorial en cinco
provincias: Jujuy, Neuquén, Rio Negro, La Pampa, Entre Rios.

- 2002. Paraguay. Interrupcion de la trasmision vectorial de T. cruzi por
Triatoma infestans en el Departamento de Amambay.

- 2007. Brasil. Interrupcion de la trasmisién vectorial de T. cruzi por

Triatoma infestans.



- Bolivia presenta transmision activa en todo su territorio.

- Peru presenta transmision activa en focos.

En 1991 los ministros de salud de los seis paises de América del Sur "cono
sur" (Brasil, Chile, Uruguay, Paraguay, Argentina y Bolivia) pusieron en marcha
una iniciativa para eliminar el insecto vector de la enfermedad y asi evitar la
transmision vectorial de la misma en esos paises (programa INCOSUR-OMS).
Como consecuencia de la aplicacion de esta iniciativa, en 1997 Uruguay fue
declarado libre de vector, y en 1999 ocurrié lo mismo con Chile. En el afio
2000, gran parte de Brasil habia eliminado la transmision vectorial de la
enfermedad. Existen iniciativas similares en curso en los paises andinos y en

Centroamérica.

En Uruguay la enfermedad de Chagas y su erradicaciéon estd bajo la
supervision de la Comision Nacional Honoraria de Zoonosis y de la Comision
Nacional Honoraria de Lucha contra la Hidatidosis. Desde 1997 la transmision
vectorial de T. cruzi se encuentra interrumpida, no registrandose nuevos casos
agudos por esta via desde 1984. Se ha logrado la eliminacion de Triatoma
infestans en una extensa area del pais quedando actualmente escasas
poblaciones remanentes en los departamentos de Rivera, Tacuarembo y
Colonia, de localizacién casi exclusivamente peridomiciliaria. Sobre éstas se
esta actuando con el fin de lograr la eliminacion total en el territorio nacional [9].
La transmisién transfusional se encuentra controlada por la obligatoriedad del
control de sangre a transfundir (prueba obligatoria por ley desde el afio 1987 en
el 100% de los donantes). La Unica via de transmision actualmente en el pais
es la via de transmision congénita. La forma congénita es curable y ocurre
también fuera del area endémica. Debe detectarse por serologia de las
gestantes (obligatorio por ley en los exdmenes del control obstétrico en los 13
departamentos endémicos del pais y en la maternidad del Centro Hospitalario
Pereira Rossell desde 1995) y diagnéstico en el recién nacido.

Aunque la transmision de la Enfermedad de Chagas se encuentra
practicamente detenida en Uruguay, se estima que existen aun 50.000
personas infectadas por T. cruzi en nuestro pais (Figura 8) [9]. La deteccion de
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un caso agudo es muy importante y un dato positivo debe notificarse a

Vigilancia Epidemiolégica del Ministerio de Salud Publica [9].

50.000 infectados en
todo el pais

70% (37.500)
etapa cronica
inaparente

30% (15.300)
infectados
sintomaticos

75% (11.475)
cardiopatias

25% (3.825)
megavisceras
digestivas

Figura 8. Estimacion de infeccion por T. cruzi y casos clinicos de enfermedad

de Chagas en Uruguay [9].

Se encuentra en curso un convenio entre Uruguay y el BID para la

implementacion de un Programa Regional para el Control de la Enfermedad de

Chagas en América Latina. Este convenio tiene el propésito de formalizar los

términos del otorgamiento de una cooperacion

regional no

reembolsable a la Comisién Honoraria de Zoonosis hasta por un monto de 900

mil ddlares. Abarca a Argentina, Bolivia, Colombia, Ecuador, El Salvador,

Guatemala, Honduras, Nicaragua, Paraguay y Uruguay [10].

1.2.2- CICLO DE VIDA DEL PARASITO Y TRANSMISION

El T. cruzi tiene un ciclo de vida complejo, que involucra estadios proliferativos,

tanto en el vector (epimastigotas) como en el

(amastigotas), y estadios

infecciosos,

presentes también en ambos (Figura 9) [11].

11

huésped vertebrado

no-proliferativos (tripomastigotas)




La etapa en el huésped vertebrado (hombre o animal) se inicia cuando los
parasitos (tripomastigotas metaciclicos) son evacuados en las heces del
insecto vector durante su picadura. Las heces contaminadas pueden entrar al
organismo a través de la herida, otras areas de la piel lesionada, o a travées de
las membranas mucosas, incluyendo la conjuntiva o la mucosa oral/digestiva.
Los parasitos ingresan al cuerpo a través de las heces cuando la persona
instintivamente frota la picadura, los ojos, la boca, o cualquier lesion en la piel.

Los tripomastigotas metaciclicos invaden las células del huésped, pierden su
flagelo y se convierten en la forma amastigota bajo la que se reproducen por
divisién binaria hasta que terminan por destruir la célula que los alberga. Los
amastigotas son liberados al torrente sanguineo transformandose nuevamente
en tripomastigotas. Estos tripomastigotas circulantes pueden invadir otras
células y el proceso repetirse varias veces. El ciclo en el invertebrado comienza
cuando la vinchuca chupa la sangre de un hombre o animal infectado. Los
tripomastigotas sanguineos pasan al tubo digestivo del insecto y alli se
transforman en epimastigotas. Se multiplican aumentando extraordinariamente
su numero y llegan finalmente al recto donde se trasforman en tripomastigotas
metaciclicos (forma infectiva) y son evacuados con las deyecciones del insecto.
Las formas metaciclicas atraviesan las mucosas del huésped a través de las

heridas dejadas por la picadura, recomenzando el ciclo [12].

Existe un ciclo doméstico que se cumple entre triatomineos domiciliarios como
el Triatoma infestans y el hombre, perro o gato y un ciclo silvestre entre
triatomineos silvestres como el Triatoma rubrovaria y animales también

silvestres como zorros, comadrejas y armadillos, entre otros.
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Figura 9. Ciclo de vida del Trypanosoma cruzi [4].

Otros medios de transmisién secundaria son las transfusiones de sangre con
la sangre de donantes infectados, paso de una madre infectada a su bebé
durante el embarazo o el parto, trasplantes de o6rganos con 6Organos de
donantes infectados, y los alimentos mal cocidos que contengan heces de un
insecto infectado [4]. El nivel de contaminacion en bancos de sangre en
América Central y América del Sur supera a la del SIDA o la hepatitis. También
animales domésticos y silvestres pueden actuar como portadores, aunque esto

no es tan comudn como via de transmision.

El principal factor de riesgo para contraer la enfermedad de Chagas es a nivel
rural para quienes habitan una vivienda pobre, de barro, adobe o paja. Los
insectos vectores habitan este tipo de ambiente. Cientos de insectos reduvidos
pueden estar en las grietas de estas viviendas durante el dia y salen por la

noche cuando los habitantes de la misma estan durmiendo.

1.2.3- SIGNOS Y SINTOMAS

La enfermedad de Chagas se presenta en dos fases. La fase inicial, aguda con
parasitemia elevada; normalmente dura alrededor de dos meses después de la
infeccion. Durante la fase aguda, un gran numero de parasitos circulan en la

sangre. La mayoria de las veces esta fase es asintomatica, pero dependiendo
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del sitio de la inoculacion, el primer signo puede ser un chancro en la piel
(chagoma) o edema orbital unilateral morado (signo de Romafa) con
linfoadenopatias locales y fiebre durante varias semanas. Puede ser
acompafado, entre otros, por dolor de cabeza, palidez, mialgias, disnea,
edema de miembros inferiores o en la cara, dolor abdominal, tos,
hepatomegalia, exantema, noédulos dolorosos, esplenomegalia, edema
generalizado, diarrea, linfoadenopatias multiples, miocarditis (dolor en el pecho,
insuficiencia cardiaca) y mas raramente meningoencefalitis (convulsiones,
pardlisis). La morbilidad puede ser mayor en nifios menores de cinco afos,
ancianos, inmunodeprimidos o en los casos de in6culos con alto contenido del
parasito, tal como se ve en los casos de transmision oral por alimentos
contaminados.

Aproximadamente un tercio de las personas que sufren la fase aguda de
Chagas desarrollan la crénica de diez a veinte afios después de la infeccion

inicial.

La fase cronica, con parasitos ocultos en los tejidos - en especial el corazén y
el masculo liso digestivo- tiene diferentes formas clinicas posibles:

a) asintoméatica (forma indeterminada), con mas frecuencia en el inicio de la
fase cronica y de duraciéon de por vida en la mayoria de los pacientes,

b) forma cardiaca, ocurre en hasta el 30% de los pacientes, con trastornos de
la conduccién, arritmias, cardiomiopatia, insuficiencia cardiaca 'y
tromboembolismo secundario,

c) forma con lesiones digestivas (megaeséfago y megacolon) o formas mixtas
(cardiaco mas digestivo), hasta un 10% de los pacientes identificados hacia el

sur de la cuenca del Amazonas [4].

1.2.4- TRATAMIENTO: QUIMIOTERAPIA Y SUS LIMITACIONES:
NIFURTIMOX'Y BENZNIDAZOL

Actualmente no hay vacuna ni tratamiento efectivo para la enfermedad de
Chagas. La quimioterapia actual de la enfermedad se limita fundamentalmente
a dos compuestos nitroheterociclicos: Nifurtimox y Benznidazol (Figura 10). El

Nifurtimox (Lampit®) fue desarrollado originalmente por la empresa Bayer y se

14



encuentra actualmente discontinuado. El Benznidazol (Radanil®, Rochagan®)
fue originalmente desarrollado por la empresa ROCHE y es producido
actualmente en Brasil por el Laboratorio Farmacéutico do Estado do
Pernambuco (LAFEPE).

Nifurtimox Benznidazol

Figura 10. Estructuras de Nifurtimox (N-(3-metil-1,1-dioxo-1,4-tiazinan-4-il)-1-(5-
nitro-2-furilymetanimina y Benznidazol (N-bencil-2-(2-nitroimidazolil)acetamida).
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OH +OH =— H)0Op, =—— O Oy
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reductasa
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Figura 11. Mecanismo propuesto de la accion téxica de Nifurtimox.

La actividad antichagéasica de dichos farmacos fue descubierta hace mas de 40
afos de forma totalmente empirica y su eficacia es limitada. Ambos farmacos
son activos frente a las formas epimastigota y tripomastigota de T. cruzi pero su
mecanismo de accién parece ser diferente [13]. Nifurtimox actla a través de la
reduccion metabdlica del grupo nitro formando especies radicalarias toxicas
como se muestra en la Figura 11. El anién radical nitro formado reacciona para
producir metabolitos reducidos del oxigeno que resultan altamente toxicos
(anion superoxidoeyriperoxido de hidrégerojnsEacresesién, catalizada por
metales de transicion, entre el anion superoxido y el peroxido de hidrégeno
produce el radical hidroxilo [14]. Este ultimo, un oxidante fuerte no especifico,
puede reaccionar y dafiar moléculas de importancia biolégica como proteinas,

lipidos y acidos nucleicos. La generacion de este estrés oxidativo afecta tanto
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al parasito como al huésped mamifero. Sin embargo, las defensas
antioxidantes del paréasito son limitadas. En particular, la ausencia de catalasa
trae aparejada la acumulacion de peroxido de hidrégeno, haciendo al parasito
mas sensible al estrés oxidativo [15].

El mecanismo de accion del Benznidazol se relaciona con el metabolismo
reductivo pero sin la generacion de productos de reduccion del oxigeno y con la
union covalente a macromoléculas de intermediarios de la nitrorreduccién
[16,17].

Tanto Nifurtimox como Benznidazol tienen una efectividad significativa en la
fase aguda de la enfermedad de Chagas con mas de un 80 % de cura
parasitologica (resultados negativos de todos los ensayos parasitolégicos y
serologicos). Sin embargo, su efectividad varia segun el area geografica
debido, probablemente, a diferencias en la susceptibilidad a los farmacos de
diferentes cepas del parasito. Ambos farmacos presentan ademas importantes
efectos secundarios como consecuencia del dafio oxidativo o reductivo sobre
los tejidos del huésped. Estos efectos secundarios incluyen anorexia, vomitos,
polineuropatias periféricas y alergias que muchas veces llevan a discontinuar el
tratamiento. El Benznidazol y el Nifurtimox no deben ser tomados por mujeres
embarazadas o personas con insuficiencia renal o hepatica. El Nifurtimox esta
también contraindicado para personas con antecedentes de trastornos
neurologicos o psiquiatricos. La mayor limitacion de estos compuestos es la
escasa actividad antiparasitaria en la fase cronica de la enfermedad: méas del
80 % de los pacientes tratados con estos farmacos no se curan. A pesar de
estas limitaciones existe consenso en que debe tratarse a todos los pacientes
seropositivos para eliminar o reducir su carga parasitaria. Sin embargo, muchas
veces no se recomienda el uso de estos farmacos en pacientes cronicos, ya

gue los riesgos superan los beneficios [16].

Estudios llevados a cabo en las dltimas dos décadas han demostrado
consistentemente que el T. cruzi, al igual que la mayoria de los hongos y
levaduras patogenas, requiere de esteroles especificos para mantener su
viabilidad y capacidad de proliferacién a lo largo de todo su ciclo de vida y que

inhibidores especificos de la biosintesis del ergosterol (IBE) son potentes
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agentes antiproliferativos de este parasito, tanto in vitro como in vivo [18]. Por
otro lado, en la ultima década se ha demostrado que nuevos derivados
triazélicos, inhibidores de la Cl4-a-demetilasa de esteroles en hongos y
levaduras (Figura 12), como el posaconazol (SCH 56592, Schering-Plough
Research Institute, Kenilworth, N.J., EUA), son capaces de inducir cura
parasitolégica radical en modelos murinos de enfermedad de Chagas, tanto
aguda como croénica [18]. Mas aun, los compuestos demostraron ser activos
contra cepas de T. cruzi naturalmente resistentes a Nifurtimox y/o Benznidazol,
aun en hospederos inmunosuprimidos. La actividad tripanosomicida (los
parasitos mueren por efecto del tratamiento) in vivo de estos compuestos ha
sido atribuida a su potente y selectiva actividad intrinseca contra el parasito (las
concentraciones minimas inhibitorias contra la forma amastigota intracelular del
parasito, cultivada en células de mamifero in vitro, esta en el rango nanomolar
a sub-nanomolar), asi como a propiedades farmacocinéticas apropiadas para
su aplicacion (grandes volimenes de distribucion y largos tiempos de

eliminacion).

Y o 1
N—N O 0 N/jN \ N OH
e O-O~Cr T

Figura 12. Estructura del Posaconazol.

El posaconazol presenta como ventaja adicional que ya fue aprobado y se
comercializa en los Estados Unidos, la Unién Europea y otros paises como
suspension oral Nofafil® para la profilaxis de las infecciones invasivas por
Aspergillus y Candida. En 2011 se comenzé para el posaconazol oral
antifangico, una prueba de investigacion para estudios clinicos contra la
enfermedad de Chagas cronica asintomatica, cuyos resultados se esperan para
el afo 2012 [19]. La propuesta de la Fase Il del estudio realizado por Merck

Research Laboratories, es un estudio de la suspension de posaconazol oral,
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400 mg dos veces al dia, dado durante 60 dias, ya sea como monoterapia 0
concomitantemente con Benznidazol. Con ese fin, Merck plane6 inscribir a 160
pacientes adultos con enfermedad de Chagas cronica en sitios en América del

Sur, gue seran seguidos durante 360 dias.

Sin embargo hasta que éste y/u otros medicamentos no estén disponibles, el
protocolo estandar del tratamiento se mantiene en tratar los sintomas de la

enfermedad.

1.2.5- CONTROL Y PREVENCION

Dado que las vacunas no estan disponibles y tampoco existen tratamientos
eficaces, resulta fundamental para el control de la enfermedad insistir en la
prevencion de la misma. La mejor manera de prevenir la enfermedad de
Chagas es la eliminacion de la transmision por el control del organismo vector y
por el control de la sangre de donantes y de los 6rganos donados.

Se sabe que la enfermedad de Chagas existe en América desde hace mas de
9000 afios. En esa época el T. cruzi so6lo afectaba a los animales salvajes [4].
Mas tarde se extendio a los animales domésticos y a las personas. Este gran
reservorio de parasitos de T. cruzi en animales salvajes de las Américas
imposibilita la erradicacion del parasito. Por lo tanto, los objetivos
fundamentales deben ser la eliminacién de la transmisién y el acceso a la
atencién de la salud de la poblacién infectada.

En relacion al control de la transmisién primaria, el T. cruzi puede infectar a
varias especies de triatomineos. Dependiendo de la zona geogréfica, la OMS

recomienda los siguientes enfoques para la prevencién y el control:

- la fumigacién con insecticidas de las casas y sus alrededores

- la mejora de las casas habitacién para evitar la infestacion por el vector

- la utilizacion de medidas preventivas personales tales como el uso de
mosquiteros

- la implementacion de buenas practicas de higiene en la preparacion de
alimentos, transporte, almacenamiento y consumo

- el chequeo de donantes de sangre
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- el chequeo de los donantes de organos, tejidos o células, la deteccion
en recién nacidos de madres infectadas, y en los hermanos de los nifios
infectados utilizando diagnéstico precoz para luego continuar con

tratamiento

En general, el uso de insecticidas para el control puede tener inconvenientes
debido a su costo, a la preocupacion de que los vectores puedan desarrollar
resistencia a los productos quimicos y a los posibles efectos toxicos de los
insecticidas en las especies que no sean el objetivo de la fumigacién. Una
herramienta para el control de los vectores, que es barata y eficaz, es un
recipiente que provee OMS llamado fumigante CIPEIN Pf-6. Su facil manejo
permite a las comunidades locales desempefiar un papel activo en el control de
la enfermedad. Otra estrategia para el control de los vectores, que se esta
investigando, es tratar de eliminarlos destruyendo a las bacterias simbioticas
presentes en el sistema digestivo de los insectos [20].

En cuanto a la prevencion secundaria es importante el control de la transmision
congénita por medio del diagnéstico de las mujeres embarazadas infectadas y
la deteccion de una posible infeccion del recién nacido con examenes
parasitologicos y serologicos después de los ocho meses de edad cuando ya

los anticuerpos de la madre no estan presentes.

En cuanto a la mejora en las viviendas rurales esto incluye sustituir los pisos y
techos de barro y paja por pisos de cemento y techos de chapa y la colocacién
de yeso en las grietas de las paredes ya que en ellas habitan los insectos

vectores.

1.2.6- RESPUESTA DE LA OMS

Como ya se indico, desde la década de 1990 ha habido importantes logros en
el control de parasitos y vectores en América Latina por iniciativas
intergubernamentales promovidas por la Organizacion Panamericana de la
Salud. Estas iniciativas multinacionales han conducido a importantes

reducciones en la transmisién por vectores domésticos. Ademas, el riesgo de
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transmision por transfusion de sangre se ha reducido considerablemente en
toda América Latina. Estos avances han sido posibles debido al fuerte
compromiso de los Estados miembros endémicos, y la fuerza de sus
organizaciones de investigacion y control, junto con el apoyo de muchos socios

internacionales.

AUn debe enfrentarse una serie de desafios adicionales:

- la sostenibilidad, el mantenimiento y la consolidacion de los avances de
control

- la aparicién de la enfermedad de Chagas en regiones que antes se
consideraban libres de la enfermedad como la cuenca del Amazonas

- la reaparicion de la enfermedad en las regiones donde el control habia
sido progresivo como la region del Chaco de Argentina y Bolivia

- la difusion, debida principalmente a la movilidad de poblacién cada vez
mayor entre América Latina y el resto del mundo

- el diagnéstico y tratamiento de millones de personas infectadas

Para alcanzar la meta de la eliminacion de la transmisién de la enfermedad de
Chagas y brindar atencién médica a los pacientes infectados/enfermos, tanto
en los paises endémicos como no endémicos, la OMS tiene como objetivo
aumentar la creacion de redes a nivel mundial y reforzar las capacidades

regionales y nacionales, concentrandose en:

- fortalecimiento de la vigilancia epidemiolégica mundial y los sistemas de
informacion

- prevencion de la transmision por transfusion de sangre y trasplante de
organos en paises endémicos y no endémicos

- promover la identificacion de las pruebas de diagndstico para la
deteccién y diagndstico de las infecciones

- ampliacion de la prevencion secundaria de la transmision congénita y
manejo de casos de infeccidn congénita y no congénita

- promover el consenso sobre el manejo adecuado de casos
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1.2.7- BLANCOS DESCRITOS PARA FARMACOS TRIPANOSOMICIDAS

La dificultad en la obtencion de farmacos realmente adecuados para combatir
la enfermedad se encuentra relacionada con alguna de las caracteristicas de T.
cruzi. Por un lado, ha sido dificil encontrar blancos terapéuticos especificos
debido a la gran cantidad de rutas metabdlicas comunes entre el parasito y los
mamiferos. Por otro lado, no existe un 6rgano blanco Unico dénde deberia
actuar el farmaco, debido a la amplia distribucion celular y tisular de las
distintas formas del parasito, tanto en la fase aguda como en la fase cronica de
la enfermedad.[17,21,22] Sin embargo, el creciente aumento en el
conocimiento profundo de la biologia de T. cruzi y de otros organismos
relacionados ha permitido detectar similitudes y diferencias entre parasito y
huésped, identificando algunos procesos bioquimicos y/o moléculas que

podrian constituir posibles blancos terapéuticos.

Algunas de las principales estrategias de la busqueda de nuevos farmacos

selectivos para combatir la enfermedad de Chagas se listan a continuacion:

- Compuestos que sufren bio-reducciéon “no selectiva”

- Compuestos que inhiben la accion de ADN-topoisomerasas
- Inhibidores de la biosintesis de nucledtidos de purina

- Inhibidores de la dihidrofolato reductasa

- Inhibidores de enzimas del metabolismo de la glucosa

- Inhibidores del metabolismo de la tripanotiona

- Inhibidores de la biosintesis de esteroles de membrana

- Inhibidores de proteinasas

El andlisis de la secuencia completa del genoma de T. cruzi revel6 la presencia
de mas de 10.000 genes codificadores de proteinas, lo que abre la posibilidad
de identificar nuevos potenciales blancos para el desarrollo de nuevos

farmacos contra este parasito [23-26].
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1.3- QUIMICA INORGANICA MEDICINAL

A pesar de los importantes avances realizados en el estudio de la bioquimica y
fisiologia del Trypanosoma cruzi en busca de nuevos blancos terapéuticos para
combatir la enfermedad, su farmacologia es aun ineficiente. No existen, al dia
de hoy, métodos efectivos de inmunoprofilaxis o quimioterapia.

La Quimica Inorgénica aplicada al desarrollo de nuevos farmacos ha aportado
un importante nimero de farmacos metalicos para el tratamiento de diferentes
patologias. Un significativo nimero de ellos ha sido incluido en el vademecum
internacional o se encuentra en fases clinicas. La Quimica Inorganica Medicinal
ha demostrado ofrecer posibilidades reales para el descubrimiento de nuevos
farmacos con mecanismos de accién novedosos. Compuestos de diferentes
metales han presentado actividad quimioterapéutica, como anticancerigenos,
antivirales o antibacterianos. Sin embargo, poco énfasis ha sido puesto en el
desarrollo de farmacos antiparasitarios [27-31].

1.4- COMPUESTOS DE COORDINACION CON ACTIVIDAD CONTRA T.

cruzi

Dado que algunas parasitosis propias de Latinoamérica, como la enfermedad
de Chagas, no despiertan la atencion de las empresas farmacéuticas
internacionales por afectar, principalmente, a la poblacibn de mas bajos
recursos, en las Ultimas dos décadas algunos grupos académicos de
bioinorganicos han centrado su atencion en el desarrollo de farmacos metalicos
para combatirlas. Asi, la basqueda de una respuesta farmacolégica a estas
enfermedades derivé hace unos afios en la sintesis de complejos metélicos de
farmacos comerciales como pentamidina, clotrimazol y ketoconazol, a fin de
mejorar su actividad y disminuir su toxicidad. En muchos casos, se obtuvieron
productos metalicos con un perfil farmacologico mejorado [32].

Estos primeros intentos sistematicos de generar compuestos metalicos con
actividad tripanosomicida por coordinacion de farmacos con actividad
antichagasica con metales de importancia farmacoldgica se desarrollaron en la
década de los 90s y desencadenaron con cierta lentitud una creciente

investigacibn en esa éarea por parte de los quimicos bioinorganicos. A
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continuacion solamente se describiran ejemplos seleccionados. En particular,
se describiran algunos de los ejemplos iniciales, desarrollados principalmente
por el grupo del Prof. Sanchez-Delgado, que imprimieron un empuje inicial a

esta area de la Quimica Inorganica Medicinal.

1.4.1- Complejos de Platino

Debido al reconocimiento de algunas similitudes bioquimicas entre los
tripanosomas y las células tumorales, en términos de metabolismo y la falta de
proteccién enzimatica por catalasas y peroxidasas, los primeros esfuerzos
fueron dirigidos a la utilizacion de agentes antitumorales como tripanosomicidas
(los parasitos mueren por efecto del tratamiento), en particular el cisplatino [33].
En el trabajo pionero de Farrell y Williamson [34] fue encontrada una buena
correlacion entre las propiedades antitumorales vy tripanosomistéticas
(disminuye la tasa de proliferacién de los parasitos) de complejos de platino,
tales como cisplatino y carboplatino. En general, los complejos de Pt resultaron
ser activos contra Trypanosoma rhodesiensis in vitro, pero no in vivo [33], a
menos que se administraran en dosis altas junto con disulfiram o solucién
salina fisiolégica [35]. Para evitar los problemas de toxicidad relacionados con
el uso de cisplatino, se emplearon con éxito macromoléculas, como el acido
poliglutdmico, mostrando una marcada actividad in vivo contra T. congolense,
responsable de Nagana, enfermedad del ganado [36].

También se sabe que los complejos de Pt(ll) con ligandos 2,2":6'2"-terpiridina
(Figura 13) inhiben el crecimiento de la forma amastigota intracelular del T.
cruzi en un 78% a una concentracion de 1 uM, y, en un 100% para la forma
tripomastigota de T. brucei a una concentracién de 0,03 uM [37]. Los complejos
mas eficaces de esta serie [Pt(ll)(4'cloro-2,2".6'2"-terpiridina)(amina)] y [Pt(Il)
(4'-p-bromofenil-2,2"6'2"-terpiridina)(4-picolina)], inhibieron irreversiblemente y
de forma selectiva a una de las enzimas responsables del mecanismo de

desintoxicacion mas importante del parasito, la tripanotiona reductasa [38].
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Figural3. Complejos Pt-terpiridina activos contra Trypanosoma.

En un ejemplo de la sinergia metal-ligando bioactivo de farmacos metalicos, el
complejo de Pt(ll) con el farmaco pentamidina (Figura 14), mostré0 ser mas
eficaz que la pentamidina libre frente a T. brucei in vitro asi como también in
vivo [39].

HaN, _NH,

HN NH
Figura 14. Pentamidina
1.4.2- Complejos de Rutenio

En los primeros trabajos de Farrell y Williamson, se reporté que la actividad
antitumoral de una serie de complejos de Ru-amina y Ru-DMSO (DMSO =
dimetilsulféxido) fue importante, aunque inferior a las actividades alcanzadas
por los compuestos de Pt [34].

La coordinacién de rutenio a ligandos organicos inhibidores de la biosintesis de
esteroles (SBI's), como el clotrimazol (CTZ) y ketoconazol (KTZ), condujo a
compuestos mas efectivos que los ligandos libres como resultado de la sinergia
metal-farmaco. Los SBI's se han utilizado en el disefio racional de nuevos
agentes antiparasitarios, ya que pueden bloquear determinadas vias de la
biosintesis de lipidos, por ejemplo, por inhibicién de la enzima citocromo P450
14 a-demetilasa involucrada en la produccion de ergosterol, que es esencial
para el parasito [40]. La coordinacién del clotrimazol al rutenio en el complejo
[RuCl2(CTZ)2] (Figura 15) dio como resultado una inhibicion del 90% en la
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proliferaciéon de la forma epimastigota de T. cruzi a una concentracién de 107
M, mientras que el CTZ dio solo un efecto de inhibicion modesto a la misma
concentracion. Algo muy importante es que mientras que el farmaco produce
un efecto tripanosomistatico el complejo de Ru fue tripanosomicida. En otros
experimentos realizados con amastigotas intracelulares de T. cruzi cultivadas
en células mamiferas (células Vero), la erradicacion de la infeccién
experimental se logré a una concentracién del complejo de Ru de 102 M, lo
que representa un aumento de la actividad de CTZ por un factor de alrededor
de 10. Ademas, [RuCI2(CTZ)2] no tuvo efectos nocivos en las células de
mamifero en una concentracién del farmaco 10 veces mayor que la requerida
para erradicar la infeccion, mientras que CTZ si afect6 a las células Vero a una
concentracion en la que fue efectivo. Esto indica que el complejo de Ru no sélo

es mucho mas activo, también es mucho menos téxico que el CTZ libre [41].

Figura 15. Complejo de [RuCl2(CTZ)2] con propiedades tripanosomicidas.

El mecanismo de accién de este complejo ha sido investigado en detalle. Se
piensa que se hidroliza sustituyendo ligandos cloruro por acuo para producir el
intermediario bis(aquo), [Ru(CTZ)2(H20)2]?*, que interactia con el ADN (a
través de union covalente). Esto se traduce en la liberacién del ligando CTZ,
que luego ejerce su accion "SBI's". La superposicion de estos dos modos de
acciéon (SBI's + union al ADN) es la que determina la mayor actividad y menor
toxicidad observada [32,42]. El analogo de Ru(lll), [RuCl3(CTZ)s], también
muestra una buena actividad, pero el aumento sinérgico no es tan bueno como
el del compuesto de Ru(ll) [43].

El Ketoconazol (KTZ) (Figura 16) es otro "SBI’s" con mejores propiedades

farmacocinéticas y fisicoquimicas que el CTZ que le permiten una mejor
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penetracion en el tejido, mayor vida media biolégica y una amplia gama de
accion. La actividad del KTZ es también mucho mayor por la coordinacion con
iones rutenio, mostrando aproximadamente 70% de inhibicion de la
proliferacion de epimastigotas de T. cruzi, en comparacion con 20% exhibido
por el KTZ libre. Los complejos [RuCl2(KTZ)2] y [RuCl3(KTZ)2(H20)] mostraron
actividades muy similares [43]. Sin embargo, las pruebas realizadas con
[RuCl3(KTZ)2(H20)] en amastigotas de T. cruzi cultivados en células Vero
mostraron un aumento de la actividad con la erradicacion de la infeccion a

concentraciones 10-1° M [32].
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Figura 16. Ketoconazol
1.4.3. Otros complejos metélicos

La coordinacibn de CTZ a otros iones metélicos, como Rh y Au en los
complejos [RhCI(COD)(CTZ)] (COD = 1,5-ciclooctadieno) y [AuCI3(CTZ)],
también dio lugar a un aumento de la actividad del farmaco libre, mientras que
para [Cu(CTZ)2]PFs y Kz[PtCls(CTZ)2] el efecto sobre la proliferacion de
epimastigotas de T. cruzi fue ligeramente menor que el de CTZ libre en las
mismas concentraciones [42]. La mayor eficacia de los compuestos de rutenio
puede estar asociada a una similitud en el metabolismo de rutenio y hierro, que
también se ha considerado como responsable de la baja toxicidad de los
compuestos de rutenio como agentes antitumorales [44]. Otros estudios
realizados con [Cu(CTZ)4]Cl2, [Cu(CTZ)Clz2]2, [Cu(KTZ)3]Cl2, [Cu(KTZ)Cl2]2,
[Au(CTZ)PPhs]PFe y [Au(KTZ)PPhs]PFs, también en epimastigotas de T. cruzi,
mostraron que todos estos complejos eran mucho mas activos que los ligandos

libres, pero el aumento de la actividad no se vio afectado significativamente por
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el nimero de ligandos unidos al centro metalico o la identidad de los iones
metélicos [32,45].

El concepto de sinergia metal-farmaco contra el parasito se introdujo en los
primeros trabajos de Farrell y Willilamson que mostraron que el indice de
selectividad de Berenil, Etidio y Samorin (Figura 17) se podia mejorar por la
formacién de complejos de Pt, Rh y Ru, ya sea por un aumento en la actividad,
una disminucion de la toxicidad, o ambos [34].
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Figura 17. Cationes de Berenil (a), Etidio (b) y Samorin (c).
1.4.4. Otros complejos metdlicos relevantes mas recientes
El grupo de investigacion que integro ha desarrollado en los ultimos 10 afos
diferentes series de compuestos metalicos con actividad contra T. cruzi [46-48].

Varios de los trabajos del grupo en esta area involucran compuestos de Pd y
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Ru con tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofurano. Aquellos de Pd seran
analizados mas adelante en este Trabajo. Si bien varios de los compuestos
desarrollados no forman parte de este Trabajo de Tesis directamente, la
experiencia adquirida por la suscrita le permitio colaborar en diferentes
aspectos de su desarrollo. Por ejemplo, se participo también en el desarrollo de
compuestos bioactivos de oxovanadio(lV) y paladio (Il) con N*,N4-diéxidos de
derivados 6(7) sustituidos de 2-carbonitrilo-3-aminoquinoxalinas [48]. También,
otros integrantes del grupo han desarrollado compuestos de metales de la
primera serie de transicion d con bisfosfonatos bioactivos. En este sentido se
han obtenido complejos de manganeso, cobalto, niquel y cobre con los
bisfosfonatos comerciales risedronato (Ris), alendronato (Ale) y pamidronato
(Pam) de férmulas [M"(Ris)2]-4H20, [M2"(Ale)a(H20)2]-2H20, ([CuPam]H20)n y
[M"'(Pam)2(H20)2]-3H20. Para la mayoria de estos complejos se observd un
aumento de la actividad in vitro anti T. cruzi como consecuencia de la
coordinacion tanto en la forma epimastigota como en la amastigota y una muy
baja toxicidad en células mamiferas. Los complejos mantienen el mecanismo de
accion principal de los ligandos, inhibiendo selectivamente la farnesil difosfato
sintasa parasitaria (ruta biosintética de esteroles y poliisoprenoides) sin inhibir la
enzima humana [49]. Por otro lado, el grupo utiliz6 una estrategia diferente para
desarrollar compuestos de vanadio con actividad anti-T. cruzi que incluyen
ligandos quelantes polipiridinicos (N-N) con capacidad intercalante del ADN
comprobada a efectos de desarrollar compuestos capaces de interactuar con el
ADN como blanco [47].

Otros grupos han desarrollado compuestos metalicos con propiedades
tripanosomicidas interesantes a partir de la complejacion de farmacos
antichagasicos. Son de resaltar los trabajos de Franco, Santana Silva y col.
[50-54]. Ellos desarrollaron el complejo de rutenio hidrosoluble, trans-
[Ru(Bz)(NHz3)4aSO2](CFsS03)2, donde Bz is Benznidazol. Este compuesto
mostro mayores efectos antiproliferativos in vitro en T. cruzi (epimastigotas)
(Clso = 127 uM) que el Benznidazol (Clso > 1 mM). Ademas, cuando se
administr6 oralmente el compuesto metalico a ratones infectados (modelo
agudo) a una dosis 1000 veces menor que la dosis éptima para el Benznidazol

libre, el compuesto metalico elimind las amastigotas de tejido miocardico y
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musculo esquelético. EI compuesto también exhibié baja toxicidad in vitro en
macrofagos J774 y muy baja toxicidad in vivo en ratones (Swiss mice) [50].

El mismo grupo desarrolld6 compuestos Ru-NO con actividad contra T. cruzi.
Varios compuestos nitrosil amina de rutenio de formula trans-
[Ru(NO)(NH3)4(L2)](X)n, capaces de liberar concentraciones de NO durante la
fase inicial de la infeccion aguda, mostraron actividad in vitro e in vivo. Los
compuestos, donde L2 = imidazol unido por el nitrégeno, piridina,
isonicotinamida o trietilfosfito, exhibieron un indice terapéutico > 10 para T.
cruzi. Los resultados sugieren que el NO liberado luego de la reduccién de los
complejos en medio biolégico podria ser responsable de la actividad de estos
complejos de Ru donores de NO [51-54].

Por otro lado, las enzimas son blancos naturales de los farmacos inorgénicos.
Algunos grupos han realizado esfuerzos para disefiar complejos metélicos que
pudieran unirse especificamente a enzimas parasitarias especificas. En
particular, el grupo de McKerrow y col tested varios compuestos metalicos con
ligandos no bioactivos como potenciales inhibidores de cisteina proteasas de
tripanosomatidos [55]. La cruzipaina es la més abundante cisteina proteasa de
T. cruzi y ha sido validada como blanco potencial para el desarrollo de
quimioterapicos para la enfermedad de Chagas [56]. Este grupo ha encontrado
que algunos complejos de Pd(ll), Re(V) y Au(lll) resultan potentes inhibidores
de la enzima si bien no se ha observado una clara correlacion entre la actividad

inhibitoria de la enzima y la inhibicion de la crecimiento de T. cruzi.

1.5- METALES SELECCIONADOS: Pd, Pt, Au

En este Trabajo de Tesis se planted un estudio comparativo tanto fisicoquimico
como biolégico de complejos de metales del llamado “grupo del platino”, en
particular Pd y Pt, con ligandos bioactivos pertenecientes a dos familias de
compuestos organicos: tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofurano y N-
oxidos de aminas aromaticas. Nuestro interés central es conocer el efecto de la
naturaleza del metal central en complejos analogos o isoestructurales sobre las
propiedades quimico-estructurales, fisicoquimicas y biolégicas de los mismos.

Nuestro laboratorio contaba con experiencia previa con complejos de paladio

de estas tiosemicarbazonas que indicaba que la conjuncién de un metal de
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transicion de importancia terapéutica y estos ligandos bioactivos en una misma
molécula convertia a los complejos metalicos resultantes en buenos candidatos
para actuar como antichagésicos por un mecanismo dual, sinérgico o al menos
aditivo. Estos antecedentes determinaron la seleccion de estos complejos de
Pd para el estudio comparativo a desarrollarse en este Trabajo. Ademas, el
estudio de complejos de Pd(ll) constituye un &rea de interés creciente para el
desarrollo de nuevos agentes terapéuticos, principalmente antitumorales, y
ofrece interesantes perspectivas para la consolidacion de avances mas
sistematicos en el area de la Quimica Inorganica Medicinal [57].

En cuanto al platino, éste integra junto con paladio, rutenio, osmio, rodio e iridio
el denominado “grupo del platino” caracterizado por que sus integrantes, de los
grupos 8, 9 y 10 de los periodos 5 y 6 de la Tabla periddica, presentan
importantes similitudes quimicas. En particular, paladio y platino presentan
importantes semejanzas quimicas debido a que son metales de las series de
transicion 4d y 5d, respectivamente, pertenecientes al mismo grupo del sistema
periodico. En particular, la notable analogia existente entre la quimica de
coordinacion de Pt(ll) y de Pd(Il) ha llevado al estudio de complejos de Pd,
anélogos al cisplatino, como potenciales farmacos antitumorales. Sin embargo,
Pt y Pd muestran diferencias en reactividad que justificarian diferencias en su
comportamiento biolégico (actividad y toxicidad). Esto hace interesante el
desarrollo de nuevos complejos de Pt analogos a los ya desarrollados por
nuestro laboratorio a efectos de estudiar su quimica de coordinacién y sus
propiedades fisicoquimicas de interés bioldgico, de modular la actividad de
estos ligandos y de disminuir o modificar la toxicidad de los compuestos
metalicos obtenidos. También, los compuestos de platino han tenido y
contindan teniendo una importancia terapéutica fundamental que nacié hace
mas de 40 afos con el descubrimiento de la actividad antitumoral del cisplatino.
Actualmente se realiza una intensa investigacion para el desarrollo de nuevos
compuestos de Pt con actividad antitumoral que presenten menor toxicidad y
mayor espectro de accién de forma que pudieran sustituir al cisplatino y sus
derivados de segunda generacion en el uso clinico [58-62]. Como ya se indic6,
la similitud entre el metabolismo de las células tumorales y del T. cruzi
determind que un alto porcentaje de farmacos antitumorales también resultaran

tripanosomicidas o tripanosomistaticos. Por ejemplo, se ha descrito en items
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anteriores que complejos de Pt(ll) con ligandos terpiridina inhiben el
crecimiento de la forma amastigota de T. cruzi. Este es entonces otra causa de
nuestro trabajo con Pt.

Esta similitud metabdlica célula tumoral-T. cruzi justificé también la inclusién del
oro en el estudio comparativo de los compuestos de Pd y Pt con N-6xido de 2-
mercapopiridina que se describiran en el capitulo 5 de este Trabajo de Tesis. Si
bien la crisoterapia (uso de compuestos de oro en medicina) incluye el uso
clinico de varios compuestos de oro (auranofina, aurotiomalato, entre otros)
para el tratamiento de la artritis reumatoidea, actualmente se realizan intensos
esfuerzos para el desarrollo de compuestos de oro con actividad antitumoral y
el estudio de su mecanismo de accion. Diferentes compuestos de Au(l) y
Au(lll) han mostrado una reconocida potencialidad en terapia antitumoral [63-
65].

1.6. EL ADN COMO BLANCO DE METALOFARMACOS

Dadas su estructura y su importancia biologica, los &cidos nucleicos, y en
especial el ADN, constituyen blancos particularmente interesantes para los
compuestos metdlicos bioactivos. En particular, se ha demostrado que los
antitumorales metalicos en uso clinico como el cisplatino ejercen su accién
citotoxica por interaccion con esta biomolécula. Dada la existencia de
similitudes entre el metabolismo de las células tumorales y del T. cruzi y otros
tripanosomatidos, éste constituye también un blanco de interés en el desarrollo
de agentes contra T. cruzi [33,34]. Por esta causa, si bien se estudiaran otros
potenciales blancos parasitarios, este Trabajo de Tesis se ha centrado
especialmente en el estudio de la interaccibon de los potenciales
metalofarmacos desarrollados con el ADN y en el aprendizaje y adquisicion de
experiencia en diferentes técnicas de estudio de esa interaccion. Entre ellas se
ha dado un particular énfasis al uso de técnicas de electroforesis en gel debido

principalmente a la riqueza de la informacion que puede brindar.

Los acidos nucleicos estan constituidos por cadenas poliméricas. Las unidades
monomeéricas 0 nucledtidos estan formadas por una base nitrogenada

(adenina, guanina, citosina, timina o uracilo), un azlcar (ribosa o 2'-
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deoxirribosa) y un grupo fosfato o varios (2 6 3). La condensacion de estos
nucledtidos a traves de los grupos 3’-hidroxilo y 5"-hidroxilo de los azUcares de
dos nucleétidos vecinos por medio de un puente fosfato, formando un enlace
fosfodiéster, conduce a la estructura primaria de los acidos nucleicos (Figura
18) [66-68]. A su vez la bases pueden aparearse por medio de enlaces de
hidrégeno lo que da lugar a la estructura secundaria (Figura 19). EI ADN
adopta una estructura de doble hélice donde los pares de bases se apilan en el

interior de la estructura y los fosfatos se disponen en su parte exterior.

a) Bases

g </fx ﬁx 1*& &A

ademna A) guanina (G) cnosma ©) timina (T) uracilo(U)
b) Azlcares
NH,
HO OH c) Nucleétido
o
H H
H H
OH OH
ribosa
HO o OH
H H
H H
OH H OH H
2" -deoxirribosa deoxi adenosina 5’-monofosfato (dAAMP)

NH,

L

d) Polinucleétido

Figura 18. Unidades que forman la estructura de los 4cidos nucleicos.
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Figura 19. a) Esquema mostrando un ejemplo de la formacion de enlaces de

hidrégeno entre bases (apareamiento); b) Estructura B del ADN.

El rol fundamental del ADN en la duplicacién celular y transmision genética
determina que éste sea una buena diana terapéutica para el disefio de nuevos
farmacos. ElI ADN es un blanco particularmente importante para los complejos
metalicos, ya que ofrece varios sitios potenciales donde el metal puede unirse,

fundamentalmente mediante enlaces covalentes coordinados [69-72].

intercalacion

esfera externa

intra-hebras

inter-hebras

ruptura de hebras

Figura 20. Modos de interaccién de compuestos metalicos con el ADN [36].
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Las nucleobases son ligandos ambidentados que aun formando parte de los
nucledtidos y nucledsidos presentan diferentes sitios de coordinacion,
principalmente con N y/o O como &tomos donores. Estas uniones ofrecen la
posibilidad de crear entrecruzamientos intra e interhebras (Figura 20). También,
son posibles uniones no covalentes, como enlaces de hidrégeno o uniones
electrostéticas, y la intercalacion de moléculas planas entre pares de bases. El
tipo de interaccion se ve afectado por la naturaleza del metal y su estado de
oxidacion, la naturaleza de los ligandos y la estereoquimica del complejo
metalico, entre otros aspectos. En particular, los metales de la segunda y
tercera serie de transicion d, entre ellos los seleccionados en este Trabajo de
Tesis, son aquellos para los que se ha descrito una mas fuerte interaccion con

esta biomolécula [36].
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2.1. ANTECEDENTES

El grupo que integro ha generado complejos metélicos bioactivos frente a T.
cruzi por medio de dos estrategias basicas:

-coordinacion de iones metalicos de importancia farmacologica a ligandos
organicos bioactivos frente a T. cruzi

-coordinacién de iones metalicos de importancia biolégica a ligandos

intercalantes del ADN.

En cuanto a la primer estrategia, se han desarrollado compuestos metalicos
bioactivos incluyendo en una misma molécula iones metdlicos con
potencialidad terapéutica y ligandos organicos activos frente a T. cruzi, con el
fin de intentar mejorar el perfil farmacoldgico de estos ultimos. En los ultimos
afios, se ha encontrado que los complejos metdlicos de muchos agentes
terapéuticos han resultado mas efectivos que el farmaco original. La union a un
metal de un ligando activo (farmaco organico) puede mejorar su
biodisponibilidad (por modificacion de propiedades como estabilidad,
solubilidad vy lipofilia) y/o mejorar su indice terapéutico (por incremento de la
actividad, disminucién de la toxicidad o ambos), asi como eludir el desarrollo de
resistencia, fenobmeno que es un problema de trascendencia creciente en el
proceso de descubrimiento y utilizacion de nuevos farmacos antiparasitarios.
Las propiedades biologicas del complejo metal — ligando bioactivo seran
fuertemente dependientes de la naturaleza del metal central y del ligando
bioactivo y, fundamentalmente, de la estructura y propiedades fisicoquimico —
estructurales del complejo formado. Ademas, la estrategia de coordinar un
farmaco activo a un metal de importancia terapéutica puede ser una forma de
potenciar la actividad antichagasica de los compuestos organicos elegidos, ya
gue los complejos metalicos obtenidos pueden actuar por un mecanismo de
accion dual e incluso mudltiple, debido, por un lado, al farmaco organico
bioactivo y, por otro lado, al metal. Este sinergismo o efecto aditivo permitiria
disminuir la dosis terapéutica y, asi, disminuir los efectos secundarios del
farmaco original.

En cuanto a la segunda estrategia, dada la existencia de similitudes entre el

metabolismo de las células tumorales y del T. cruzi y otros tripanosomatidos,
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un alto porcentaje de farmacos antitumorales también resultan ser efectivos
tripanosomicidas [1]. En particular, que el cisplatino, farmaco antitumoral cuyo
blanco principal es el ADN, resultara activo in vitro frente a este parasito
determind la evaluacion de otros complejos metalicos con actividad antitumoral,
encontrandose una buena correlacion entre ambas actividades. Ademas, se ha
propuesto que aquellos compuestos que interactian eficientemente con el ADN
tienen amplias posibilidades de mostrar actividad tripanosomicida [2]. Por esta
causa, se han disefiado complejos metélicos que incluyen compuestos
organicos intercalantes del ADN como ligandos e iones metalicos de

importancia biolégica.

2.2. PROPUESTA GENERAL

En este Trabajo de Tesis se desarrollaran nuevos compuestos con actividad
anti-T. cruzi aplicando la primera de las dos estrategias delineadas
previamente. Para tal fin se utilizardn dos familias de ligandos bioactivos:
tiosemicarbazonas conteniendo el farmacoéforo 5-nitrofurano y N-Oxidos de
aminas aromaticas. En los capitulos correspondientes se analizaran en detalle
aquellos aspectos estructurales y biolégicos de estos compuestos organicos
gue determinaron su seleccion como ligandos para desarrollar compuestos

metalicos con actividad anti T. cruzi.

En cuanto a los compuestos de coordinacion de tiosemicarbazonas
conteniendo el farmacéforo 5-nitrofurano, la propuesta general concreta es
generar compuestos de platino analogos estructuralmente a los de paladio que
el grupo ha desarrollado previamente y realizar un estudio comparativo de
ambas series en cuanto a aspectos fisioquimico-estructurales, caracteristicas
espectroscopicas, actividad biolégica y mecanismo de accion. Se pretende
poner especial énfasis en el estudio comparativo de su interaccion con ADN
utilizando diferentes técnicas que permitan obtener una clara idea de cémo
estos complejos interactian con el ADN. Ya adelantamos en el capitulo anterior
qgque el ADN constituye un blanco muy importante para los compuestos

metalicos, tanto antitumorales como antiparasitarios. Ademas, la propuesta
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incluye el aprendizaje y la adquisicion de experiencia en la realizacion de estas

técnicas y en la interpretacién de los resultados emergentes de las mismas.

Un segundo aspecto de la propuesta general, involucra el desarrollo de
compuestos metadlicos con el ligando bioactivo N- 6xido de 2-mercapto piridina.
Si bien el énfasis inicial se puso en los complejos anélogos de Pd y Pt con este
ligando y su mecanismo de accién, también se incluira el trabajo con Au. En el
capitulo introductorio se justifico la seleccion del Au como metal central
principalmente en funcion de su importancia actual en Quimica Inorganica
Medicinal en el desarrollo de potenciales agentes antitumorales metalicos. Se
discutirdA mas adelante en detalle que el mecanismo de acciéon de estos
compuestos ya se anticipaba como completamente diferente al del grupo
anterior de compuestos, por lo que el estudio de los mismos resultara rico en

otros aspectos y aprendizajes.

2.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Sintesis de los complejos de:
- platino con tiosemicarbazonas conteniendo el farmacoforo 5-nitrofurano

- paladio, platino y oro con N- 0xido de 2-mercapto piridina

- Caracterizacion estructural y fisicoquimica completa de los complejos
obtenidos, utilizando diferentes técnicas: analisis elemental de C, H, N, S,
estudios de conductividad, espectrometria de masas, espectroscopias IR,
Raman y 'H- y *C-RMN, voltametria ciclica, EPR y difraccion de rayos X en

monocristal.
- Evaluacién in vitro de la actividad anti T. cruzi de todos los complejos
obtenidos y evaluacién de la actividad anti Leishmania de algunos de ellos

para comparar la susceptibilidad de diferentes tripanosoméatidos.

- Estudios de toxicidad sobre células mamiferas de los complejos activos sobre

T. cruzi y/o sobre Leishmania.
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- Evaluacién in vivo en ratones infectados de la actividad de los complejos
activos obtenidos que ameriten por los resultados in vitro obtenidos la

realizacion de estos estudios.

- Estudio del mecanismo o los mecanismos de accion antitripanosomal de los
complejos que resulten activos. Este punto comprende:

- estudio de la interaccion de los complejos con ADN por medio de
diferentes técnicas
- estudio de inhibicion de algunas enzimas parasitarias por efecto de los
complejos
- estudio de la generacién de radicales libres intraparasitarios por
técnicas de EPR y medida del efecto sobre el consumo de oxigeno

parasitario

- Estudio comparativo de los resultados obtenidos:

- comparacion de ligandos y sus complejos sintetizados, para determinar
el efecto de la complejacion sobre las propiedades de importancia
bioldgica y la actividad.

- comparacion entre complejos de una misma serie y entre series, para
determinar, cualitativamente, las posibles relaciones existentes entre la
estructura, las propiedades fisicoquimicas, la actividad bioldgica y el
mecanismo de accion de los mismos.

-comparacion de compuestos analogos de los diferentes metales en
estudio (Pd, Pt, Au) a efectos de analizar el efecto de la naturaleza del
ion metalico central sobre las propiedades estructurales, fisicoquimicas

y bioldgicas de los compuestos obtenidos.
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3.1- INTRODUCCION

En este capitulo se presentan los métodos utilizados en este Trabajo de Tesis
para la sintesis, caracterizacion analitica, estructural y fisicoquimica de los
complejos metélicos en estudio, asi como también los ensayos biologicos, de
citotoxicidad y estudios de mecanismos de accion.

3.2- METODOS DE SINTESIS

3.2.1- SINTESIS DE LIGANDOS TIOSEMICARBAZONAS DERIVADAS DEL
5-NITROFURANO

Las tiosemicarbazonas seleccionadas para este Trabajo de Tesis
(tiosemicarbazona de 5-nitro-2-furaldehido (HL1), N*-metiltiosemicarbazona de
5-nitro-2-furaldehido (HL2), N*-etiltiosemicarbazona de 5-nitro-2-furaldehido
(HL3), N*-feniltiosemicarbazona de 5-nitro-2-furaldehido (HL4),
tiosemicarbazona de 3-(5-nitrofuril)acroleina (HL5), N*metiltiosemicarbazona
de  3-(5-nitrofuril)acroleina  (HL6), N“-etiltiosemicarbazona de  3-(5-
nitrofuril)acroleina (HL7) y N*-feniltiosemicarbazona de 3-(5-nitrofuril)acroleina
(HL8)) fueron sintetizadas siguiendo metodologias previamente descritas [1],
segun el procedimiento general que se muestra en la Figura 1.
I
/ \ H2N\NHANHR / \

|
N /\
O,N o = |“crHo O,N o = /\NH NHR

n p-TsOH/metanol:diclorometano n

S

temperatura ambiente

n=0,1 R=H HL1, HL5
n=0  5-nitro-2-furaldehido n=0,1 R=metl HL2 HL6
n=1  3-(5-nitrofuril)acroleina n=0,1 R=etl HL3, HL7
n=0,1 R=fenil HL4, HL8

Figura 1. Sintesis de las tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofurano

Se parte de 5-nitro-2-furaldehido o 3-(5-nitrofuril)acroleina y la tiosemicarbazida
correspondiente. Los detalles particulares de cada una de las sintesis fueron

descritos previamente, asi como también los detalles de su caracterizacion [1].
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3.2.2- SINTESIS DE LOS COMPLEJOS

3.2.2.1- Complejos de Pt(ll) y Pd(ll) con tiosemicarbazonas derivadas del

5-nitrofurano

Complejos [PtClx(HL)], HL: HL1-HL8

Se calienta a reflujo en metanol (10 mL) Kz[PtCls] (50 mg, 0,120 mmol) y el
correspondiente ligando (0,120 mmol) durante 6 horas, separandose el
complejo como un sdlido que precipita del medio de reaccion.

Complejos [Pt(L),], HL: HL1-HL8
Se calienta a reflujo en metanol (10 mL) K>[PtCls] (50 mg, 0,120 mmol) y el

correspondiente ligando (0,240 mmol) durante 6 horas, separandose el
complejo como un so6lido que precipita del medio de reaccion.

En todos los casos, el solido obtenido se filtra y se lava con metanol caliente
seguido de agua caliente. Los compuestos se recristalizan por la difusion lenta

de agua en una solucion de dimetilformamida (DMF) de cada compuesto.

Complejos [PACI,(HL)] v [Pd(L),], HL: HL1-HL8

Los complejos de Pd se sintetizaron segun una técnica ya descrita [2] por

calentamiento a reflujo en metanol (10 mL) de una mezcla de Naz[PdCl4] (100
mg, 0,34 mmol) y la tiosemicarbazona correspondiente (0,3-0,4 mmol 6 0,6-0,7
mmol), durante 3 horas, separandose los complejos [PdCIlx(HL)] y [Pd(L)2],
respectivamente, como solidos que precipitan del medio de reaccién. Todos los

complejos se lavaron con metanol caliente seguido de agua tibia.

3.2.2.2- Complejos de Pd(Il), Pt(ll), Au(l) y V(IV) con N-6xido de 2-

mercaptopiridina (Hmpo)

[Pd(mpo),]

El complejo de Pd(Il) fue preparado por la modificaciéon de un procedimiento
previamente reportado [3]. Se calienta a refluo en 23 mL de

metanol/acetonitrilo (1:1, v/v), PdCIl> (50 mg, 0,28 mmol) y Na mpo (168 mg,
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1,13 mmol) en relacion molar 1:4 durante 5 horas. Se obtuvieron monocristales

por evaporacion lenta de la solucion.

|Ptgm9012|

Se calienta a reflujo en 10 mL de metanol/acetonitrilo (1:1, v/v), Ko[PtCl4] (50
mg, 0,12 mmol) y Na mpo (72 mg, 0,48 mmol) en relacion molar 1:4 durante 5

horas. Se obtuvieron monocristales por evaporacion lenta de la solucion.

[Auo(mpo),(PPh3)s]
Se calientan a reflujo en 20 mL de metanol bajo N2, el precursor [AuCI(PPhz)]

(200 mg, 0,20 mmol) y Na mpo (33,1 mg, 0,22 mmol) durante 6 horas. El sélido
obtenido se separa del medio de reaccion por filtracion y se lava con agua,

etanol y éter etilico, sucesivamente.

|VO§on[2|

El complejo de V(IV) fue preparado por un procedimiento previamente
reportado [4]. Se mezcla Na mpo (200 mg, 1,35 mmol) en 20 mL de etanol, y se
burbujea con N2 durante 20 minutos. Se adiciona una solucion de VOSO45H>0
(150 mg, 0,60 mmol) en 0,95 mL agua/l,6 mL etanol. Inmediatamente se forma
un precipitado violeta que se filtra bajo N2. Se lava con tres porciones de agua

y dos porciones de etanol y se seca a vacio.

3.3- CARACTERIZACION ESTRUCTURAL Y FISICOQUIMICA

3.3.1- DETERMINACION DE LA FORMULA

3.3.1.1- ANALISIS ELEMENTAL DE ELEMENTOS LIVIANOS

Los complejos fueron caracterizados por analisis elemental de C, N, Hy S
mediante un analizador Carlo Erba EA1108, con un procesador de datos Eager

200, perteneciente a Facultad de Quimica. Los resultados obtenidos permiten

verificar que éstos se ajustan a las correspondientes férmulas propuestas.
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3.3.1.2- ESPECTROMETRIA DE MASAS

La espectrometria de masas brinda informacion para la determinacion de la
formula de un compuesto. El patron de fragmentacion puede ayudar a la
elucidacion de la estructura del compuesto, en cuanto brinda informacién de
gue atomos o grupos atémicos estan enlazados.

Se utiliz6 esta técnica para estudiar el patrén de fragmentacion del complejo
[Au2(mpo)2(PPhs)2] y de los complejos [PtClx(HL)] y [Pt(L)2] (HL: HL1-HL4),
como apoyo para su caracterizacion y la determinacién de su férmula y
estructura.

Los estudios de espectrometria de masas (ESI-MS) fueron realizados en un
espectrometro Thermo Finnigan LXQ perteneciente al Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas, Caracas. Se utilizO metanol como disolvente. Esta
determinacion fue llevada a cabo durante una pasantia realizada en 2006 en el
IVIC con apoyo de CSIC.

3.3.1.3- MEDIDAS DE CONDUCTIVIDAD

Las medidas de conductividad molar de los complejos en solucidén permiten
determinar si se trata de un complejo neutro o cargado. Si éste resulta cargado
también permiten determinar de qué tipo de electrolito se trata. Existen datos
bibliograficos de conductividades molares para numerosos complejos en
diferentes disolventes. Por comparacion de la conductividad molar determinada
para los complejos, con los datos de bibliografia en un mismo disolvente, se
puede determinar el tipo de electrolito presente en solucién [5].

Las medidas de conductividad se realizaron a 25 °C en soluciones 103-104 M
de los complejos en distintos disolventes (DMSO, DMF). La conductividad se

midié con un conductimetro 4310 Jenway.
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3.3.2- CARACTERIZACION ESTRUCTURAL

3.3.2.1- ESTRUCTURA EN ESTADO SOLIDO

3.3.2.2- ESPECTROSCOPIA INFRARROJA Y RAMAN

La espectroscopia IR es una de las primeras técnicas de caracterizacion que
se utiliza cuando se estudia un nuevo compuesto en quimica inorganica. Puede
brindar importante informacién estructural, ademas de aportar una “huella
digital” del compuesto en estudio [6-9].

Esta técnica permite asegurar la presencia de los ligandos intactos en la esfera
de coordinacion por reconocimiento del espectro IR propio de cada uno de los
grupos funcionales del mismo, con corrimientos resultantes de la coordinacion.
A su vez, estos corrimientos sugieren cual es el sitio de union del ligando al
metal central y que sectores del ligando no estan involucrados en la
coordinacion.

La simetria de la molécula en estudio determinara el numero esperado de
bandas activas en el IR. Ademas, la frecuencia de estiramiento de un
determinado enlace estara relacionada con la fuerza y la distancia de enlace.
Variaciones en esta frecuencia entre diferentes complejos de una familia
permite deducir aspectos relacionados con la coordinacion y con la naturaleza
electronica de los demas ligandos presentes en el complejo.

Por supuesto, que la informacion estructural resulta mas completa cuando los
complejos son estudiados no solo por espectroscopia IR sino también por
espectroscopia Raman, ya que ambos estudios vibracionales son
complementarios.

Los espectros FTIR (4000-200 cm) fueron medidos en pastillas de KBr o de
Csl en un instrumento Bomen M102 de la Catedra de Quimica Inorganica,
Facultad de Quimica. Los espectros Raman se realizaron en un equipo Bruker
IF 66 (accesorio FRA 106) perteneciente al Centro de Quimica Inorganica
(CEQUINOR), Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de La Plata,

Argentina.

58



3.3.2.1.2- DIFRACCION DE RAYOS X EN MONOCRISTAL

La cristalografia de rayos X es una técnica consistente en hacer pasar un haz
de rayos X a través de un cristal de la sustancia sujeta a estudio. El haz se
escinde en varias direcciones debido a la simetria de la agrupacion de atomos
y, por difraccién, da lugar a un patrén de intensidades que puede interpretarse
segun la ubicacion de los atomos en el cristal, aplicando la ley de Bragg. Es
una de las técnicas que goza de mayor prestigio para dilucidar estructuras
cristalinas. Sus mayores limitaciones se deben a la necesidad de trabajar con
sistemas cristalinos.

Es posible trabajar con monocristales o con polvo microcristalino,
consiguiéndose diferentes datos en ambos casos. Para la resolucién de los
parametros de la celda unidad puede ser suficiente la difraccion de rayos X en
polvo, mientras que para una dilucidacion precisa de las posiciones atomicas
es conveniente la difraccién de rayos X en monocristal.

Los estudios de difraccion de rayos X fueron realizados por el Dr. O. E. Piro
(LANADI, Universidad Nacional de La Plata). Los datos -cristalograficos
obtenidos fueron procesados con el programa Mercury, version 1.4.2 para
analizar el empaquetamiento cristalino, angulos de torsion, distancias entre

atomos no enlazados, entre otros parametros estructurales.

3.3.2.2- ESTRUCTURA EN SOLUCION

3.3.2.2.1- ESPECTROSCOPIA RMN

La espectroscopia RMN es una fuente importante de informacion estructural
para compuestos de coordinacion. Los desplazamientos quimicos y las
constantes de acoplamiento entre ndcleos brindan informacion del entorno
guimico del nucleo en estudio. Esta técnica permite determinar la naturaleza de
los grupos quimicos presentes y apoya la determinacion de la geometria y la
simetria molecular y las relaciones estereoquimicas entre grupos.

Estudiando el efecto de la complejacibn es posible conocer aspectos
importantes del sitio de complejacion. Estos son datos relevantes para el

establecimiento de la estructura que el complejo en estudio presenta en
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soluciéon y para la comparacibn de esa estructura en solucion con la
determinada en estado sélido por difraccién de rayos X en monocristal. Ambos
estudios estructurales son complementarios en cuanto conducen al
establecimiento de la estructura que el compuesto adopta en ambas fases.

Los experimentos de resonancia magnética nuclear de 'H y 3C fueron
realizados en solventes deuterados en los que los complejos resultaron
solubles. Los espectros fueron realizados en DMSO-ds a 30 °C en un
instrumento Bruker DPX-400 (a 400 MHz y 100 MHz, respectivamente)
perteneciente al Departamento de Quimica Orgénica en Facultad de Ciencias y
en DMSO-ds a 25 °C en un instrumento Bruker AVANCE300 en el Centro de
Quimica del IVIC, Caracas. Se utiliz6 tetrametilsilano como referencia interna.
Los desplazamientos quimicos se informan en ppm.

Los experimentos de 3P RMN fueron realizados con el mismo equipo del IVIC
en DMSO-ds a 25 °C.

3.3.2.2.2- EXPERIMENTOS BIDIMENSIONALES DE RMN (HMQC,HMBC)

Estos resultan Utiles para determinar como se enlazan los diferentes atomos
entre si [6]. El experimento bidimensional de correlaciéon heteronuclear a
distancia de un enlace (HMQC heteronuclear multiple quantum correlation)
permite correlacionar que carbono esta enlazado directamente a un
determinado proton. El experimento bidimensional de correlacion heteronuclear
a larga distancia (HMBC heteronuclear multiple bond correlation) correlaciona
un protén con el carbono vecino y con carbonos que se encuentran a una
distancia de hasta 3 enlaces. Los experimentos de correlacion heteronuclear
(2D-HETCOR), HMQC y HMBC, fueron realizados con el equipo de Facultad

de Ciencias mencionado anteriormente y utilizando el software disponible.

3.3.3- COMPORTAMIENTO EN SOLUCION

3.3.3.1- VOLTAMETRIA CICLICA

Las técnicas electroquimicas constituyen herramientas Otiles para la

caracterizaciéon de complejos en solucién. Sin embargo, en este trabajo se
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utilizé la técnica de voltametria ciclica, principalmente, con el fin de determinar
la variacion del potencial de reduccion del grupo nitro de los ligandos derivados
del 5-nitrofurano como consecuencia de la coordinacion. Uno de los
mecanismos de accién antichagasica propuesto para los ligandos
seleccionados (tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofurano) en este trabajo,
por analogia con Nifurtimox, es la formacion de radicales libres toxicos para el
parasito (anion radical nitro, derivados nitrosos, etc) como consecuencia de la
reduccién metabdlica del grupo nitro [10, 11]. Esta capacidad de generar
radicales libres depende entre otros factores del potencial de reduccion del
grupo nitro. Por lo tanto, es importante conocer como se modifica el potencial
de reduccion de ese grupo a fin de establecer una correlacién con la actividad
tripanosomicida. Estos estudios de comportamiento electroquimico por
voltametria ciclica fueron realizados en la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas de la Universidad de Chile, bajo la supervision del Dr. Claudio
Olea-Azar, estudio llevado a cabo durante una pasantia realizada con apoyo de
CSIC en 2007. Se utiliz6 un equipo Metrohm 693 VA con un convertidor voltaje-
corriente (694 VA Stand) para medir la corriente resultante y un registrador X-Y
(693 VA Processor). Los experimentos se realizaron en DMSO (aprox 102 M)
bajo atmosfera de nitrogeno, utilizando fosfato de tetrabutilamonio (TBAP)
(aprox 0,1 M) como electrolito soporte y una celda de tres electrodos. Se utilizd
un electrodo de trabajo de gota colgante de mercurio, un electrodo auxiliar de

platino y un electrodo de referencia de calomel saturado (SCE).

Para los complejos de Pd(ll) y Pt(ll) con mpo también se estudié el
comportamiento electroquimico por voltametria ciclica. Los voltamogramas
ciclicos se obtuvieron con un potenciostato/galvanostato PAR modelo 263A
controlado por el software 270/250 (EG&G Princeton Applied Research). El
sistema se completd con una impresora y una celda estandar de tres
electrodos de volumen de 10 ml. Los estudios de comportamiento
electroquimico por voltametria ciclica para estos complejos fueron realizados
en la Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de la Plata, en el
laboratorio por la Dra. Beatriz Parajon Costa. Se empled un disco de carbon
vitreo como electrodo de trabajo, un alambre de platino como electrodo auxiliar

y un electrodo de referencia Ag/ AgNOs 103 M en CH3sCN/ hexafluorofosfato de
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tetrabutilamonio, (TBA)PFs, 101 M. Este electrodo fue calibrado contra el par
redox [Fe(CsHs)2]/[Fe(CsHs)2]*, para lo cual se asumié un potencial de +0,4 V
vs ENH (electrodo normal de hidrogeno) [12, 13]. Todos los potenciales
informados para estos complejos se refieren al ENH en voltios. Las mediciones
se realizaron en soluciones 102 M en DMF y contienen 0,1 M de (TBA)PFs,
como electrolito soporte. Se utilizo DMF de alta pureza (Baker, grado
espectroscopico) que se secO sobre tamices moleculares (Merck) y se uso sin
mayor purificacion. El (TBA)PFes fue adquirido a Fluka (grado electroquimico).
Las soluciones se desoxigenaron por purga con nitrdgeno extra puro durante
15 minutos antes de las mediciones. Se pas6 un flujo continuo de ese gas

sobre las soluciones durante las mediciones.

3.3.3.2- ESPECTROSCOPIA EPR

Para los complejos de Pt(ll) de tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofurano,
se generaron los radicales libres derivados de nitrofurano por reduccion
electroquimica in situ en las mismas condiciones de temperatura, disolvente y
concentraciones utilizadas en los experimentos de voltametria ciclica. Estos
experimentos se realizaron con el fin de determinar si, luego de la
complejacién, los ligandos contindan formando especies radicalarias estables
en solucion y las caracteristicas de las mismas en relacion con los generados
por los ligandos libres. Estos resultados constituyen una primera aproximacion
hacia la eventual formacion de dichos radicales intraparasitariamente.

Estos estudios de EPR fueron realizados en la Facultad de Ciencias Quimicas
y Farmacéuticas de la Universidad de Chile bajo la supervisién del Dr. Claudio
Olea-Azar. La generacion electroquimica de los radicales fue realizada in situ a
los potenciales de reduccion del grupo nitro obtenidos en los experimentos de
voltametria ciclica, a una concentracién de compuesto de 102 My 0,1 M de
TBAP usando DMSO como disolvente. Los espectros fueron registrados en
banda X (9.85 GHz) usando un espectréometro Bruker ECS 106 equipado con
cavidad rectangular y 50 KHz de modulacién de campo. Las constantes de
acoplamiento fueron obtenidas por personal especializado mediante
comparaciéon y simulacion de espectros usando el programa Simfonia Versién
1.25 [14].
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Para los complejos de Pd(ll) y Pt(ll) con mpo, las condiciones de EPR fueron
previamente establecidas mediante la realizacion de experimentos de
voltametria ciclica en el instrumento Metrohm 693 VA con TBAP (aprox 0,1 M)
como electrolito soporte y una celda de tres electrodos. Se utilizé un electrodo
de trabajo de gota colgante de mercurio, un electrodo auxiliar de platino y un
electrodo de referencia de calomel saturado (SCE), segun se describié en la
seccion anterior. La optimizaciéon de la geometria del mpo se realizdé en vacio
por el método semiempirico AM1. Las constantes de acoplamiento hiperfino
tedricas, fueron calculadas utilizando la metodologia UB3LYP con la base 6-
31G* (personal especializado). Todos estos célculos fueron realizados por

personal especializado.

3.4- ACTIVIDAD BIOLOGICA

3.4.1- ESTUDIOS IN VITRO

3.4.1.1- ACTIVIDAD ANTI Trypanosoma cruzi IN VITRO

El manejo de T. cruzi se realiz6 de acuerdo a las directrices de trabajo
establecidas [15]. Los estudios fueron realizados por personal especializado.
Los compuestos fueron evaluados frente a la forma epimastigota de dos cepas
de T. cruzi, Tulahuen 2 y Dm28c. Los compuestos de Pt con tiosemicarbazonas
derivadas del 5-nitrofurano también se evaluaron sobre la forma tripomastigota
de T. cruzi (Dm28c).

3.4.1.1.1- Inhibicién del crecimiento de epimastigotas, cepa Tulahuen 2

La forma epimastigota del parasito de la cepa Tulahuen 2 fue cultivada a 28 °C
en un medio axénico (infusion de cerebro-corazon (BHI)-triptosa agar),
complementado con un 5-10% de suero fetal bovino. Las células de un cultivo
de 5 dias de edad fueron inoculadas en 50 mL de medio de cultivo fresco para
dar una concentracion inicial de 1x10° células/mL. El crecimiento de las células

fue seguido por medidas diarias de la absorbancia del cultivo a 600 nm durante
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11 dias. Antes de la inoculacion, se agregaron a los medios dosis fijas de los
compuestos a evaluar a partir de una solucién stock de DMSO (en general 5,
10 o 25 uM). La concentracion final de DMSO en el medio de cultivo no superé
el 0,4% (vol/vol). Se comprob6 que este % de DMSO no tiene ningun efecto por
si mismo sobre la proliferacion de los parasitos (no se observé efecto en el
crecimiento de epimastigotas por la presencia de hasta 1% DMSO en los
medios de cultivo). La capacidad de los compuestos de inhibir el crecimiento
del parasito se evalud, por triplicado, en comparacién con el control (ningin
farmaco afiadido al medio). El control se realiz6 con la presencia de DMSO
0,4% y con la ausencia de cualquier compuesto a testear. El porcentaje de
inhibicion del crecimiento (PGI) se calculé como sigue: % = {1-[(Ap-Aop)/(Ac-
Aoc)]}x100 donde Ap=Aeco del cultivo que contiene el farmaco en el dia 5;
Aop=As00 del cultivo que contiene el farmaco después de la adicion de los
inéculos (dia 0), Ac=Aso0 del cultivo en ausencia de cualquier farmaco (control)
en el dia 5; Aoc=Aesoo en ausencia del farmaco en el dia 0. Se utilizaron
Nifurtimox y Benznidazol como farmacos tripanosomicidas de referencia. Una
vez establecida la actividad a dosis fija se determinaron curvas dosis-respuesta
y se calcularon valores de Clso (concentracion inhibitoria del 50% del
crecimiento del parasito) [16]. Los valores reportados son la media de tres

experimentos independientes.

3.4.1.1.2- Inhibicién del crecimiento de epimastigotas, cepa Dm28c

Se utilizaron epimastigotas del parasito de la cepa Dm28c de la coleccion del
Programa de Farmacologia Molecular y Clinica, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile. Estos fueron cultivados a 28 °C en el medio monofasico
Diamond pero sustituyendo la sangre por hemina 4 uyM [17]. Se agreg6 suero
fetal bovino hasta una concentracién final de 4%. Se afiadieron los compuestos
disueltos en DMSO (concentracion final 1%) a una suspension de 3x10°
epimastigotas/mL. El crecimiento del parasito fue seguido por nefelometria
(procedimiento analitico similar a la turbidimetria que se basa en la medida de
la dispersiéon de la radiacion que atraviesa un medio con particulas en
suspension) durante 10 dias. Para la curva de crecimiento exponencial de

epimastigotas se calculd la constante de crecimiento de cultivo (kc) para cada
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concentracion de compuesto y para los controles (coeficiente de regresion>
0,9, P <0,05). Esta constante corresponde a la pendiente resultante de trazar el
logaritmo natural (Ln) de la lectura nefelométrica en funcion del tiempo [18].
Clkcso es la concentracion de farmaco necesaria para reducir la kc en el 50% y
se calculé6 mediante el andlisis de regresion lineal de los valores de kc y las
concentraciones utilizadas en las concentraciones empleadas. Los valores
reportados son la media de al menos tres experimentos independientes.

En el caso del complejo [Au2(mpo)2(PPhs).], los epimastigotas de T. cruzi, cepa
Dm28c, se mantuvieron en crecimiento exponencial a 28 °C, en medio Liver
Infusion Tryptose (LIT) complementado con 10% de suero fetal bovino (SFB).
El efecto sobre el crecimiento celular fue analizado incubando una
concentracion inicial de 1x10° células/mL con varias concentraciones de los
compuestos por 5 dias. Los compuestos se afiadieron como soluciones stock
en DMSO inmediatamente después de su preparacion. El porcentaje de
crecimiento celular fue seguido por medidas de la absorbancia A, del cultivo a
595 nm y calculada como: % =(Ap-Aop)/(Ac-Aoc)x100, donde Ap=Asgs del cultivo
con la droga el dia 5; Aop=Asgs del cultivo que contiene el farmaco en el dia O,
Ac=Asgs del cultivo en ausencia de cualquier droga (control) en el dia 5;
Aoc=Asgs en ausencia de la droga en el dia 0. La concentracion final de DMSO
en el medio de cultivo no superé nunca el 0,4% (vol/vol) y por lo tanto su
presencia no tuvo ningun efecto por si misma sobre la proliferacion de los
parasitos [19, 16]. Se utiliz6 Nifurtimox como farmaco tripanosomicida de
referencia. Se registraron las curvas de dosis-respuesta y se determind la

concentracion inhibitoria 50% (Clso).

3.4.1.1.3- Ensayo de susceptibilidad de epimastigotas, cepa CL-B5

Se utiliz6 epimastigotas de T. cruzi Clon CL-B5 transfectadas establemente con
el gen B-galactosidasa, Escherichia coli (lacZ) [20]. La prueba se llevd a cabo
en microplacas de 96 pocillos con un cultivo que no alcanzé la fase
estacionaria. Los epimastigotas, cepa CL-B5, se sembraron a una
concentracion de 1 x 10%mL. Las placas fueron incubadas a 28 °C durante 72
horas con diferentes concentraciones de los compuestos ensayados. Se afiadid

50 pL de una solucion de sustrato clorofenol rojo B-D-galactopiranésido
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(CPRG) para dar un volumen final de 200 pL. Las placas se incubaron a 37 °C
durante 6 horas y luego se leyeron a 595 nm. Cada concentracion fue
ensayada por triplicado. En cada experimento se incluyeron control del medio,
control negativo y control de los compuestos. Las soluciones de los
compuestos a ensayar se prepararon en DMSO y se afiadieron a los cultivos
para obtener una concentracion final de DMSO inferior a 0,2% [21]. Los valores
de Clso de los compuestos de T. cruzi se determinaron mediante el andlisis de
10 concentraciones que van desde 0,25 hasta 256 uM.

3.4.1.1.4- Efecto sobre la viabilidad de tripomastigotas (cepa Dm28c)

Se infectaron células Vero con cultivos envejecidos de epimastigotas (cepa
Dm28c), que contienen tripomastigotas metaciclicos. Posteriormente, se
cosecharon tripomastigotas a partir de este cultivo para infectar mas cultivos de
células Vero hasta una densidad de 1x10°® parasitos / 25 cm? Estos
tripomastigotas que infectaron cultivos de células Vero fueron incubados de 5 a
7 dias a 37 ° C en aire humidificado y con 5% de CO. Después de ese tiempo,
el medio de cultivo fue centrifugado a 3.000xg durante 5 min, y los pellets de
tripomastigotas se resuspendieron en medio RPMI (medio Roswell Park
Memorial Institute) suplementado con 5% de suero fetal bovino y penicilina-
estreptomicina hasta una densidad final de 1x107 parasitos/mL (210x10°
tripomastigotas son equivalentes a 1 mg de proteina o 12 mg de peso
hamedo). Los ensayos fueron realizados utilizando el método de reduccion
MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio). Esta reduccion
metabdlica produce formazan de color azul cuya concentracion se determina
espectrofotométricamente y permite determinar viabilidad celular [22]. En forma
breve, se incubaron 1x107 tripomastigotas en medio de cultivo RPMI-suero fetal
bovino a 37 °C durante 48 horas. Una alicuota de la suspension de parasitos se
incubd con el compuesto metalico (concentracién igual a la Clso previamente
determinada en cultivos de epimastigotas) en una placa de 96 pocillos de fondo
plano durante 48 horas, se adicion6 MTT hasta una concentracién final de 0,5
mg/mL y se incub6 a 28 °C durante 4 horas. Luego se solubilizé con 10% de

dodecil sulfato de sodio 0,1 mM en HCI y se incub6 durante toda la noche. La
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formacién de formazan se midié a 570 nm con la referencia a 690 nm en un

lector de pocillos multiples (Labsystems Multiskan MS).

3.4.1.2- ACTIVIDAD ANTI Leishmania

3.4.1.2.1- Efecto sobre Leishmania (L.) mexicana y Leishmania (V.)

braziliensis

Cultivos in vitro de promastigotas de Leishmania (L.) mexicana (cepa NR
aislada en 1980 de un paciente humano con leishmaniasis cutanea difusa en el
Instituto de Biomedicina, Universidad Central de Venezuela) y Leishmania (V.)
braziliensis (cepa M2903, WHO) se mantuvieron a 26 °C en medio Schneider
Drosophila suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor.
Los parasitos en la fase exponencial de crecimiento fueron tratados por
triplicado con concentraciones micromolares del complejo en estudio disuelto
en DMSO. La cinética de inhibicion del crecimiento fue seguida durante 48
horas por conteo directo en una camara de Neubauer y conteo indirecto con un
espectrofotometro a 560 nm. La viabilidad celular se midio por la exclusion de

trypan blue [23].

3.4.2- ESTUDIOS IN VIVO

La actividad biologica contra Trypanosoma cruzi fue evaluada in vivo en
ratones machos Swiss albinos (6 a 8 semanas de edad, 30 g de peso)
infectados experimentalmente (tripomastigotas circulantes de la cepa CL, clon
Brener de T. cruzi, que produce su pico de parasitemia 21 a 25 dias después
de la infeccidén) por via intraperitoneal con 5000 parasitos (fase aguda) [24].
Estos fueron tratados luego del noveno dia de infeccion y durante 2 semanas
con Benznidazol (50 mg/Kg/dia) o con los compuestos en estudio (5
mg/Kg/dia), administrados por via oral. Los ratones infectados no tratados
recibieron 200 puL de una solucion salina fosfatada. Se evalud la eficacia del
tratamiento por conteo semanal del nUmero de parasitos en sangre periférica
[25] durante 8 semanas y observacién de la mortandad [24, 26-28]. Estos

estudios fueron realizados por personal especializado en el Departamento de
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Medicina Tropical, Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud,
Universidad Nacional de Asuncion, Paraguay.

3.5- ESTUDIOS DE MECANISMO DE ACCION

3.5.1- ESTUDIOS DE INTERACCCION CON ADN

3.5.1.1- ESTUDIOS CON ADN DE TIMO DE TERNERO

3.5.1.1.1- Estudios de interaccion primaria con ADN de timo de ternero

Los estudios de interaccion primaria con ADN de timo de ternero permiten
determinar niveles de union al ADN vy, en particular, permiten determinar la
existencia de interaccion y estimar su intensidad.

Los complejos fueron probados utilizando ADN de timo de ternero (CT ADN)
(tipo I) por una modificacién de un procedimiento previamente reportado [29].
Se disolvio 50 mg de CT ADN en 30 mL de agua y se dej6 agitando durante
toda la noche. Se determin6 la concentracion de ADN por espectroscopia de
absorcion UV utilizando un coeficiente de absortividad molar de 6.000 Mt cmt
a 260 nm. Las soluciones de los complejos en DMSO (grado espectroscopico)
(1 mL, 10 M) se incubaron a 37 ° C con una solucién de CT ADN (1 mL)
durante 96 horas para los complejos Pt-tiosemicarbazona y durante 72 horas
para el complejo de Au(l). Luego de la separacion del complejo metalico no
unido por precipitacion del ADN con complejo unido con etanol y cloruro de
sodio se lava exhaustivamente este precipitado y se redisuelve (se repite 3
veces este procedimiento). Se determina la cantidad de metal unida al ADN por
espectroscopia de absorcion atomica (equipo Perkin Elmer 380 o 5000 de
Facultad de Quimica, para los complejos Pt-tiosemicarbazona o Perkin Elmer
Optimal 3000 perteneciente al Centro de Quimica del IVIC, Caracas, para el
complejo de Au(l)) y se cuantifica el ADN unido por espectroscopia electrénica
utilizando el valor ya mencionado de coeficiente de absortividad molar [30, 16].
Los estandares de absorcion atdmica para realizar la curva de calibracion que
permite dosificar el metal presente se prepararon por dilucién de una solucién

estandar del metal en cuestion.
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3.5.1.1.2- Titulacién espectrofotométrica

Las titulaciones espectrofotométricas se llevaron a cabo mediante la adicion de
cantidades crecientes de CT ADN a una solucion en DMSO del complejo, a una
concentracion fija contenida en una celda de cuarzo. Después de cada adicion

se registré el espectro UV-Vis (Aobs VS. A). La constante intrinseca (Kp) de union
al ADN se determiné a partir del grafico [ADN]/(€-&) vs [ADN], donde [ADN] es
la concentracién de ADN en pares de bases, y los coeficientes de absorcion
aparente &, &, & corresponden a Aobs/[complejo] (a la longitud de onda A del
maximo de absorcion del complejo), el coeficiente de extincion para el complejo
libre (a la longitud de onda A del maximo de absorcion del complejo) y el

coeficiente de extincion del complejo en forma totalmente unida,

respectivamente. Los datos se ajustaron a la ecuacion (1), con una pendiente
igual a 1/(€&-&) y una ordenada en el origen igual a 1/[Kp (€-&)] y Kb se obtuvo

de la relacion entre la pendiente y la ordenada en el origen [31].

[ADN]/(€a-&)= [ADN]/(&-E)+1/[Kp (€a-&)] (1)

El valor de K, obtenido por este método podria utilizarse para realizar una
comparativa con los correspondientes a compuestos de conocida naturaleza

intercalante como el bromuro de etidio.

3.5.1.1.3- Medidas de viscosidad del ADN

Dependiendo del tipo de interaccibn puede observarse diferentes
modificaciones de la viscosidad de soluciones de ADN al adicionar compuestos
a las mismas. Los compuestos metalicos que se unen al ADN covalentemente
como el cisplatino producen generalmente una disminucion de la viscosidad de
sus soluciones. Los compuestos con actividad intercalante clasica del ADN
producen un incremento de la viscosidad [32, 33]. Con esta técnica se puede

entonces determinar, por ejemplo, la capacidad de intercalacién de un complejo
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en el ADN, analizando los cambios en la viscosidad del ADN generados por la
interaccion con los complejos metalicos.

Los experimentos de medidas de viscosidad fueron realizados en un
viscosimetro AND-SV-10 utilizando un bafio de agua y un recipiente adecuado
para la termostatizacion a 25 °C. Las soluciones de cada complejo se
prepararon por disolucién en la minima cantidad de DMSO necesaria y adicion
de agua. La solucién de ADN de timo de ternero se diluy6 1:4 con Tris-EDTA
(clorhidrato de Tris (hidroximetil) aminometano-sal sodica de &cido
etilendiaminotetraacético, TE) (pH 7,4). Para cada complejo se afiaden a la
soluciéon de ADN de timo de ternero cantidades cada vez mayores de la
solucion de complejo madre para llegar a relaciones molares complejo/ADN (r))
en el rango de 0 — 1,0. La cantidad de DMSO en las muestras nunca supero el
2%. Las mezclas se incubaron durante 24 horas a 37 °C. La viscosidad de
cada muestra se midid varias veces a 25 °C después que se lograra el
equilibrio térmico (10-15 min). Los valores medios de las seis mediciones
realizadas en intervalos de un minuto se utilizaron para evaluar la viscosidad de
cada muestra [34-36]. Los resultados se expresaron como viscosidad relativa
(n/no) donde no es la viscosidad de la solucion de ADN original (ri=0).

Los estudios de viscosidad fueron realizados en el Departamento de Quimica
Inorganica, Universitat Barcelona, con el apoyo de la Dra. Virtudes Moreno. Se
recibi6 un entrenamiento en esta técnica durante una pasantia realizada en
2010 con apoyo de la Red CYTED RIIDFCM 209RT0380.

3.5.1.1.4- Dicroismo circular

El dicroismo circular es una técnica de espectoscopia ampliamente utilizada
para determinar la manera como el ADN interacciona con pequefias moléculas
[37]. El espectro de dicroismo circular de la doble hélice derecha de la forma B
del ADN consiste de dos bandas: una positiva (275 nm) debida al apilamiento
de bases del ADN y una negativa (245 nm) debida a la helicidad derecha del
ADN. De esta forma, los cambios observados en las sefales de los espectros
de dicroismo circular del ADN corresponden a cambios ocurridos en la

estructura del mismo cuando hay interacciones con otras moléculas [38].
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Los estudios de dicroismo circular fueron realizados en un espectropolarimetro
Jasco (modelo J-815) a 20 °C y pH 7,0 buffer Pipes (&cido piperacin-1,4-bis(2-
etanosulfénico)) 25 mM con CT ADN (200 uM). Las muestras fueron
preparadas con relaciones molares complejo-pares de bases, r;, de 0,25, 0,5y
1,0. Se incub6 a 20 °C durante 5-10 minutos y los espectros se registraron en
el rango de 200 - 500 nm. Estos estudios fueron realizados en 2009 en el
Centro de Biologia Molecular Estructural, Universidad Federal de Santa
Catarina, durante una pasantia con apoyo del proyecto FRP BI/73/01 PDT
Subprograma Ill: cooperacion bilateral con Brasil.

3.5.1.2- ESTUDIOS CON ADN PLASMIDICO

3.5.1.2.1- Migracion electroforética en gel de agarosa

Se estudid el mecanismo de interaccion de los complejos con ADN analizando
los cambios introducidos por la interaccion en la migracion electroforética de
diferentes conformaciones del ADN. Se determind tanto las posibles
variaciones en la migracion del ADN plasmidico circular covalentemente
cerrado (superenrollado), debidas a intercalacién, como la aparicion de las
formas circular o lineal, debido a la introduccion de uno o mas eventos de corte.
Ademas, se estudi6 el efecto de competidores, por ejemplo, el efecto inhibitorio
de compuestos que se unen al surco menor como la distamicina, lo que
permitio detectar regiones especificas de unién de los complejos al ADN [39].
Se utilizé 300 ng de ADN plasmidico (pBSK BlueScript II-Stratagene) por
reaccion. El plasmido se obtuvo y purific6 de acuerdo con técnicas estandar
[40]. En forma breve, células de Escherichia coli XL1 se transformaron con
pBSK Il. La transformacién se verific6 por PCR (reaccién en cadena de la
polimerasa) y el plasmido de ADN fue purificado (Qiagen Kit Maxi plasmido). La
cuantificacion de ADN se llevd a cabo espectrofotométricamente a 260 nm
asumiendo una absortividad molar a 260 nm de 0,02 mL/ug cm™ [39].

Los complejos de Pd(ll) con tiosemicarbazonas derivadas de 5-nitrofurano y los
de Pd(ll), Pt(ll) y Au(l) con mpo fueron disueltos en agua-1% de DMSO. Para
los compuestos de Pt(ll) con tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofurano,

gue resultaron menos solubles, las soluciones se prepararon en DMSO en su
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totalidad. No se observé ningun efecto sobre el ADN, debido al agregado de
DMSO. Tampoco se observo ningun efecto usando concentraciones de DMSO
mayores que las utilizadas [39]. EI ADN purificado se incubd en presencia de
los complejos metélicos durante 24 horas a 37 °C (volumen final: 20 uL), buffer
de reacciéon: Tris 10 mM, EDTA 0,1 mM, pH 7,4 o HEPES (4cido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfénico) 25 mM, pH 7,0. Se ensayaron diferentes
relaciones molares (r) y diferentes tiempos de incubacion. Cuando
correspondia, se afiadié distamicina (0,1 mM) a la incubacion de la reaccion 10
minutos antes de la adicion del complejo metalico. Después de la incubacion,
las reacciones fueron detenidas por la adicion de buffer de carga (25% azul de
bromofenol, 50% glicerol, 25 mM EDTA pH 8,0). En todos los casos, las
muestras se sometieron a electroforesis en agarosa al 0,7% tamponada con TB
(90 mM Tris-borato) a 70-80 V durante 2 horas. El gel fue posteriormente tefido
con una solucién de bromuro de etidio (EtBr) 0,5 mg/mL durante 30 minutos y
destefido en agua durante 20 minutos. Las bandas fueron visualizadas con luz
ultravioleta y fueron cuantificadas utilizando el programa OneDSCAN.

Los estudios de interaccion de los complejos con ADN plasmidico fueron
realizados en el Laboratorio de Interacciones Moleculares de la Facultad de
Ciencias, bajo la supervision de la cotutora de este Trabajo de Tesis, Dra.

Beatriz Garat.

3.5.1.2.2- Microscopia de fuerzas atémicas

La microscopia de fuerzas atdmicas (AFM) resulta una excelente herramienta
para el seguimiento de los efectos producidos en la estructura y conformacién
del ADN, permitiendo incluso cuantificar las modificaciones introducidas en los
parametros topologicos [41-47]. Se utilizO AFM para visualizar moléculas
individuales de ADN y analizar los efectos inducidos por la interaccién de los
complejos sobre la conformacion de las mismas. Esta técnica permite analizar
los cambios en la longitud de contorno y la distancia entre los extremos de las
moléculas de ADN en funcion de la concentracion de los complejos a nivel de
moléculas individuales [48-53].

A fin de optimizar la observacion de los cambios conformacionales en la

estructura terciaria del ADN plasmidico, el plasmido pBR322 se calent6 a 60 °C
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durante 30 minutos para obtener mayoritariamente la forma circular. Se
incubaron 15 ng de ADN pBR322 en un volumen adecuado con la
concentracion de compuestos necesaria para obtener una relacion molar (r)
1:5. Los complejos fueron disueltos en una minima cantidad de DMSO y a
continuacién se afadio buffer HEPES pH 7,4 hasta la concentracion requerida.
Las diferentes soluciones asi como el agua Milli-Q se pasaron por filtros 0,2 um
FP030/3 (Schleicher & Schuell GmbH, Alemania). Se llevaron a cabo
incubaciones a 37 °C durante 3 y 22 h. Las muestras fueron preparadas
colocando en una mica (TED PELLA, Inc. California, EE.UU.) una gota de
solucién de ADN o de ADN en solucion de los compuestos. Después de la
adsorcion durante cinco minutos a temperatura ambiente, las muestras se
enjuagaron durante 10 segundos en un chorro de agua deionizada (18 MQcm*
= agua Milli-Q). Las muestras se secaron con argén comprimido y luego se
registraron las imagenes de AFM. Las muestras fueron exploradas utilizando
un instrumento NanoScope multimodo Il AFM (Digital Instrumentals Inc., Santa
Barbara, CA) que funciond en el modo de “tapping” en aire a una velocidad de
barrido de 1-3 Hz. La sonda de AFM fue de 125 mm de longitud. Se utilizd un
cantilever rectangular de silicio monocristalino con “tip” de Si conico integrado
(Nanosensores GmbH, Alemania), con una frecuencia de resonancia promedio
fo = 330 KHz y constante de resorte K = 50 N/m. Se utilizaron “tips” de radio 10
nm, angulo de cono de 35° En general, las imagenes fueron obtenidas a
temperatura ambiente (T = 23+2 °C) y la humedad relativa se mantuvo
generalmente inferior al 40% [54].

Los estudios de AFM fueron realizados en el Departamento de Quimica
Inorganica, Universitat Barcelona (Dra. Virtudes Moreno). Se recibié un
entrenamiento en 2010 en esta técnica durante una pasantia realizada en ese
centro con apoyo de la Red CYTED RIIDFCM 209RT0380.

3.5.2- PRODUCCION DE RADICALES LIBRES EN T. cruzi (CEPA Dm28c)

La capacidad de produccién de radicales libres de los complejos se evalud en
el parasito por EPR utilizando 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-6xido (DMPQO) como

atrapador de radicales de vida corta. Cada compuesto fue disuelto en DMF
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(grado espectroscopico) (aprox. 1 mM) y la solucion fue adicionada a una
mezcla conteniendo la forma epimastigota de T. cruzi (cepa Dm28c,
concentracion final de proteinas 4-8 mg/mL) y DMPO (concentracion final de
250 mM para los complejos de Pt(Il) con las tiosemicarbazonas, o DMPO 100
mM en buffer fosfato 50 mM pH 7,4 para los complejos de Pd(ll) y Pt(ll) con
mpo. La mezcla se transfirid a un capilar de 50 uL. Los espectros EPR se
registraron en la banda X (9,85 GHz) usando un espectrometro Bruker ECS
106, con una cavidad rectangular y 50 KHz de modulacién de campo. Todos
los espectros se registraron en la misma escala después de 15 barridos [1]. Los
espectros fueron parcialmente realizados en 2009 durante una pasantia en la
Universidad de Chile financiada por CSIC.

3.5.3- CONSUMO DE OXIGENO

Se cosechd epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c) por centrifugacion a
500xg, seguida de lavado y re-suspension en buffer fosfato de sodio 0,05 M,
pH 7,4, conteniendo cloruro de sodio 0,107 M. Se llevaron a cabo mediciones
de respiracion polarograficamente con un electrodo Clark (Yellow Springs
Instruments, modelo 53 YSI) [16, 55]. Se afiadi6 una cantidad de parasitos
equivalente a 1,0 mg de proteina/mL a una camara de 0,6 mL y se registro el
consumo de oxigeno a 28 °C. La tasa de respiracion del control corresponde a
28 nanoatomos gramos de oxigeno/min/mg de proteina. Con la finalidad de
evaluar el reciclaje redox, se inhibid la respiracion mitocondrial con cianuro de
potasio 2 mM. Con fines comparativos y con el fin de mantener una proporcion
similar pardsito-compuesto a testear en los estudios de inhibicion del
crecimiento y en los experimentos de consumo de oxigeno, se utilizaron
concentraciones de los compuestos metélicos iguales a sus Clkeso 0 1,25 mM.

Los resultados fueron corregidos por el efecto producido por el DMSO.

3.5.4- ENSAYOS DE INHIBICION DE TRIPANOTIONA REDUCTASA (TR) DE

T. cruzi

Se midi6 la actividad TR por espectrofotometria a 25 °C en buffer de ensayo
TR (HEPES 40 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5) [56]. Se prepararon soluciones stock
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(4 mM) de los complejos y del ligando libre en DMSO. Las mezclas de ensayo
(1 mL) resultaron 100 uM en NADPH, 100 pM en disulfuro de tripanotiona (TSy)
y contienen distintas concentraciones de complejo potencialmente inhibidor. Se
mezclaron NADPH, la enzima recombinante y el inhibidor. La reaccion se inici6
mediante la adicion de TS: y se siguié la disminucién de la absorbancia a 340
nm debido al consumo de NADPH. Los controles contienen la respectiva
cantidad de DMSO en lugar de complejo inhibidor [16]. Estos estudios fueron
realizados totalmente por la Prof. Luise Krauth-Siegel de la Universidad de
Heidelberg, Alemania.

3.5.5- MEDICIONES DE LA ACTIVIDAD DE LA NADH-FUMARATO
REDUCTASA DE T. cruzi

Para los ensayos de actividad de la enzima se prepararon extractos de
proteinas de T. cruzi segun una técnica ya descrita a la que se le hicieron
algunas modificaciones [57]. Se cultivaron epimastigotas de T. cruzi (clon
Dm28c) a 28 °C en medio LIT (triptosa infusion de higado) suplementado con
10% de (FBS) inactivado por calor [58]. Se recolectaron parasitos (5x107/mL) a
500xg que fueron resuspendidos en manitol 0,23 M, sacarosa 0,07 M, Tris-HCI
5 mM, pH 7,4 con varios inhibidores de la proteasa (10 ug/mL leupeptina, 10
pMg/mL  bestatina y 10ug/mL pepstatina). Las suspensiones celulares se
homogeinizaron en presencia de Triton X-100 0,1% y KCI 200 mM en hielo con
un homogeinizador Potter-Elvehjem teflon-vidrio para romper las membranas
celulares y extraer la enzima. La preparacion se utilizé inmediatamente para el
ensayo espectrofotométrico de la actividad fumarato reductasa dependiente de
la oxidacion de NADH a 340 nm (coeficiente de absortividad molar = 6,22 mM!
cm?) utilizando NADH 250 uM en buffer HEPES 30 mM pH 7,0 con KCI 125
mM y fumarato 0,5 mM [59].

Los estudios de mediciones de la actividad de NADH-fumarato reductasa de T.
cruzi fueron realizados en el Laboratorio de Interacciones Moleculares de la
Facultad de Ciencias, bajo la supervision de la cotutora de este Trabajo de

Tesis, Dra. Beatriz Garat.
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3.6- ESTUDIOS DE CITOTOXICIDAD

3.6.1- CITOTOXICIDAD EN MACROFAGOS

La toxicidad y la actividad biolégica de los nitroderivados estan intimamente
relacionadas ya que la formacién de radicales toxicos para el parasito genera
también dafio en el huésped. Con el fin de determinar el grado de selectividad
en la accion citotoxica de los complejos de platino obtenidos en este trabajo se
realizaron ensayos de citotoxicidad inespecifica frente a macréfagos murinos.

Dichos ensayos fueron realizados por la Dra. Alicia Gomez-Barrio del
Departamento de Parasitologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad
Complutense, Madrid, Espafa, segun métodos descritos previamente [60]. Se
cultivaron macréfagos J774 en 200 uL de medio RPMI 1640 durante 24 horas a
37 °C. A continuacion éstos fueron puestos en contacto por 24 horas con
soluciones de los compuestos Pt-tiosemicarbazona ensayados en
concentraciones de 1, 10 y 100 ug/mL en DMSO. Luego de ese periodo las
células fueron lavadas e incubadas con MTT. Se cuantifico la reduccion del
MTT por medidas de absorbancia a 595 nm obteniéndose el porcentaje de

citotoxicidad inespecifica en macrofagos.

Para los complejos de Au, Pd y Pt con mpo, se sembraron macréfagos J774
(70.000 células/pocillo) en microplacas de 96 pocillos de fondo plano (Nunclon)
con 200 pyL de medio RPMI 1640 suplementado con 20% de suero fetal bovino
inactivado por calor. Las células se expusieron durante 24 horas en un
ambiente humidificado 5% CO2/95% de aire a 37 °C. Luego, éstas fueron
expuestas a los compuestos de Au (5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,313; 0,156 pug/mL) y
de Pd y Pt (1; 0,55, 0,25; 0,1; 0,05 y 0,025 pg/mL) durante 24 horas.
Posteriormente las células se lavaron con buffer fosfato salino y se incubaron a
37 °C con 0,4 mg/mL de MTT durante 60 minutos. A continuacién, el formazan
producido fue disuelto en DMSO (100 uL) y se midieron las absorbancias a 595
nm. Se ensay0 cada concentracion en tres ocasiones y se utilizaron seis
controles de crecimiento en cada prueba. Se determinaron los porcentajes de
citotoxicidad (% C) como % C = 100-(Ad-Adm)/(Ac-Acm)Xx100, donde Aq es la
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medida de las Asgs de pocillos con los macrofagos y diferentes concentraciones
de los compuestos, Adm es la medida de las Asgs de pocillos con diferentes
concentraciones de compuestos en el medio, Ac es el control de crecimiento y

Acm es la medida de las Asgs de pocillos con medio solamente [61].

Para los complejos de oro y vanadio con mpo se realizaron estudios
complementarios con macrofagos J774 que fueron cultivados en medio RPMI
1640. El medio fue suplementado con 10% de SFB inactivado, penicilina G
(100 U/ml) y estreptomicina (100 mg/ml). Los cultivos celulares se mantuvieron
a 37 °C en una atmosfera humidificada de 5% de CO». Los macrofagos J774
fueron sembrados (5x10* células/pocillo) en microplacas de 96 pocillos de
fondo plano con 100 mL de medio RPMI 1640. Las células se colocaron
durante 24 horas a 37 °C, 5% de CO2 a continuacion, el medio fue
reemplazado por diferentes concentraciones de los compuestos en 200 pl de
medio, y se expusieron por 24 horas adicionales. También, fueron incluidos
controles de crecimiento. La viabilidad celular se evalu6é con resazurina por un
método colorimétrico [62]. Se afiadieron 20uL de solucion de resazurina 2 mM
y las placas fueron devueltas a la incubadora por 3 horas para evaluar la
viabilidad celular. Estos estudios fueron realizados por personal especializado
en el Departamento de Medicina Tropical, Instituto de Investigaciones en

Ciencias de la Salud, Universidad Nacional de Asuncién, Paraguay.

3.6.2- CITOTOXICIDAD EN FIBROBLASTOS

Las células fibroblasticas NCTC clon 929 fueron cultivadas en MEM (minimal
essential médium). El medio fue suplementado con 10% de SFB inactivado,
penicilina G (100 U/ml) y estreptomicina (100 mg/ml). Los cultivos celulares se
mantuvieron a 37 °C en una atmosfera humidificada de 5% de CO.. Se
sembraron fibroblastos NCTC clon 929 en microplacas, 3x10* células por
pocillo en 100uL medio de cultivo. Las células fueron cultivadas durante la
noche a 37 °C en 5% de CO.. Posteriormente, el medio fue removido y los
compuestos se agregaron en 200 yL de medio durante 24 horas. Después de
la incubacion, se afiadieron a cada pocillo 20 yL de solucion 2mM de

resazurina. Las placas se incubaron durante 3 horas para permitir éptima
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oxidacién-reduccién. Las placas se leyeron a 490 y 595 nm en un lector de
microplacas [62]. Los valores de Clsp de los compuestos en estudio se
determinaron utilizando 6 concentraciones en el rango de 8 hasta 256 uM.
Estos estudios fueron realizados por personal especializado en el
Departamento de Medicina Tropical, Instituto de Investigaciones en Ciencias de
la Salud, Universidad Nacional de Asuncién, Paraguay.
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4.1- INTRODUCCION

Como ya se ha descrito previamente, la hipotesis general de este Trabajo de
Tesis implica la sintesis y caracterizacion de compuestos de Pt(Il) y Pd(Il) con
ligandos que muestran actividad contra Trypanosoma cruzi y su estudio
comparativo tanto quimico-estructural como biolégico y de mecanismo de
accion. En particular, este capitulo trata de los estudios fisicoquimico-
estructurales, bioldgicos y de mecanismo de accion realizados a compuestos
de Pt(ll) con tiosemicarbazonas bioactivas derivadas del 5-nitrofurano (Figura
1) y su comparativa con los compuestos analogos de Pd(Il) desarrollados
previamente en el grupo de trabajo que integro.

Como parte de la elucidacion del mecanismo de accion, y con el fin de abordar
si la interaccion con el ADN podria ser parte de éste, se llevaron a cabo para
estos compuestos de Pt(Il) y Pd(Il) experimentos con ADN de timo de ternero y
ADN plasmidico. Para ello se usaron, entre otras, técnicas de biologia
molecular que permiten caracterizar en mayor profundidad la interaccion de los
complejos metalicos con el ADN. Ademas, se evaluo la generacion de radicales
libres intraparasitarios como parte del esperado mecanismo dual de accion,

fundamento del disefio de estos compuestos.

S n=0,1R=H HL1, HL5
/ \ )J\ n=0,1R=metilo HL2, HL6
N _ _ .
. n=0,1R=etilo HL3, HL7
0N ™Ng = ) 7 N NHR n=0,1R=fenilo HL4, HL8

Figura 1. Tiosemicarbazonas bioactivas derivadas de 5-nitrofurano (n=0, 5-

nitrofuraldehido, n= 1, 3-(5-nitrofuril) acroleina).
4.1.1- ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LAS TIOSEMICARBAZONAS
Las tiosemicarbazonas (Figura 2) tienen un amplio perfil farmacolégico y

representan una clase importante de compuestos cuyas propiedades han sido

intensamente estudiadas en la Quimica Médica y, en particular, en la Quimica
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Medicinal Inorganica, debido a su capacidad quelante y al papel que juega la
coordinacion a metales en su mecanismo de accion farmacologica.

Las propiedades biologicas de las tiosemicarbazonas suelen estar relacionados
con su coordinacion a iones metalicos. En primer lugar, la lipofilicidad,
propiedad fiscoquimica que controla el ingreso de los compuestos a la célula,
es modificada por la coordinacién. Por otra parte, el complejo metalico puede
ser mas activo que el ligando libre, y algunos efectos secundarios de la
tiosemicarbazona pueden disminuir al complejearse. Ademas, el complejo
puede exhibir bioactividades que el ligando libre no presenta. Inclusive el
mecanismo de accion puede implicar la uniéon a un metal in vivo o el complejo
metalico puede ser un vehiculo para la activacién del ligando como agente
citotoxico. Por otra parte, la coordinacion puede dar lugar a una importante
reduccion de la resistencia al farmaco ya que por efecto de la coordinacion a un
metal este farmaco puede verse enmascarado y asi lograr ejercer su accion [1].
Las tiosemicarbazonas muestran actividad como agentes antitumorales,
antivirales, antifangicos, antibacterianos y antimalaricos, entre otras
actividades. La actividad antitumoral ha sido sin duda la méas estudiada. Como
ejemplo relevante, la Tiaprina (3-aminopiridina-2-carboxaldehido
tiosemicarbazona) ha ingresado a fases clinicas como potencial antileucémico
hace algunos afios [2,3]. Constituye un quelante del hierro y un potente
inhibidor de la ribonucleétido reductasa, enzima que cataliza la conversion de
ribonucledtidos en deoxiribonucleotidos requerida para la biosintesis del ADN vy,

por lo tanto, indispensable para la sobrevida, crecimiento y proliferacion celular

[4].

S

R, N Rs
Y \NH/\T/

R, R,

Figura 2. Estructura general de las tiosemicarbazonas. R1 y R pueden ser

grupos alquilo o arilo y Rz y R4 pueden ser grupos alquilo o arilo o hidrégeno.
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Las tiosemicarbazonas actian como inhibidores de enzimas a través de la
complejacién de metales enddgenos inhibiendo enzimas que participan en la
sintesis del ADN como la ribonucléotido reductasa. Ademas, algunos complejos
de metales de estos ligandos tienen la capacidad de mimetizar la accion de
ciertas enzimas [5]. Por ejemplo, algunos complejos de cobre (Il) imitan la
accion de la superéxido dismutasa [1]. También, los complejos de
tiosemicarbazonas, particularmente los de Cu, Tc y Re, tienen la posibilidad de
usarse como radiofarmacos, tanto con fines de diagnéstico como para

radioterapia [5].

4.1.2- TIOSEMICARBAZONAS COMO LIGANDOS

Estos ligandos se forman por la condensacion de tiosemicarbazida o sus
derivados con un aldehido. Desde el punto de vista Quimico Inorgéanico, las
tiosemicarbazonas son ligandos versatiles y flexibles que actian,
fundamentalmente, como bidentados, uniéndose al atomo central a traves del
azufre tiocarbonilico y del nitrégeno azometinico, formando complejos de
adecuada estabilidad [1, 6-9].

Estos ligandos pueden también coordinar por mas de dos sitios, dependiendo
de el o los sustituyentes en el aldehido. Evidencia de esta caracteristica se
puede encontrar en la enorme cantidad de trabajos que se han publicado de
complejos de metales de transicion con este tipo de ligandos. Muchos de ellos
presentan coordinacion tridentada por la presencia de atomos donores

adicionales en la tiosemicarbazona [10].

4.1.3- COMPLEJOS METALICOS DE Pd Y Pt CON TIOSEMICARBAZONAS

Complejos de Pd(ll) y Pt(ll) con tiosemicarbazonas con actividad citotoxica o

antitumoral:

El interés en el desarrollo de complejos antitumorales de platino, nace del
descubrimiento de Rosenberg de que este complejo inhibe la divisién celular, lo
gue le sugiri6 que podia tener actividad contra el cancer [11-13]. El cis

(diaminodicloro) platino(ll) (Figura 3) entr6 en fase | de ensayos clinicos en
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1971 y fue aprobado para el tratamiento de los canceres de ovario y testiculo
en 1978. Es aun hoy uno de los farmacos mas utilizados en el tratamiento de
tumores. Alrededor del 90% de los tratamientos utilizan cisplatino como
farmaco Unico o en terapia de combinacién. El cisplatino contribuye al
tratamiento de los carcinomas de faringe y del cuello uterino, linfoma,

osteosarcoma, melanoma y neuroblastoma, entre otros.

HaN/y,,, \\\\\\\\CI
P

- Pt o
HsN Cl
Figura 3. Estructura del cisplatino (cis-DDP).

Desde entonces, miles de complejos de platino fueron evaluados como
posibles agentes antitumorales, debido a los inconvenientes presentados por
cis-DDP, tales como neurotoxicidad, nefrotoxicidad y el desarrollo de
resistencia al farmaco. La literatura reciente presenta estudios de complejos de
paladio(ll) y platino(ll) con tiosemicarbazonas que mostraron ser activos contra
células tumorales resistentes al cisplatino. Por ejemplo, los complejos de la
fenilacetaldehido tiosemicarbazona de formula [M(HL)CI2], donde M es Pd(ll) o
Pt(Il), son citotoxicos contra una variedad de células tumorales y presentan un
buen indice terapéutico y valores de concentracion inhibitoria (Clsg) mucho mas
pequefios en las células resistentes al cisplatino (Pam-ras) que en las células
normales (Pam) (Tabla 1) [5].
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Tabla 1. Concentracién inhibitoria Clsp de la
fenilacetaldehido tiosemicarbazona (HL) y de sus
complejos de Pd(ll) y Pt(Il).2

Clso(uM)xds

PAM-RAS PAM
ligando HL 84+1 12815
[Pt(I)(HL)CI] 65+1 200+9
[Pd(I)(HL)CIy] 2310,2 124+3
cis-DDP 15716 16416
adriamicina 156+5 150+3
etoposido 136+10 180+12

@ Se incluyen los valores para cis-DDP, adriamicina y etopdésido para

comparacion.

Sin embargo, ambos presentan mayor citotoxicidad que los farmacos utilizados
clinicamente, adriamicina y etopdésido. Los estudios de mecanismo de accion,
mediante el analisis de la interaccion de los complejos con el ADN, indican que
los complejos forman principalmente enlaces interhebra, a diferencia del
cisplatino, que forma preferentemente enlaces intrahebra. El complejo de
paladio(ll) presenta una mayor actividad citotoxica en células resistentes y mas
interacciones interhebra que su analogo de platino(ll), probablemente debido a
la mayor reactividad del primero [5].

Los mismos autores mostraron que los complejos binucleares de platino(ll) y
paladio(ll) con p-isopropilbenzaldehido tiosemicarbazona también tienen
actividad citotoxica contra los diferentes linajes de células humanas y murinas
sensibles (HL-60, U937, HelLa y 3T3) y fueron activos en células resistentes al
cisplatino (Pam-ras), con un buen indice terapéutico [1, 5]. Una vez mas el
complejo realiza conexiones interhebra con el ADN. Complejos de estos
ligandos que contienen sustituyentes en el nitrégeno terminal de la cadena
tuvieron comportamiento similar y, en células resistentes, inducirian apoptosis a
dosis menores que las necesarias para dafiar las células normales. Muchos
otros complejos de paladio(ll) y platino(ll) con tiosemicarbazonas revelaron la

existencia de un comportamiento similar [5]. También los complejos de
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paladio(ll) y platino(ll) con diferentes derivados de la 2-formilpiridina
tiosemicarbazona fueron probados in vivo en ratones con leucemia P388. La
actividad antitumoral parece estar relacionada con la facilidad de ataque
reductivo de los complejos por tioles celulares. Complejos de paladio(ll) de 2-
acetilpiridina tiosemicarbazonas fueron activos in vitro contra leucemias P388 y
L121046 [5]. Los complejos de Pt(ll) de N*-etil-2-formil- y 2-acetilpiridina
tiosemicarbazona mostraron citotoxicidad superando la resistencia al cisplatino
de las células A2780/Cp8 [1].

Otros autores relatan que el complejo bencil bis (tiosemicarbazona) Pd(ll)
podria tener importantes propiedades antitumorales, ya que tiene un valor de
dosis inhibitoria Clso similar al cis-DDP y muestra una citotoxicidad significativa
contra células Pam-ras resistentes al cisplatino. El complejo provoca cambios
conformacionales en la estructura del ADN diferentes de los inducidos por el
cis-DDP [5].

El grupo de C. Navarro-Ranninger ha trabajado intensamente en el desarrollo
de nuevos compuestos de Pd(ll) y Pt(ll) con tiosemicarbazonas vy
bis(tiosemicarbazonas) como ligandos como potenciales agentes antitumorales
y realizado intensos estudios comparativos de compuestos analogos de Pd(Il) y

Pt(Il) intentando establecer relaciones estructura-actividad [10].

Figura 4. Estructura genérica de las tiosemicarbazonas de la 2-benzoilpiridina
(isbmero E) y diagrama ORTEP de uno de los complejos de Pd obtenidos
([Pd(2Bz4DH)CI)).
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Como parte del grupo de investigacion de la Dra. Gambino también he
participado en el desarrollo de complejos de Pd(ll) de 2-benzoilpiridina
tiosemicarbazonas que mostraron actividad citotoxica en lineas de células
tumorales MCF-7, TK-10 y UACC-62 (Figura 4) [14].

Este grupo también ha reportado la actividad antileucémica potencial de
compuestos de Pd(Il) y Pt(Il) isoestructurales con tiosemicarbazonas derivadas
de la 1-indanona como ligandos, resultando los complejos de Pt(ll) méas
selectivos, hacia las células leucémicas, que sus analogos de Pd(ll) (Figura 5)
[15].

Cl
cl—m—3
’ >-NH2
N /N\N
N— Ry [PACL(HL1)]
NH H 2
R / 2 — [PACI,(HL2)]
' Z/ [PtCI:(HLl)]
R; [PtCl,(HL2)]
R2
R,=R,=H HL1
R1=R>=-OCH3 HL2 M = Pd o Pt
Ry Ry
[PA(HL1)(L1)]CI
Rz \ / R, al [Pd(HL2)(L2)]CI
[Pt(HL1)(LD)]CI
N/N\ /N\NH [Pt(HL2)(L2)]CI
/K /M\S)\
HoN S NH;

Figura 5. Tiosemicarbazonas derivadas de 1l-indanonas y sus complejos de
Pd(1l) y Pt(l1).
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Complejos de Pd(ll) y Pt(ll) con tiosemicarbazonas con actividad

antimicrobiana (antibacteriana, antifingica y antiparasitaria):

Es de interés mencionar aqui resultados recientes de tiosemicarbazonas
derivadas del 5-nitrotiofeno-2-carboxaldehido que presentan actividad
amebicida y cuya actividad aumenta por la formacion de complejos con platino.
La posibilidad de uso clinico de estos complejos se dificulta debido a su alto
costo por tratarse la amebiasis de una enfermedad catalogada por la OMS
como desatendida (NTD), pero la investigacion se muestra igualmente
relevante debido a que el metronidazol, farmaco de uso comin como
amebicida, ha mostrado tener efectos carcinogénicos y mutagénicos lo que
estimula la busqueda de nuevos farmacos para el tratamiento de esta
enfermedad [5, 16].

Las tiosemicarbazonas y sus complejos metalicos presentan una amplia
actividad antimicrobiana. Una variedad de 2-acetilpiridina tiosemicarbazonas
fueron evaluadas y resultaron capaces de inhibir a los siguientes
microorganismos: Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis,
Staphylococcus faecalis, Streptococcus faecalis y Enterococcus D [5]. Por otro
lado, mostraron pobre actividad antibacteriana contra los bacilos gram-
negativos, es decir, Pseudomonas, Klebsiella, Enterobacter, Shigella,
Escherichia coli, y Proteus. Se obtuvieron resultados similares con
tiosemicarbazonas de la 2-acetilquinolina y las 1- y 3-acetilisoquinolina. El
complejo de Pt(ll) de la 2-acetilpiridina tiosemicarbazona también mostr6 un
comportamiento similar, es decir, resulto letal para las bacterias gram-positivas,
pero inactivo frente a bacterias gram-negativas. Los complejos fueron activos

contra levaduras [1].

Ademas, se estudio la actividad in vitro antibacteriana, antifiungica y amoebicida
de o-vanillin tiosemicarbazonas N*-sustituidas y algunos de sus complejos
metéalicos del grupo del platino. Los complejos presentaron una significativa

actividad contra un amplio espectro de microorganismos [1].
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Complejos de Pt(ll) con tiosemicarbazonas con otras propiedades bioldgicas:

Algunas ariltiosemicarbazonas produjeron importantes aumentos en el tiempo
de sobrevida media de ratones infectados con T. cruzi, aunque no se observo
cura a dosis cercanas a las téxicas. Algunas exhibieron una potente actividad
contra la cruzipaina, la mas importante cisteina proteasa de T. cruzi, asi como
actividad tripanosomicida. Se han realizado amplios estudios de relacion
estructura-actividad. También, quelatos de Pt(ll) con derivados o-vanillin
tiosemicarbazona y 2 acetilpiridina tiosemicarbazona han sido evaluados como
antimalaricos en ratones infectados con Plasmodium berghei, mostrando una

actividad significativa [1].

4.1.4- TIOSEMICARBAZONAS DERIVADAS DE 5-NITROFURANO

Estos compuestos (Figura 1) combinan en la misma molécula el grupo 5-
nitrofurano, un promotor de estrés oxidativo y la funcion tiosemicarbazona,
descrita como un potente inhibidor de la cruzipaina [17].

Los experimentos llevados a cabo para el Nifurtimox, farmaco utilizado en el
tratamiento de la enfermedad de Chagas, sugieren que la reduccion
intraparasitaria del grupo nitro seguida de reciclaje redox con produccion de
especies reactivas del oxigeno (ROS) puede ser su principal modo de accién
contra T. cruzi (Figura 6). Estas especies pueden causar dafio celular
directamente al reaccionar con diversas macromoléculas biologicas, o
indirectamente por la generacion de radicales hidroxilo altamente reactivos via
las reacciones Haber—-Weiss y Fenton mediadas por Fe(ll) [18]. Se ha
demostrado que el T. cruzi es deficiente en mecanismos de detoxificacion de
los radicales del oxigeno y es por lo tanto mas sensible al estrés oxidativo que

las células de sus huéspedes vertebrados [19].
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Figura 6. Via bioreductiva del Nifurtimox.

El metabolismo redox en tripanosomatidos es especifico de estos parasitos y
se basa en la tripanotiona (bis-glutationilespermidina) como sustrato y la
flavoenzima tripanotiona reductasa (TR). El sistema tripanotiona/tripanotiona
reductasa (TR), que sustituye al sistema glutation/glutation reductasa (GR)
propio del huéped mamifero, protege a los parasitos del dafio oxidativo, entre
otros fendmenos. La conocida sensibilidad de los tripanosomatidos hacia las
especies radicalarias del oxigeno hace que esta enzima sea una prometedora
diana para el desarrollo de farmacos especifcos contra estos parasitos.

La reduccion de la familia de tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofurano
seleccionada como ligandos a coordinar al Pd(Il) y Pt(ll) en este Trabajo de
Tesis (Figura 1) fue estudiada con anterioridad usando voltametria ciclica. Las
especies radicalarias generadas fueron caracterizadas utilizando EPR [18, 19].
Los diferentes procesos de reduccion de los compuestos implicados fueron
estudiados y caracterizados en detalle. Sin embargo, a efectos de comprender
su actividad antitripanosoma resultd de especial interés el potencial de
reduccion del grupo nitro que daria una idea de la posibilidad de que estos
compuestos fueran reducidos en los rangos de potencial existentes en el medio
biologico. Estos derivados del 5-nitrofurano mostraron menores potenciales de
reduccion del grupo nitro E12 que el Nifurtimox, lo que implicé la posibilidad de
gue desarrollaran una actividad antitripanosoma promisoria. La capacidad
donor/aceptor de los sustituyentes no parecié afectar significativamente los
potenciales de reduccién de los derivados, sélo los derivados no sustituidos

mostraron diferencias significativas en sus potenciales [18]. Con el fin de saber
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si el principal modo de accion de estos compuestos era el del Nifurtimox se
realizaron experimentos de EPR intraparasitarios utilizando la técnica de “spin
trapping” para atrapar los radicales de vida corta y experimentos de medida del
consumo de oxigeno para evaluar los compuestos como agentes de reciclaje
redox. Los resultados de los estudios bioldgicos y los experimentos de EPR en
el sistema T. cruzi indicaron que ambas familias de derivados tiosemicarbazona
estudiados poseen diferente mecanismo principal de accion tripanosomicida.
Mientras que los derivados del furaldehido (HL1, HL2, HL3 y HL4) pueden
actuar por produccién de estrés oxidativo, los derivados furilacroleina (HL5,
HL6, HL7 y HL8) parecen poseer diferentes mecanismos de toxicidad hacia T.
cruzi. En este sentido, los estudios sobre la inhibicion de la enzima especifica
de T. cruzi, la cruzipaina, podrian indicar un segundo potencial blanco [19].
Esta proteasa se expresa en todas las etapas del ciclo de vida del parasito y es
esencial para la replicacion de la forma intracelular [14]. Esta enzima esta
también involucrada en la alimentacion del parasito a partir de las proteinas del
huésped, en la evasion de los mecanismos de defensa del huésped y en el
ingreso del parasito a las células, entre otras funciones [19-21]. La inhibicion de
la cruzipaina es actualmente una de las estrategias mas ampliamente
estudiadas en el disefio de nuevos farmacos para el tratamiento de la
Tripanosomiasis Americana. Recientemente, Cohen y colaboradores han
descrito que algunos derivados tiosemicarbazona exhiben una potente
actividad inhibitoria de la cruzipaina asi como actividad tripanosomicida contra
parasitos en cultivos celulares. Los estudios mecanisticos sugieren el ataque
covalente de la Cys25 de la enzima al carbono tiocarbonilico de la
tiosemicarbazona asistido por la transferencia del proton His159 al azufre

tiocarbonilico (Figura 7) [17].
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Figura 7. Mecanismo de inhibicién de la cruzipaina por los derivados
tiosemicarbazona propuesto por Cohen y colaboradores [17].

Los estudios de actividad inhibitoria in vitro del crecimiento de epimastigotas de
T. cruzi (cepas Tulahuen 2 y Brener) indicaron que estos compuestos son 1,5-
1,7 veces mas activos que el compuesto de referencia, Nifurtimox. Para ambas
cepas, los compuestos derivados de 3-(5-nitrofuril) acroleina resultaron mas
activos que los analogos derivados de 5-nitrofuraldehido. Para todos los
compuestos se detectd produccion de radicales libres cuando los compuestos
se incubaron en presencia de microsomas de higado de mamiferos. También,
se evaluo para dos de los derivados mas activos (HL3 y HL7), la toxicidad
aguda in vivo en ratones, demostrando tener una toxicidad similar a la del
Nifurtimox [17].

4.1.5- COMPLEJOS DE Pd CON TIOSEMICARBAZONAS DERIVADAS DEL
5-NITROFURANO

Estos compuestos fueron sintetizados por el grupo que integro como parte de
un Trabajo de Tesis anterior. El paladio(ll) fue seleccionado como centro
metélico para coordinar estos ligandos bioactivos (Figura 1) debido a las
postuladas similitudes metabdlicas entre las células tumorales y el T. cruziy a
la probada capacidad de sus compuestos citotéxicos para unirse al ADN como
principal mecanismo de accién antitumoral. En ese contexto fueron sintetizados
dieciseis complejos de formula [PdCI2(HL)] y [Pd(L)2] (Figura 8) con los ligandos

indicados en la Figura 1 [22]. Los compuestos obtenidos fueron caracterizados
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exhaustivamente desde el punto de vista analitico, fisicoquimico y estructural.
También, se estudiaron propiedades fisicoquimicas, potencialmente
relacionadas con la actividad biolégica, como el comportamiento
electroquimico, de estos compuestos. Se determind la actividad biolégica in
vitro de los mismos y se incursiond en el estudio de su probable mecanismo de
accion (formacién de radicales libres, interaccién con ADN e inhibicion de la

tripanotiona reductasa de T. cruzi).

[PACIz(HL)]- [Pd(L)2]-

N@K(N\\/ﬁ\)ﬂ L
/ 7 )
AMg A

Figura 8. Representacion de las dos series de compuestos de Pd(Il) obtenidos

previamente.

Los estudios de conductividad mostraron que los complejos obtenidos son
neutros. Los espectros vibracionales IR y Raman, apoyados por estudios
tedricos de estos espectros, mostraron que en los complejos [PdCIx(HL)] el
atomo central de Pd(Il) esta enlazado a dos atomos de cloro y a una molécula
de ligando HL no deprotonado a través del azufre tiocarbonilico y del nitrdgeno
azometinico [23]. En los complejos [Pd(L)2] el Pd se encuentra coordinado a
dos moléculas de ligando deprotonado, a través del azufre tiocarbonilico y del
nitrégeno azometinico. Los estudios de RMN realizados a los complejos mas
solubles mostraron que la estructura en solucién es similar a la descrita en
estado sdlido. Los estudios de difraccibn de rayos X del complejo
[PA(L5)2]-3DMSO mostraron que el complejo es monomérico y confirmaron la

estructura propuesta para los complejos (Figura 9) [22].
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Figura 9. Representacion ORTEP del complejo [Pd(L5)2]-3DMSO.

Los estudios del comportamiento electroquimico de los complejos por
voltametria ciclica se enfocaron especialmente al estudio del efecto de la
coordinacion al Pd sobre el potencial de reduccion del grupo nitro del ligando.
Este potencial de reduccion resulté similar en los complejos y en sus
respectivos ligandos. Es de hacer notar que se observaron valores de Eip
mayores que el correspondiente al Nifurtimox. Esto demostr6 una mayor
capacidad de los compuestos de ser biorreducidos para generar especies

radicalarias potencialmente toxicas para el parasito [22].

Tabla 2. Efecto de algunos compuestos de Pd sobre el

crecimiento de la forma epimastigota de T. cruzi [22].

Compuesto rPIC Clso(uM)
[PACIo(HL6)] 1.4 2,7
[PA(L6)2] 15 4,3
HL6 1,3 4,5
[PACIo(HLT)] 1.4 2,4
[PA(L7)2] 1,4 5,2
HL7 1,6 4,1
Nifurtimox 1,0 7,7

rPIC: porcentaje de inhibicion de crecimiento relativo a
Nifurtimox (5 uM, 5° dia de exposicion)
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En cuanto a su actividad antiparasitaria, la mayoria de los compuestos de
paladio resultaron igual o mas activos frente al parasito que los ligandos y
resultaron hasta 1,7 veces mas activos que el Nifurtimox a la misma dosis
(excepto los complejos para los ligandos HL4 y HL8) Tabla 2 [22].

Para esta serie de complejos se estudiaron diferentes aspectos potencialmente
relacionados con el mecanismo propuesto que involucraria un modo de accién
dual o incluso multiple. Los estudios de EPR en T. cruzi incubado con
complejos activos de Pd mostraron las sefales tipicas del aducto DMPO-OH'y
del aducto DMPO-nitroheterociclo. Se observé una buena correlacion entre las
intensidades de las sefiales de EPR, y por lo tanto la concentracién de
especies radicalarias, y los valores de Clsp en T. cruzi. Ademas, algunos de los
complejos de la serie [PdCI>(HL)] inhibieron irreversiblemente la tripanotiona
reductasa, enzima parasitaria ausente en el mamifero huésped y fundamental
para la defensa del parasito frente al estrés oxidativo. Los estudios preliminares
de interaccion primaria de los complejos con ADN de timo de ternero mostraron
gue existe una fuerte interaccion de los complejos con esta biomolécula
comparable a la descrita en bibliografia para otros compuestos de Pd con
actividad antitumoral. Eso permite postular que estos compuestos podrian
interactuar con el ADN de T. cruzi [22]. Resumiendo entonces el mecanismo
principal de accion de los compuestos de Pd previamente desarrollados parece
transcurrir principalmente a través de su biorreduccion en el parasito, o que
produce especies quimicas radicalarias desencadenantes de dafio celular
irreversible que conduce a la muerte del parasito (estrés oxidativo). Algunos de
los compuestos inhiben irreversiblemente la tripanotiona reductasa, enzima
propia del parasito y participante de su mecanismo de proteccion contra
radicales libres. Los resultados de estudios preliminares parecen indicar que
los compuestos también podrian afectar al ADN. En suma, la inclusién en una
misma molécula del farmacéforo 5-nitrofurano y de un metal de importancia
farmacologica como el Pd condujo a compuestos activos contra T. cruzi que
actdan por un mecanismo al menos dual.

Tomando en consideracion estos resultados previos, en este Trabajo de Tesis
se emprendiod el estudio exhaustivo del mecanismo de interaccién con el ADN
de estos complejos de Pd con tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofurano

por medio de diferentes técnicas. Los resultados de estos estudios fueron
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comparados con los mostrados por los compuestos analogos de Pt(ll)
desarrollados también en este Trabajo de Tesis.

4.2- RESULTADOS Y DISCUSION

4.2.1- Sintesis de los complejos de Pt(ll)

Los complejos de Pt(Il) con tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofurano (HL)
desarrollados en este Trabajo de Tesis fueron sintetizados como se indicé en el

capitulo 3. En la Tabla 3 se detalla el color y el rendimiento obtenido para cada

uno de ellos.

Tabla 3. Color y rendimiento obtenido para los complejos de Pt(ll)

con tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofurano.

Complejo Color Rendimiento (%)
[PtCl2(HL1)] Marrén 52
[PtCl2(HL2)] Rojo marrén 54
[PtCl2(HL3)] Marrén 44
[PtCl2(HL4)] Rojo naranja 42
[PtCl2(HL5)]-1/2 DMF Marron 52
[PtCl2(HL6)] Marrén 80
[PtCl2(HL7)] DMF Marron 43
[PtCl>(HL8)]'1/2 DMF Rojo marrén 30
[Pt(L1)2] Marrén oscuro 52
[Pt(L2)2] Marrén 36
[Pt(L3)2] Rojo naranja 78
[Pt(L4)2] Rojo naranja 46
[Pt(L5)2]2 DMF Marrén 49
[Pt(L6)2] Marrén 60
[Pt(L7)2]'1/2 DMF Marrén 47
[Pt(L8)2]2 DMF Rojo marrén 46
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Ambas series, [PtClx(HL)] y [Pt(L)2], fueron obtenidas con buenos rendimientos.
Si bien la sintesis de estos complejos se realiz6 de forma similar a la sus
analogos de Pd, para el caso de los compuestos de Pt fue necesario poner a
punto los tiempos de reflujo duplicAndolos para lograr rendimientos y purezas

adecuados.

4.2.2- Caracterizacién fisicoquimica

4.2.2.1- Anélisis elemental de los elementos livianos

Tabla 4. Férmulas globales propuestas para los complejos de
Pt con tiosemicarbazonas del 5-nitrofurano (Figura 1).

Complejo Formula global propuesta
[PICI(HLL)] CoHoClzN,03SPt
[PICI(HL2)] CHsCl:N:03SPt
[PtCI2(HL3)] CaH10C12N203SPt
[PtCl2(HL4)] C12H10Cl2N4O3SPt
[PtCI(HLE)] 1/2 DMF CsHsClaN403SPt1/2C3H7NO
[PtCI2(HL6)] CoH10C1zN203SPt
[PtCI2(HL7)] DMF C10H12CI2N203SPtCaH/NO
[PtCI(HL8)] 1/2 DMF C14H12CI2N20sSPt1/2C3H/NO
[Pt(L1)] C12H10NsO6S2Pt
[Pt(L2)]] C1aH1NaO6S2Pt
[Pt(L3)2] C16H18NsO6S2Pt
[Pt(L4)2] C24H18NsO6S2Pt
[Pt(L5),]2 DMF C16H12NaO6S2Pt2C3HNO
[Pt(L6)2] C18H18NsO6S2Pt
[Pt(L7),] 1/2 DMF C20H22Na06S2Pt1/2C3H7NO
[Pt(L8)2]2 DMF C28H22Ng06S2Pt2C3H/NO

Las formulas propuestas para los complejos de Pt obtenidos se muestran en la

Tabla 4. Se postula una coordinaciéon bidentada del ligando, a través del N
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azometinico y del S tiocarbonilico, quedando el ligando no deprotonado en el

grupo NH para los compuestos [PtCl>(HL)] y deprotonado para los compuestos

[Pt(L)2]. Los resultados del analisis elemental de C, H y N correspondientes se

presentan en la Tabla 5.

Tabla 5. Resultados del andlisis elemental de C, Hy N para los complejos de Pt

con las tiosemicarbazonas de trabajo.

Complejo Tedrico Experimental

%C | %H | %N %S %C | %H | %N %S
[PtClx(HL1)] 15,01 (1,26 | 11,67 | 6,68 | 15,18 | 1,25 | 11,70 | 6,67
[PtCl2(HL2)] 17,01|1,64|11,34| 6,49 | 16,81 | 1,67 | 11,22 | 6,35
[PtCl2(HL3)] 18,90 [ 1,98 | 11,02 | 6,30 | 19,02 [ 2,02 | 11,24 | 6,42
[PtCl2(HL4)] 25,91|1,81 (10,07 | 5,76 |26,01|1,80|10,29| 5,82
[PtClo(HL5)]1/2 DMF | 21,02 |2,14 11,61 5,91 | 20,99 | 2,03 | 12,02 | 6,37
[PtCl2(HL6)] 20,78 1,94 |10,77| 6,16 | 21,05|2,02 | 11,02 | 6,15
[PtCl2(HL7)]DMF 25,71 3,15|11,53| 5,28 | 25,56 | 2,98 | 11,57 | 5,48
[PtCI>(HL8)]-1/2 DMF | 30,08 | 2,52 | 10,18 | 5,18 | 30,48 | 2,34 | 9,99 | 5,22
[Pt(L1)2] 23,19|1,62|18,03 | 10,31 | 23,08 | 1,68 | 18,01 | 10,08
[Pt(L2)2] 25,88 |2,17|17,25| 9,87 | 25,79 |2,13| 16,93 | 9,65
[Pt(L3)2] 28,36 | 2,67 | 16,53 | 9,46 | 28,06 | 2,60 | 16,39 | 9,29
[Pt(L4)2] 37,26 | 2,34 | 14,48 | 8,28 | 36,83 | 2,35 | 14,28 | 8,24
[Pt(L5)2]2 DMF 32,24 | 3,44 | 17,09 | 7,82 | 32,26 | 3,42 | 16,78 | 7,53
[Pt(L6)2] 30,81 |2,59|1597| 9,14 | 30,92 | 2,61 | 15,88 | 8,73
[Pt(L7)2]-1/2 DMF 33,70 | 3,35 | 15,54 | 8,37 | 33,33 |3,11 | 15,11 | 8,68
[Pt(L8)2]2 DMF 42,02 13,73 14,41 | 6,60 | 42,07 | 3,48 | 14,23 | 6,70

Los resultados experimentales estan de acuerdo con las formulas propuestas.

La técnica, puesta a punto en este trabajo conduce a la obtencién de los

complejos deseados con una alta pureza.
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4.2.2.2- Estudios de conductividad

La conductividad observada para soluciones 103M de los compuestos en
DMSO resulté similar a la del solvente. Por lo tanto, todos los compuestos
resultaron neutros, lo que esta de acuerdo con las formulas propuestas para los

mismos.

4.2.2.3- Estudios de ESI-MS

Los resultados de los estudios de espectrometria de masas (ESI-MS) para los

complejos de Pt se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Relacion m/z de los picos obtenidos por ESI-MS para los complejos de
Pt estudiados.

Complejo m/z
(M+H)* (M) (M-H) (M-H-CIy (M-2Cly
[PtCl2(HL1)] 478,96 442,98 408,98
[PtCl2(HL2)] 491,99 457,01
[Pt(L1)] 621,96 620,07

Los resultados obtenidos por espectrometria de masas ESI-MS estan de
acuerdo con las formulas propuestas. Algunos de los complejos resultaron muy
poco solubles por lo cual para ellos no se obtuvieron resultados utiles en los
experimentos realizados por esta técnica. De todas formas los resultados
obtenidos resultaron un importante apoyo para confirmacion de la estructura

propuesta.

4.2.2.4- Estudios de espectroscopia IRy Raman

Para todos los complejos se registraron los espectros IR y Raman en el rango
4000-200 cm™ en pastillas de KBr o Csl. En la Figura 10 se muestran, a modo
de ejemplo, los espectros IR de los complejos [PtCl2(HL5)], [Pt(L5)2]2 DMF, y
del ligando HL5.
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Figura 10. Espectros IR de en el rango 4000-200 cm*: a) ligando HL5, b)
[PtCI2(HL5)] y ) [Pt(L5)2]-2 DMF.
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También se registraron los espectros Raman. Las Figuras 11-14 muestran, a

modo de ejemplo, los espectros Raman de los complejos [PtCl>(HL1)], [Pt(L1)2],

[PtCI2(HL5)] y [Pt(L5)2].
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Figura 11. Espectro Raman del complejo [PtCl>(HL1)].
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Figura 12. Espectro Raman para el complejo [Pt(L1)2].
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Figura 13. Espectro Raman del complejo [PtClz(HL5)].
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Figura 14. Espectro Raman del complejo [Pt(L5)2].

Sobre la base de espectros experimentales y de estudios de DFT realizados
por integrantes del grupo del Dr. Cerecetto, se pudo definir el patréon
espectroscopico vibracional (IR y Raman) de las tiosemicarbazonas derivadas
del 5-nitrofurano utilizadas como ligandos y de sus complejos de Pd(ll). Este
conocimiento permiti6 analizar con mayor certeza el comportamiento
espectroscopico de los dieciseis nuevos complejos de Pt desarrollados. Los
espectros IR y Raman de éstos se compararon con los reportados para los
ligandos libres y para los compuestos analogos de Pd(Il). Este estudio
comparativo facilitd la asignacion tentativa de las bandas principales de los

compuestos de Pt(ll) [23]. Las asignhaciones se presentan en las Tablas 7 y 8.
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Tabla 7. Asignacidn tentativa de las principales bandas IR y Raman de los

complejos de platino con los ligandos HL1, HL2, HL3 y HL4. Las bandas de los

ligandos libres se incluyen para comparacion [23].

IR/cm? Raman / cm™
Compuesto v (C-0-C) + 3(NO2) v (C-0-C)
v(C=N) | vs(NO2) c-C v(N-N)® | v(C-S)° + v(C=N) | v (C=C)® | vs(NO2) +C-C
“contract”?® furano? “contract”?

HL1 1602 i 1356 i na 1108 846 811 1592 m 1455 1351 m 1339 m
[PtCl(HL1)] | 1570 md | 1347 i na 1170 - 812 |1568m | 1454i | 1354d na
[Pt(L1)2] 1557 d 1352 1335 1157 - 812 1563 i 1450 i 1348 m 1329 m
HL2 1599 d 1354 i na 1114 820 808 1585 a 1474 i 1347 i 1312 m
[PtCL(HL2)] | 15601 | 1349i na 1173 - 812 | 1554 h | 1470i na 1335
[Pt(L2)2] 1579 d 1350 i 1338 m 1169 - 811 1580 i 1469 i 1343 h 1332 m
HL3 1602 d 1352 i na 1104 823 805 1601 m 1470 i 1351 1331 m
[PtCI(HL3)] | 1590d | 1344 na 1175 - 811 |1594m | 1470i |1355h | 1324m
[PY(L3)2] 1577d | 13501 1333i 1156 - 810 | 1575i | 1471i |1349m| 1330i
HL4 1595 m 1344 | na 1104 822 811 1596 m 1474 i 1346 m 1321 m
[PtCI(HL4)] | 1600 m | 1347 na 1175 - 811 1599i | 14661 | 1340i 1319 h
[Pt(L4)2] 1584 md | 1353 1339 h 1084 - 812 1578 i 1472 i 1333 1312 h

v: estiramiento; &: deformacioén; s: intensa, m: media; d: débil; h: hombro; a: ancha 2: estiramiento en fase del C-O-C del

furano + C-C “contract’; ®: media; ©: débil o muy débil; % 5(NO2) + modos del furano o modos simétricos de “wagging’de

hidrégenos del furano; ©: estiramiento en fase de C=C del furano; na: no asignado
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Tabla 8. Asignacién tentativa de las principales bandas IR y Raman de
los complejos de platino para los ligandos HL5, HL6, HL7 y HL8. Las
bandas que se informaron anteriormente para los ligandos libres se

incluyen para comparacion [23].

IR/cm? Raman /cm™
v (C-O-C) + 8(NOy)
Compuesto | v(C=N) | vs(NO) c-C v(N-N)® + v(C=0) pme ¢ v (C=C)®
“contract”® furano®
HL5 1586 d 1353 1392 m 1081 811 - 1456 i
[PtCI(HL5)] | 1570d | 1348 1393 m 1156 809 1661 1454 i
[Pt(L5)2] 1561 m | 1350 1387 d 1155 809 1663 1460 i
HL6 1579 h 1352 1393 m 1093 807 - 1465 i
[Pt(L6)2] 1559 m | 1348 1400 m 1174 810
HL7 1568 h 1353 1387 m 1109 812 - 1462 i
[PtCl(HL7)] | 1587 | 1348 1389 m 1188 811 1662 1451
[PY(L7)2] 1564 m | 1346 1390 m 1188 810 1662 1449 i
HL8 1571 h 1352 1399 m 1087 807 - 1459 i
[PtCl(HL8)] | 1579d | 1347 1391 m 1187 810 1656 1460 i
[Pt(L8)2] 1560 d | 1346 1387 m 1185 809 1664 1457 i

v: estiramiento; &: deformacion; i: intenso, m: media; d: débil; h: hombro; 2; estiramiento en fase del C-O-C
del furano + C-C “contract”; ® : media; ¢ 8(NO2z) + modos del furano o modos simétricos de “wagging’de

hidrégenos del furano; % [24]; ®: estiramiento en fase de C=C del furano

A pesar de que los ligandos tiosemicarbazona son potencialmente capaces de
interactuar con los centros metéalicos de diferentes maneras, por lo general
coordinan a los metales como ligandos bidentados a través del N azometinico y
del S tiocarbonilico. Hay por lo menos tres vibraciones de estiramiento que
presentan valor diagndéstico importante en relacion con el modo de union de
estos ligandos: v(C=N), v(C=S) y v(N-N). Como se inform6 anteriormente, para
la tiosemicarbazonas seleccionadas que contienen el grupo 5 nitrofurano estas

bandas se encuentran en regiones espectrales que muestran sefales de un

115



patron complicado, que ha hecho dificil la tarea de asignacion [23]. En
particular, los estiramientos C=N y C=S de las tiosemicarbazonas se
encuentran en las regiones de numero de onda donde ocurren las vibraciones
de otras partes de los ligandos, como ser vas(NO2) y la vibracion fuera de fase
de los furanos 2-sustituidos. En la region de estiramiento C=N (1650 a 1500
cm?) y de estiramiento C=S (850 a 700 cm™) ocurren las vibraciones de
tijereteo del furano y modos de “wagging” simétrico de hidrégenos del furano y
sus combinaciones. La combinacién de métodos experimentales y teéricos DFT
permitié con anterioridad explicar la complejidad observada de los espectros de
estos ligandos y sus complejos de Pd(ll) y sirvi6 para llevar a cabo una
asignacion de los estiramientos C=N y N-N. Sin embargo, en estos estudios
previos aunque se observaron cambios claros en la region espectral alrededor
de 750 a 900 cm?, el estiramiento C=S, que resulta Util para comprobar la
coordinacion del metal al azufre tiocarbonilico, no pudo ser asignada en los
complejos de paladio debido a la gran complejidad de los espectros [23]. Los
espectros de vibracion de los complejos de platino mostraron un patréon muy
similar al de los complejos correspondientes de paladio. A pesar de la
complejidad creciente de los espectros infrarrojos de los ligandos v,
concomitantemente de los complejos metalicos, al pasar de HL1 a HL4, como
resultado del aumento de la complejidad del sustituyente R, se observa un
patrén espectral comin para cada serie de compuestos de platino ([PtClz(HL)]
y [Pt(L)2]). Como se muestra en las Tablas 5 y 6, como resultado de la
coordinacion la banda v(C=N) del ligando libre se corre a nimeros de onda
mas bajos. Esta modificaciéon esta de acuerdo con la coordinacion de los
ligandos tiosemicarbazona a través del nitrogeno azometinico. Por otro lado, el
corrimiento de la banda v(N-N) a numeros de onda mas altos, observada en los
complejos de platino, también ha sido relacionado con la deslocalizacion
electronica producida como consecuencia de la coordinacion a través del
atomo de nitrdgeno azometinico y/o la deprotonacién del ligando
tiosemicarbazona [23]. La banda v(C=S) debe pasar a nimeros de onda mas
bajos cuando las tiosemicarbazonas coordinan a través del azufre
tiocarbonilico. Para los complejos de Pt se detectaron un conjunto de bandas

muy débiles en la regién de 700 a 850 cm?, algunos de ellas asociadas
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probablemente con vibraciones v(CS). Al igual que para el caso de los
complejos anélogos de Pd, la complejidad de los espectros en esta region
debido a las vibraciones asignadas a la fraccion nitrofurano y a la mezcla de
vibraciones superpuestas, sumada a la habitual y muy significativa disminucion
de la intensidad de las bandas C=S observadas experimentalmente cuando las
tiosemicarbazonas se coordinan a un metal, han hecho la asignaciéon de las
bandas C=S muy dificil. Sin embargo, los cambios observados en esta region
espectral estdn de acuerdo con la coordinacién del azufre tiocarbonilico al
platino [23]. En concordancia con las formulas propuestas, la banda v(NH), a
aproximadamente 3120-3150 cm?, estd presente en todos los complejos
[PtCI2(HL)] lo que indica que el ligando no estd deprotonado en estos
compuestos. Por el contrario la banda v(NH), no se observa en todos los
complejos [Pt(L)2] debido a la deprotonacion de los ligandos. Teniendo en
cuenta la estructura cristalina del complejo [Pd(L5)2]:3DMSO, previamente
reportada [22], y las grandes similitudes en el patrén espectral de vibracion
mostradas por los complejos de Pd y sus compuestos analogos de Pt, se
propone una configuracion trans para los complejos de formula [Pt[(L)2] (Figura
9). Los calculos realizados anteriormente para los complejos [Pd(L)2] también
estan de acuerdo con esta propuesta [23]. Las vibraciones asociadas a las
porciones de los ligandos que no estan involucradas en la coordinacion al metal
también fueron reconocidas en los espectros de los complejos y se muestran
en las Tablas 7 y 8 [24].

El analisis simultaneo de los espectros IR y Raman nos ha permitido realizar
una mejor asignacion de algunas bandas de vibracion como ser el modo
simétrico v(NO2) y las vibraciones caracteristicas de la porcion furano 2-
sustituido que se muestran en las Tablas 7 y 8.

En suma, los estudios por espectroscopia IR y Raman aportan pruebas
adicionales del modo de coordinacion bidentado de las tiosemicarbazonas
seleccionadas en los complejos en estudio y de la analogia estructural

existente entre los complejos analogos de Pd(ll) y Pt(ll).
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4.2.2.5- Estudios de Resonancia Magnética Nuclear

Los complejos se caracterizaron por espectroscopia de 'H-RMN. La baja
solubilidad de muchos de los complejos no permitié adquirir la serie completa
de los espectros de 'H-RMN. Los complejos de platino y sus analogos de
paladio mostraron similar comportamiento y espectros de 'H-RMN [22]. Los
resultados de estos experimentos estan de acuerdo con las estructuras
propuestas y con los resultados obtenidos por medio de la otras
espectroscopias. Las integraciones y la multiplicidad de las sefiales de *H-RMN
estan de acuerdo con las férmulas propuestas. En la Tabla 9 se indican los
resultados correspondientes al complejo [PtCl>(HL2)]. Se incluyen los
desplazamientos quimicos (8) del ligando y del complejo en ppm, y las
diferencias de estos desplazamientos expresadas como Ad. La figura incluida
en esta tabla muestra el esquema de numeracion utilizado para el ligando libre
HL2. Los complejos de Pt y Pd mostraron similares desplazamientos quimicos
de la porcion nitrofuriltiosemicarbazona comun de sus moléculas [22]. Cuando
el ligando se coordina, el efecto del metal es mas aparente para los protones
gue se encuentran cerca del sitio de coordinacion, en particular el proton NH
intercambiable H4 (ver Tabla 9). Para este protdbn se observa la mayor
diferencia Ad. La presencia de una sefal que corresponde al proton H4 esta de
acuerdo con la coordinacién del ligando en una forma no deprotonada en la

serie de los complejos de formula [PtCl2(HL)].
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Tabla 9. Valores de desplazamientos quimicos (9)
en ppm para los espectros de *H-RMN de HL2 [22]
y de [PtCl>(HL2)] a 30 °C.

1 2 s
/\
N _CH
o g Ny A G
3 | | 6
H H
4 5
1H-RMN HL2 [PtCly(HL2)]
Ad?
H 8Ligand0b 8ComplejoC
1 7,79 7,67 -0,12
2 7,30 7,54 0,24
3 7,98 7,84 -0,14
4 11,87 8,90 - 2,97
5 8,52 8,40 -0,14
6 3,03 3,10 0,07

A (6Complejo - 6Ligando); b DMSO-de; ¢ acetona-de

4.2.2.6- Estudios de Voltametria Ciclica

Los estudios de voltametria ciclica fueron realizados principalmente para
analizar el efecto de la complejacion sobre el potencial de reduccion del grupo

nitro ya que, como ya se discutio, la biorreduccién en el parasito de este grupo
generando un nitro anion radical toxico se postula como principal paso del
mecanismo de accidén de los ligandos. La Figura 15 muestra, a modo de

ejemplo, el voltamograma ciclico de los complejos [Pt(L8)2] y [PtCl2(HL8)].
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Figura 15. Voltamograma ciclico de soluciones 1mM en DMSO de a) [Pt(L8)2]
cuando la velocidad de barrido varia entre 100 y 2000 mV/s y b) [Pt(L8)2] y
[PtCl2(HL8)] a 2000 mV/s.

La Tabla 10 incluye los potenciales correspondientes a las cuplas I, pico Ic, llic
y IVc medidos en DMSO a 2000 mV/s. Los potenciales se indican en voltios vs

el electrodo de calomel saturado.
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Tabla 10. Potenciales correspondientes a las cuplas Il,
pico Ic, llic y IVc medidos en DMSO a 2000 mV/s. Los
potenciales se indican en voltios vs el electrodo de

calomel saturado.

Compuesto| Epic® | Epic? Epia® Epc® | Epive?

[PICl2(HL1)] | -0,43 | -0,70 | -0,66 | -1,209 | -1,51

[Pt(L1)] - | -069 | -056 | -1,22 | -1,49

[PICI2(HL2)] | -0,49 | -0,73 | -0,60 | -1,17 | -1,37

[Pt(L2)2] - | -068 | -0,70 | -1,34 | -1,65

[PICI(HL3)] | -0,58 | -0,84 | -0,58 | -1,25 | -1,46

[Pt(L3)z] - -0,77 | -0,61 | -1,22 | -1,49

[PtCI(HL4)] | na | -0,78 | -0,56 | -1,17 | -1,37

[Pt(L4)2] - -0,72 | -0,62 | -1,09 | -1,26

[PtCI(HL5)] | -0,65 | -0,80 | -0,72 | -1,14 -

[Pt(L5)z] - -0,78 | -0,62 | -1,18 -

[PtCI(HL6)] | -0,68 | -0,80 | -0,68 | -1,14 -

[Pt(L6)2] - -0,78 | -0,65 | -1,12 -

[PtCI(HL7)]| na | -0,88 | -0,60 | -1,13 | -1,37

[Pt(L7)2] - -0,87 | -0,50 | -1,14 | -1,40

[PtCI(HL8)] | -0,63 | -0,80 | -0,70 | -1,14 -

[Pt(L8)2] - -0,81 | -0,65 | -1,07 | -1,33

Nfx - -0,91 -0,85 - -

3 Epc. potencial de pico catodico;  Epa: potencial de pico
anddico; Nfx: Nifurtimox; na: no asignado
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Los potenciales de los picos voltamétricos correspondientes al grupo nitro de
los ligandos libres cambian levemente como consecuencia de la coordinacion
al platino, resultando los potenciales de los complejos ligeramente mas
favorables que los de los ligandos y que los de los complejos analogos de
paladio. Es de hacer notar que los complejos de platino muestran en iguales
condiciones una mayor capacidad de ser reducidos que el Nifurtimox (E1>=0,88
V). Como consecuencia, es de esperar que presenten una mayor habilidad
para generar especies radicalarias potencialmente téxicas para el parasito que
éste.

4.2.2.7- Estudios de produccién de radicales libres por EPR

Los complejos fueron evaluados en cuanto a su capacidad de producir
radicales libres en condiciones reductoras. Los radicales libres caracterizados
por EPR fueron preparados "in situ" por reduccion electroquimica en DMSO,
por aplicacion de un potencial que corresponde al primer par de reduccion
(llc/la) obtenido de los experimentos de voltametria ciclica, que corresponde a
la reduccion del grupo nitro. La interpretacion de los espectros de EPR por
medio de un proceso de simulacion, realizada por el Prof. Olea-Azar de la
Universidad de Chile, llevo a la determinacion de las constantes de
acoplamiento hiperfino para todos los ndcleos magnéticos. La Figura 16

muestra el espectro EPR del complejo [Pt(L2)2].
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Figura 16. a) Espectro experimental EPR de [Pt(L2).]. Condiciones
espectrométricas: frecuencia de microondas 9,71 GHz; potencia de microondas
20 mW; amplitud de modulacién 0,2 G; velocidad de barrido de 1,25 G/s. b)
Espectro simulado de [Pt(L2)2].

La presencia de diferentes sustituyentes en la cadena de tiosemicarbazona de
los ligandos coordinados no parece afectar el patron hiperfino de los complejos
de platino, aspecto que ya habia sido observado previamente para los
correspondientes complejos de paladio. Sin embargo, el nimero de ligandos
coordinados por atomo de Pt parece determinar la distribucién de la densidad
de spin y el patrén hiperfino de los complejos. Para los complejos [Pt(L)], la
densidad de spin se encuentra mas localizada en el anillo nitrofurano, mientras
que para los compuestos [PtClx(HL)], la densidad de spin estd mas

deslocalizada en todo el radical.
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Para los complejos de paladio, no se habian observado diferencias entre
[PACI>(HL)] y [Pd(L)2]. Ambas series de compuestos de paladio presentan un
patrén hiperfino muy similar al observado para los complejos [PtCl2(HL)]. Las
diferencias observadas en el patron EPR para [M(L)2], cuando se cambia
paladio por platino podrian estar relacionadas con pequefias diferencias en la
estructura de los complejos. Este hecho también podria estar de acuerdo con

un comportamiento biol6égico muy diferente.

4.2.3- Actividad bioldgica

4.2.3.1- Actividad anti Tripanosoma cruzi in vitro

La evaluacion biologica se realiz6 en primera instancia en la forma
epimastigota de T. cruzi ya que es la disponible en el laboratorio especializado
de Facultad de Ciencias. Fue realizada por personal especializado del grupo
Cerecetto-Gonzéalez. Se ha confirmado recientemente la existencia de la forma
tipo epimastigota de T. cruzi como etapa obligada intracelular en mamiferos
[25, 26]. Los compuestos fueron evaluados in vitro contra la forma epimastigota
del parasito, cepa Tulahuen 2. En la Tabla 11 y 12 se muestran las
concentraciones inhibitorias 50% (Clso) obtenidas a partir de las curvas dosis-
respuesta. Algunos complejos también se evaluaron frente a una segunda cepa
de epimastigotas de T. cruzi, Dm28c, en Facultad de Medicina, Universidad de
Chile.
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Tabla 11. Actividad bioldgica in vitro de los complejos de Pt con los
ligandos HL1, HL2, HL3 y HL4. Se incluyen para comparacion valores de
Clso en T. cruzi (cepa Tulahuen 2) de los ligandos libres, de los complejos

analogos de Pd y de los farmacos de referencia [23].

T. cruzi T. cruzi
T. cruzi (Tulahuen 2)
(Dm28c) (Tulahuen 2)

Compuesto

Compuesto PIC?
C|5Qb Clkcso® Clsob
10uM | 25 uM

HL1 2,7
[PtCl2(HL1)] 10,9 38,2 > 25 nd [PACI2(HL1)] 2,4
[Pt(L1)z] 3.4 20,8 > 25 nd [Pd(L1)2] 4,5

HL2 50
[PtCl2(HL2)] 41,5 60,5 13,1 36,7 [PACl2(HL2)] 4,3
[Pt(L2)2] 68,4 100 6,9 10,2 [Pd(L2)2] 4,7

HL3 4,9
[PtCl2(HL3)] 26,9 44,1 27,5 nd [PACI2(HL3)] 59
[Pt(L3)2] 100 100 0,8 28,8 [P(L3)2] > 25

HL4 > 25
[PtCl2(HL4)] 33,8 72,0 15 28,4 [PACl2(HL4)] > 25
[Pt(L4)2] 18,9 12,1 > 25 41,3 [Pd(L4):] > 25
Benznidazol - - 7,4 38,0
Nifurtimox - - 6,1 [17] 22,8

@ PIC: porcentaje de inhibicion de crecimiento de epimastigotas de T. cruzi a la dosis
especificada; ? Clso+ 10%; © Clkcso [23]; nd: no determinado.
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Tabla 12. Actividad bioldgica in vitro de los complejos de Pt con los ligandos
HL5, HL6, HL7 y HL8. Se incluyen para comparacion valores de Clsp en T.
cruzi (cepa Tulahuen 2) de los ligandos libres, de los complejos analogos de
Pd y de los farmacos de referencia [23].

T. cruzi T. cruzi
T. cruzi (Tulahuen 2)
(Dm28c) (Tulahuen 2)
Compuesto Compuesto
PIC?2 Clso” Clkeso® Clso® pM
10 pM | 25 pM uM uM

HL5 3,5
[PtCl2(HL5)] 56,1 78,6 8,6 37,04 [PACl2(HL5)] 6,4
[Pt(L5)z] 37,7 50,0 25 6,12 [Pd(L5)z] 4,3

HL6 4,5
[PtCl2(HLS6)] 50,0 74,8 10,0 26,96 [PACI2(HL6)] 2,7
[Pt(L6)2] 54,3 80,5 9,1 5,89 [Pd(L6)2] 4,3

HL7 4,1
[PtCl2(HL7)] 40,2 65,1 13,7 24,40 [PACIl2(HL7)] 2,4
[Pt(L7)2] 6,4 21,3 > 25 33,63 [Pd(L7)2] 52

HL8 3,6
[PtCl2(HL8)] 31,5 34,5 >25 63,23 [PACI2(HL8)] >>25
[Pt(L8)2] 4,3 8,5 > 25 48,22 [PA(L8)2] >>25
Benznidazol - - 7,4 38,00
Nifurtimox - - 6,1[17] 22,79

@ PIC: porcentaje de inhibicion de crecimiento de epimastigotas de T. cruzi a la dosis
especificada; ® Clso + 10%; ¢ Clkcso [23]; nd: no determinado

Los resultados obtenidos se compararon con los obtenidos en la evaluacion de
los ligandos libres y los complejos analogos de Pd. Por lo tanto, en ambas

tablas se incluyen valores de Clsp en T. cruzi (cepa Tulahuen 2) del ligando
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libre y de los complejos de Pd [17,23]. La mayoria de los complejos de Pt son
activos contra epimastigotas de T. cruzi (cepa Tulahuen 2), mostrando algunos
de ellos valores de Clso del mismo orden de Nifurtimox y de los ligandos libres
correspondientes. De acuerdo con el valor de Clso [Pt(L3)2] y [Pt(L2)2] resultan
los complejos de Pt mas activos contra esta cepa del parasito para los
complejos con HL1-HL4, siendo [Pt(L3)2] significativamente mas activo que
HL3 y que Nifurtimox. Para los complejos de Pt con HL5-HL8, cabe destacar
gue de acuerdo con los valores de Clso, [PtCl2(HL5)] y ambos complejos de
HL6 son los complejos de Pt mas activos contra esta cepa del parasito,
mostrando valores de Clso similares a los de Nifurtimox y Benznidazol. Cuando
se comparan los resultados para los complejos de Pt HL1-HL4, con los
complejos de Pt HL5-HL8 no se observa que exista una tendencia regular en la
actividad anti T. cruzi al cambiar la longitud de la cadena de los ligandos (HL1-
HL4 a HL5-HL8). Cuando los resultados se comparan con los reportados para
los ligandos libres y los compuestos analogos de paladio, se puede afirmar que
el patron de actividad se modifica significativamente al cambiar el atomo
central. La actividad de los complejos de Pd sigue la tendencia general:
[PACI>(HL)] > HL > [Pd(L)2]. Esta tendencia no se observo para los compuestos
analogos de Pt. Este comportamiento puede estar relacionado con diferencias
en la biodisponibilidad, la toxicidad no especifica y/o el mecanismo de accién
de ambas series de complejos metalicos. Similares conclusiones generales se
pueden obtener a partir del analisis de los resultados de la actividad contra T.
cruzi en la cepa Dm28c, a pesar que se pueden observar algunas diferencias
de susceptibilidad de las cepas. La cepa Dm28c es un clon del parasito que ha
demostrado previamente ser menos susceptible al efecto tripanosomicida del
Nifurtimox y del Benznidazol que la cepa Tulahuen 2, que tiene un mayor
contenido de tioles que la primera [27]. Los complejos [Pt(L5)2] y [Pt(L6)2]
fueron significativamente mas activos, en este caso, que los farmacos de

referencia.
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4.2.3.2- Viabilidad de tripomastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c)

100 7
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Figura 17. Efecto en la viabilidad de tripomastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c)

de los complejos de Pt. El codigo de identificacion de los complejos de esta

figura se indica en la Tabla 13.

En la Tabla 13 y Figura 17 se presenta el efecto de los complejos de Pt sobre

la viabilidad de tripomastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c).
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Tabla 13. Efecto en la viabilidad de tripomastigotas de T.
cruzi (cepa Dm28c) luego de la incubacion con los complejos
metalicos (expresados como porcentaje respecto al control).

Compuesto Codigo re(?pciztit\é)i{ilatll3 iéig:torlol
Nifurtimox 20 pM Nfx 20 pM 68,3
[PtCla(HL2)] 10 45,9
[PtCl2(HL4)] 12 37,2
[PtClo(HL5)] 13 58,0
[PtCl2(HL6)] 14 25,7
[PtCl2(HL7)] 15 20,2
[PtCl2(HL8)] 16 34,1
[Pt(L2)2] 18 37,6
[Pt(L3)2] 19 51,9
[Pt(L4)s] 20 64,7
[Pt(LS)2] 21 28,2
[Pt(L6)2] 22 53,7
[Pt(L7)2] 23 32,8
[Pt(L8)] 24 94,2

1x107 tripomastigotas/mL de la cepa Dm28c son incubados
durante 48 horas (n=8) con los complejos de Pt a una
concentracion igual a la Clso reportada en las Tablas 11 y 12.

Mientras que el Nifurtimox (20 uM) inhibié el crecimiento de epimastigotas en
un 50%, soélo disminuyd la viabilidad de los tripomastigotas en un 30%. Sin
embargo, los compuestos de Pt mostraron un comportamiento biolégico muy
diferente. El compuesto menos activo contra epimastigotas cepa Dm28c,
[PtCI>(HL8)], disminuyé la viabilidad de las tripomastigotas aproximadamente
en un 70% vy el [Pt(L8)2], que mostrd efecto inhibidor sobre el crecimiento de

epimastigotas cepa Dm28c, carece de actividad frente a tripomastigotas. Del
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mismo modo, [PtCl>(HL6)] disminuyd la viabilidad en un 75% y el [Pt(L6)2] en
un 44%. Los complejos [PtCl2(HL7)] y [Pt(L7)2] presentaron un efecto similar en
tripomastigotas, y resultaron de los méas activos. Curiosamente, existe una
relacién inversa entre el efecto en el crecimiento de epimastigotas y la actividad
en tripomastigotas de [PtCl>(HL5)] y [Pt(L5)2] con 40% y 70% de disminucion en
la viabilidad, respectivamente. La mayoria de los compuestos de Pt resultaron
mas activos contra la forma infecciosa tripomastigota que contra la forma
epimastigota del parasito. Ademas, la mayoria de los compuestos fueron mas
activos en tripomastigotas que el Nifurtimox. Este resultado es importante
teniendo en cuenta que los tripomastigotas son las formas infectivas en el
hospedero mamifero. Se sabe que la actividad contra el parasito de una forma
no garantiza una actividad similar contra otras formas del parasito. Para
explicar este hecho es necesario tener en cuenta los cambios morfolégicos que
se producen durante la transformacion entre las formas a lo largo del ciclo
biologico del parasito, la que implica importantes cambios en el contenido
metabolico y macromolecular que altera la sensibilidad a los farmacos. Cuando
se comparan todos los compuestos de Pt, es claro que [PtClx(HL7)] es el
compuesto mas activo contra tripomastigotas y que éste resulta un mejor

inhibidor que el Nifurtimox.

4.2.4- ESTUDIOS DE CITOTOXICIDAD EN MACROFAGOS

Con el fin de determinar si los complejos de platino obtenidos en este Trabajo
de Tesis resultaban selectivamente tdxicos para los parasitos y, en particular,
menos téxicos que sus analogos de Pd previamente desarrollados por el grupo,
se ensayo0 la citotoxicidad inespecifica en macréfagos J 774 de algunos de
ellos segun el procedimiento descrito en el capitulo Materiales y Métodos.

Compuestos que presentan un porcentaje de citotoxicidad entre 90 y 100% a
una concentracion de 100 ug/mL se consideran muy toxicos [28]. Tomando en
consideracion esto, tanto las tiosemicarbazonas libres como los complejos de
paladio estudiados previamente resultaron toxicos. Ademas, los complejos de
paladio resultan mas téxicos que los ligandos correspondientes a las

concentraciones mas bajas estudiadas (10 y 1ug/mL) Tabla 14. En cuanto a los
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compuestos de Pt, si bien deben considerarse toxicos resultan menos toxicos

gue sus analogos de Pd previamente desarrollados.

Tabla 14. Porcentajes de citotoxicidad respecto a controles +
desviaciones estandar para distintas concentraciones de las
tiosemicarbazonas HL2, HL3, HL5, HL6 y HL7 y para los
complejos de Pd y Pt que se indican. Los valores informados
corresponden al promedio de tres determinaciones.

Compuesto Concentracién (ng/mL)
100 10 1

HL2 917 23 +18 0x1
HL32 100+ 3 21+8 1,9+0,9
HL52 100+ 11 68 +5 0+0,9
HL6? 100+ 9 59+9 55+0,9
HL72 100+ 8 24 +3 01
[Pt(L2)] 96 + 12 62 + 10 50 + 8
[Pt(L3)2] 86 + 15 75 + 10 5+6
[PtCl2(HL5)] 100 + 8 62 + 16 11 +10
[PtCI2(HL7)] 91 + 34 43 £11 0+ 1
[PACIx(HL3)]2 100 + 4 92 +2 23+6
[PACIx(HL5)]2 100 + 6 100 + 10 14+9
[Pd(L5)2]? 100 + 7 40 + 2 23+8
[PACIx(HL6)] 100 + 11 82 +11 7+4
[PACIx(HL7)]2 100 + 7 87 +3 11 +11
[Pd(L7)2]? 100 + 7 73+4 17 +3

2 Trabajo de Tesis de la Dra. Lucia Otero
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4.2.5- ESTUDIO DEL MECANISMO DE ACCION

4.2 5.1- Produccién de radicales libres en T. cruzi

Los complejos fueron incubados con epimastigotas intactos de T. cruzi (cepa
Dm28c), en presencia de DMPO como agente atrapador de radicales, con el fin
de detectar las especies radicalarias de vida media corta producidas por
biorreduccion. Luego, se evalué la capacidad de produccién de radicales libres
de los compuestos mediante EPR. Todos los compuestos fueron capaces de
producir radicales libres en el parasito intacto dando un espectro de EPR. La
Figura 18 muestra, como ejemplo, el espectro EPR obtenido cuando se incubd
[PtCI2(HL2)] con T. cruzi en presencia de DMPO. Se detecto el patron de
sefales correspondientes al aducto DMPO-nitro anion radical. Se observo el
patron hiperfino tipico de aductos obtenidos por el atrapador de radicales
DMPO centrados en el atomo de C (aN=16,7 G y aH=22,5 G). También se
detectd un triplete producido por la descomposicion de DMPO [29]. Los
estudios de EPR mostraron que los complejos de Pt con estas
tiosemicarbazonas se biorreducen en el parasito, lo que indica que estos
complejos podrian mantener el mecanismo de accién del farmacoforo 5-

nitrofurano.
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Figura 18. Espectro de EPR del complejo [PtCl>(HL2)] obtenido luego que éste
se incubd con epimastigotas de T. cruzi en presencia de DMPO. Condiciones
espectrométricas: frecuencia de microondas 9,71 GHz; potencia de microondas
20 mW; amplitud de modulacién 0,2 G; velocidad de barrido de 1,25 G/s.

*sefiales correspondientes al aducto DMPO-nitro anion radical.

4.2.5.2- Consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno del parasito deberia aumentar por incubaciéon con los
complejos de platino si estos complejos participan en los procesos de reciclaje
redox. Por lo tanto, para verificar esto se mide el efecto de los compuestos en
el consumo de oxigeno por parte del parasito. En la Figura 19 se muestra el
efecto del complejo [Pt(L2)2] sobre el consumo de oxigeno en epimastigotas de
T. cruzi con y sin la inhibicién de la respiracién con KCN. En la Figura 20 se
muestra el efecto del complejo [Pt(L7)2] sobre el consumo de oxigeno sin la

inhibicién de la respiracién con KCN. Ambas series de complejos aumentan el
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consumo de oxigeno del parasito excepto los complejos con HL7 (Tabla 15y
16). Este efecto fue mas evidente cuando la respiracién mitocondrial se inhibio
con KCN 2 mM (Tabla 16). En algunos casos, como por ejemplo para
[PtCI2(HL2)] y [Pt(L6)2], la inhibicibn de la respiracion y el reciclaje redox
ocurren simultdneamente, siendo el reciclaje so6lo observado cuando la
respiracion es completamente inhibida con cianuro.

Estos resultados estan de acuerdo con un mecanismo de accién bioreductivo y
con la existencia de reciclaje redox como se inform6 anteriormente para las
tiosemicarbazonas libres que contienen 5-nitrofurano, sus complejos de paladio
y otros derivados del nitrofurano como el Nifurtimox. A su vez estos resultados
estan de acuerdo con la produccién de radicales libres observada por EPR [22,
30]. Para ambas series de compuestos, el efecto sobre la respiracion del
parasito parece estar relacionada con los valores de Clso. Por ejemplo, el
complejo [Pt(L3)2] que fue el mas activo, mostré el mayor incremento en el

consumo de oxigeno.

10 % O

1 minuto

!

KCN [Pt(L2):]

Figura 19. a) Efecto del compuesto [Pt(L2).] sobre el consumo de oxigeno del

parasito (T. cruzi, cepa Dm28c) comparado con el control (linea punteada). b)

Efecto del compuesto [Pt(L2)2] sobre el consumo de oxigeno del parasito (T.
cruzi, cepa Dm28c) después de la inhibicion de la respiracion con KCN

comparado con el control (linea punteada).
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Tabla 15. Efecto de la adicidén de los complejos de
platino sobre el consumo de oxigeno por
epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c).

Respiracion Aumento del
(nanoatomo-gramo
Compuesto consumo de
de O/min/mg .
) oxigeno (%)?
proteina)
Control 28,0+2,0
[PtCI2(HL2)] 32,2+3,2 15
[Pt(L2)2] 31,3+1,7 12
[Pt(L3)z] 39,2+4,2 40
[PtCl2(HL4)] 35,5+3,2 27
[Pt(L4)2] 32,0+1,3 14
Nifurtimox 35,6 £0,8 27

8% aumento del consumo de oxigeno después de la
adiciéon de 1,25 mM de compuesto con respecto al control
(sin compuesto afiadido)
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Tabla 16. Efecto de la adicion de los complejos de platino
(a concentracion equivalente a Clieso) sobre el consumo

de oxigeno por epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c).

Aumento del
Consumo de | consumo de oxigeno
Compuesto _
oxigeno (%)? (%) en presencia de
KCNP2 mM
[Pt(L2)2] 93 18
[Pt(L5)2] 104 15
[Pt(L6)2] 115
[Pt(L7)2] 60 0
[PtClo(HL2)] 128 18
[PtCl2(HL5)] 108 22
[PtCl2(HL6)] 46 20
[PtCl2(HL7)] 80 0

2% consumo de oxigeno después de la adicién de compuesto
con respecto al control (sin compuesto afiadido)

o5 consumo de oxigeno después de la adicién de complejo,
con respecto al control (sin compuesto afadido) con KCN 2
mM
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[Pt(L7)2]

l

10 % Oq

1 min

Figura 20. Efecto del compuesto [Pt(L7)2] sobre el consumo de oxigeno del
parasito (T. cruzi, cepa Dm28c) comparado con el control (linea punteada).

4.2.5.3- Estudios de interaccion con ADN de los complejos [MCIy(HL)] y
[M(L)2]

Como ya se indic6 en el capitulo introductorio, el ADN es un blanco
particularmente importante de los compuestos metalicos bioactivos. Los
nucleotidos presentan diferentes sitios de coordinacion a iones metalicos,
principalmente con N y/o O como atomos donores, pudiéndose generar
uniones covalentes intra- o interhebras. Los efectos debidos al metal pueden
sumarse a habilidades particulares de los ligandos presentes en su esfera de
coordinacion como intercalacion entre pares de bases y la habilidad de producir
cortes en una o ambas hebras del ADN. También, son posibles enlaces de
hidrogeno o uniones electrostaticas [31]. El tipo de interaccion dependera
principalmente de la naturaleza y el estado de oxidaciéon del metal, la
naturaleza de los ligandos y la estereoquimica del complejo metalico. Por otra
parte, un complejo metélico puede tener mas de un mecanismo de interacciéon
con el ADN. Todos estos efectos conducen a un efecto global en la dinamica
del ADN afectando sus funciones, tanto en la replicacion celular y la sintesis de
proteinas a través de la transcripcidn y posterior traduccion del mensaje.

La coordinacién de iones metalicos a compuestos organicos bioactivos puede

introducir un segundo blanco de accion para la molécula generada. En
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particular, los compuestos de Pt(ll) han demostrado su posibilidad de
interactuar con el ADN. En consecuencia, se llevaron a cabo experimentos con
ADN de timo de ternero y ADN plasmidico con el fin de estudiar si la interaccion
con el ADN podria ser parte del mecanismo de accion de los complejos. Este
enfoque no sélo permite la deteccion de la existencia de interaccion con el
ADN, sino que también revela los posibles mecanismos de interaccion
involucrados a través de la visualizacion de modificaciones del ADN que
podrian ser introducidas por los complejos metélicos.

Se usaron técnicas de biologia molecular ya descritas en el capitulo Materiales
y Métodos que permiten caracterizar en mayor profundidad la interaccion de los
complejos metélicos con el ADN. Por medio de estas técnicas se pretende
determinar naturaleza de la interaccion y regiones especificas de union al ADN.
En particular, se aplicaron estas técnicas para los compuestos de platino
desarrollados en este trabajo de Tesis y sus analogos de paladio con igual
ligando tiosemicarbazona derivada del 5-nitrofurano, previamente
desarrollados, a efectos de conocer en profundidad el mecanismo de la
interaccion para ambas series de 16 compuestos y realizar estudio comparativo
de la interaccion con ADN al cambiar la natraleza del metal central.

En suma, se estudiaron ambas series de complejos ([MClx(HL)], [M(L)z])
utilizando diferentes técnicas: interaccion primaria con ADN de timo de ternera,
estudios de titulacion espectrofotométrica, estudios de viscosidad, migracion
electroforética en gel de agarosa, dicroismo circular (DC) y Microscopia de
Fuerzas Atomicas (AFM). Unicamente los estudios de interaccion primaria con
ADN de timo de ternera para los complejos de Pd fueron hechos previamente
en el trabajo de Tesis de la Dra. Lucia Otero y se utilizaran con fines

comparativos.

4.2.5.3.1- Determinacién de la existencia de interacciéon primaria con ADN

de timo de ternero

El primer abordaje para determinar si la interaccién con el ADN podria ser parte
del mecanismo de accion de los complejos se basé en la determinaciéon de la
unién de los complejos de platino con el ADN de timo de ternero mediante el

analisis por absorcion atomica del metal unido al ADN y la cuantificaciéon de
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ADN por espectroscopia electronica. Esta aproximacion es ampliamente usada
como caracterizacion primaria de moléculas que establecen interacciones con
el ADN. Se usa ADN de timo de ternera adquirido comercialmente. Los
resultados obtenidos indican que los complejos de platino son buenos agentes
ligantes para el ADN de timo de ternero (Tabla 17). Su unién fue similar a las
conocidas para complejos metélicos antitumorales pero resulté mas baja que
para los complejos analogos de paladio [22, 10]. No pudimos detectar un
patrén general para la unién a ADN de timo de ternero para las dos series de
compuestos de platino. En forma general, los niveles de unién no se ven
afectados por la naturaleza del ligando tiosemicarbazona. Los complejos
[MCI2(HL)], que presentan ligandos labiles cloruro, probablemente podrian
interactuar con el ADN a través de un mecanismo similar al reportado
previamente para el cisplatino, que es activado por hidrolisis y se une
covalentemente con las nucleobases del ADN [32]. Los complejos [Pt(L)2] en
principio no pueden actuar de esta manera, pero podrian intercalar en el ADN o
interactuar a traves de otros mecanismos. Los complejos [MCI2>(HL)] debido a
su planaridad parcial, también podrian intercalarse. Es interesante notar que
[Pt(L3)2], que resulto ser el compuesto mas potente anti-T. cruzi de la serie de
compuestos con HL1-HL4, mostré la mayor interaccion con el ADN en este
analisis. Sin embargo, [Pt(L1)2] que resulté casi inactivo, interactu6 fuertemente
con el ADN

139



Tablal7. Interaccidn de los complejos de platino con ADN de timo de ternera
después de 96 horas de incubacion a 37 °C.

Compuesto nmol Pt/mg ADN metal/base? base/metal
[PtCl2(HL1)] 209 0,069 14
[Pt(L1)2] 390 0,129 8
[PtCl2(HL2)] 236 0,078 13
[Pt(L2)2] 224 0,074 14
[PtCl2(HL3)] 191 0,063 16
[Pt(L3)2] 527 0,174 6
[PtCl2(HL4)] 170 0,056 18
[Pt(L4)2] 170 0,056 18
[PtClz(HL5)] 216 0,071 14
[Pt(L5)2] 254 0,083 12
[Pt(L6)2] 201 0,066 15
[PtCl2(HL7)] 216 0,071 14
[Pt(L7)2] 206 0,067 15
[PtCl>(HL8)] 244 0,080 12
[Pt(L8)2] 374 0,123 8

@ mol de platino por mol de bases de ADN

4.2.5.3.2- Analisis de la afinidad de la interaccion para los complejos

[PACI,(HL)]. Titulacion espectrofotométrica.

El método de titulacidn espectrofotométrica estudia la modificacion de la
absorcion de los complejos metélicos debido a la adicion de cantidades
crecientes de ADN de timo de ternero (modificacién del coeficiente de extincion
y corrimientos de las bandas espectrales). Como resultado del andlisis se
puede determinar la constante de union (Kp) entre el complejo metélico y el
ADN cuya magnitud permite evaluar la existencia de intercalacion [33, 34].

Un complejo unido al ADN a través de la intercalacion generalmente resulta en
hipocromismo y batocromismo (corrimiento al rojo) del espectro de absorcién.
Generalmente es aceptado que la medida del hipocromismo de la banda UV-

vis tiene relacion con la fuerza de interaccion intercalativa (no en todos los

140




casos) y que los compuestos intercalantes perturban con mayor intensidad los

espectros que los complejos que se unen a los surcos del ADN [35, 36].

Como consecuencia del agregado de cantidades crecientes de ADN de timo de
ternero sobre soluciones de los complejos [PdCI>(HL)] se observa (Figura 21):
presencia de puntos isosbésticos, disminucion de la absortividad y corrimiento

del maximo de absorcién hacia mayores longitudes de onda.

[ADN] =4 x 10%a 4 x 105 M

0.5

[PACI(HL1)]

[Complejo] =3 x 105 M

0.0

T v T v T
360 450 540

A/nm

Figura 21. Absorbancia vs longitud de onda para el complejo [PdCI>(HL1)].

Dependiendo de las relaciones iniciales [ADN]/[complejo] se obtuvieron valores
de Ky, que varian en varios rangos de magnitud (103-10%). El valor reportado
para un intercalante clasico como el BrEt es del orden de 108, lo que indicaria
gue la fuerza de unién de este complejo al ADN es bastante menor. Dado que
la constante intrinseca (Kp) de union a ADN obtenida por esta técnica para el
complejo [PdCI>(HL1)] varia de orden segun la relacion inicial [ADN]/[complejo]
sblo se realizé este estudio para este complejo y se pasé a trabajar con otro

tipo de técnicas que se considerd mas confiables.

141



4.2.5.3.3- Estudio del mecanismo molecular de los complejos de Pd y Pt
de la serie [MCI,(HL)]

4.2.5.3.3.1- Migracion electroforética en gel de agarosa

Con el fin de caracterizar mejor la interaccion del ADN previamente identificada
se llevo a cabo un método de electroforesis en gel de agarosa. Este método
permite la visualizacion de modificaciones que podrian introducirse en los
complejos metalicos tales como la aparicién de los “nicks” en una sola hebra en
el ADN circular covalentemente cerrado (CCC o ADN superenrollado o Forma
I) dando el ADN circular relajado (Forma Il), y/o la existencia de mas de un
evento de escision en diferente hebra para obtener la forma lineal (Forma IlI).
Ademas, por este método también se puede visualizar la aparicion de cambios
conformacionales del ADN, debidos a la formacion de estructuras anomalas,
provocadas por la disminucion de supervueltas negativas. Esto provoca una
disminucién de la movilidad o migracion de la Forma | en el gel de agarosa [31,
37]

Para detectar los efectos sobre el ADN debido a la interaccion con los
complejos, los experimentos se llevaron a cabo en ausencia de BrEt. Estas
condiciones (el gel se prepara sin BrEt, luego de la corrida electroforética el gel
se tifie con una solucion de BrEt y se lava con agua MilliQ) permiten la
deteccion de los cambios en la movilidad electroforética del ADN
superenrollado y también permiten la deteccion de “nicks” en el ADN. Se evita
agregar bromuro de etidio ya que su presencia en el gel podria suprimir la
visualizacion de la disminucion de la movilidad del ADN superenrollado por
cambio conformacional si la interaccion de éste con el complejo metalico fuera

de tipo no covalente.

4.2.5.3.3.1.1- Complejos de Pd

Se determiné el efecto de los complejos de paladio sobre el ADN plasmidico
utilizando diferentes ri a 37 °C durante 24 horas de incubacion.
El analisis detallado de la relacion de movilidades nos permite concluir que los

complejos de la serie [PdCI>(HL)] (Figura 22) introducen claros cambios
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conformacionales. La interaccion de estos complejos con el ADN conduce a
una disminucién de la movilidad de la forma superenrollada. Este efecto podria
deberse a la pérdida de supervueltas negativas en la estructura terciaria del
ADN generando una familia de topoisémeros. Este comportamiento es tipico de
los compuestos que alteran la topologia del ADN como intercalantes. Sin
embargo, también se ha reportado que no intercalantes unidos al surco menor
podrian tener un efecto similar [38]. La Figura 22 también muestra que el efecto
sobre la migracion es dosis dependiente.

No se observan cambios en las proporciones de ADN circular relajado y
superenrollado ni aparicion de ADN lineal por lo que se descarta la produccién

de cortes.

Pl R —

I 01 025 05 1 3 6 01 025 05 1 3 6

Forma Il

Forma |

control [PACI2(HL7)] [PACI2(HL6)]

Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa (0,7%) para los complejos
[PACI>(HL6)] y [PACI2(HL7)]. Todas las reacciones fueron incubadas en buffer
Tris-HCI (clorhidrato de tris(hidroximetil)aminometano) 10 mM, EDTA disddico

0,1 mM pH 7,4 en un volumen final de 20 pL, durante 24 horas a 37 °C. La
electroforesis se llevo a cabo en ausencia de BrEt. El gel fue tefiido después de
la corrida electroforética. ADN plasmidico (pBSK Il BlueScript (Stratagene) 300

ng por reaccion), ri = mol de complejo/mol de par de bases. Control: ADN

plasmidico incubado sin complejo. Forma Il: ADN circular relajado, Forma I:

ADN superenrollado.
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El efecto observado para todos los complejos fue similar. Si bien algunos
complejos no pudieron ser estudiados debido a su muy baja solubilidad
([PACIx(HL2)], [PdCI2(HL3)] y [PdCI>(HL8)]), todos los demas fueron estudiados
mostrando un efecto similar al indicado en la Figura 22. En forma general todos
los compuestos muestran un comportamiento asimilable al de un intercalante
modificando la conformacién del ADN superenrrollado lo que produce una

disminucién de su movilidad.

También se compard la velocidad con que se observa el efecto para diferentes
complejos de la serie [PdCI>(HL)]. La Figura 23 muestra el efecto del tiempo de
incubacion sobre la migracion del ADN superenrollado para los complejos
[PACI2(HL6)] y [PACI>(HL7)].

] ]

Tiempo(h) 0 025 05 1 2 3 4 5 0 025 05 1 2 3 4 5

Forma Il

Forma |

[PACI2(HL6)] [PACIo(HLT7)]

Figura 23. Evolucién de la interaccién de los complejos [PdCI2(HL6)] y
[PACI2(HL7)] con el ADN plasmidico con el tiempo. Los complejos [PdCI>(HL6)]
y [PdCI>(HL7)] se incubaron en Tris-HCI 10 mM, EDTA 0,1 mM pH 7,4 en un
volumen final de 20 pL, con pBSK 1l (300 ng) a ri=3 para los periodos de
tiempo indicados (h). El gel de agarosa se preparé en ausencia de BrEt. El gel
fue tefido después de la corrida electroforética. Forma Il: ADN circular relajado,

Forma |: ADN superenrollado.
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La Tabla 18 y la Figura 24 muestran el porcentaje de migracién de la forma
superenrollada del ADN en relacion al control, tiempo 0 en la incubacion. Los
cambios conformacionales en la forma superenrollada ya se hacen evidentes a
los 15 minutos, llegando a un méaximo a las 2 horas de incubacion a 37 °C. Los
complejos de Pd producen una rapida reduccién de la superhelicidad del ADN
plasmidico. Los resultados indican que la intensidad del efecto observado

depende de la naturaleza del ligando HL.

Tabla 18. Porcentaje de migracion del ADN en su forma superenrollada para
los complejos [PACI>(HL6)] y [PACI2(HL7)] en relacién al control.

Migracion ADN superenrollado
Tiempo (h) [PACI(HL6)] [PACIy(HL7)]

0 100 100
0,25 90,07 97,00
0,5 88,38 95,07

1 80,45 93,34

2 76,22 90,35

3 80,18 90,07

4 74,12 91,49

5 78,02 89,62
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Figura 24. Porcentaje de migracion del ADN plasmidico superenrollado
respecto al control (t=0) para los complejos [PdCI>(HL6)] y [PdCI>(HL7)] en

funcién del tiempo.

Con el fin de analizar mas a fondo la interaccion con el ADN de los complejos
de la serie [PdCI>(HL)] se decidio estudiar el efecto de la distamicina sobre la
interacciéon. La distamicina es un antibidtico oligopeptidico que ha demostrado
una alta afinidad de union por el surco menor del ADN, en particular en las
secuencias AT [39]. Como se muestra en la Figura 25 la distamicina, no inhibe
el efecto observado de los complejos [PdCI>(HL)] sobre el ADN plasmidico. Sin
embargo, a pesar de que se obtiene el mismo cambio de movilidad, se pudo

observar una disminucién de la dispersion de topoisémeros a los valores mas
altos de r;.
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Figura 25. Interaccion del ADN plasmidico con [PdCI>(HL5)] con distamicina. La
incubacion se hizo en Tris-HCI 10 mM, EDTA 0,1 mM pH 7,4 en un volumen
final de 20 pL, durante 24 horas con pBSK 1l en diferentes r; (0,5; 1,0; 3,0) con
(panel derecho) o sin distamicina (panel izquierdo), 0,1 mM. El gel de agarosa

se preparo sin BrEt. El gel fue tefiido después de la corrida electroforética.

4.2.5.3.3.1.2- Complejos de Pt

Para los complejos de platino se realiz6 el mismo estudio, en las mismas
condiciones que se indico para los complejos de paladio.

Al igual que para los complejos de paladio, el andlisis detallado de la relacion
de movilidades nos permitié concluir que los complejos de la serie [PtClx(HL)]
introducen claros cambios conformacionales. A modo de ejemplo las Figuras
26 y 27 muestran el comportamento electroforético de los complejos
[PtCI2(HL5)], [PtCI2(HL7)], y [PtCl2(HL3)] (Figura 26) y [PtCl2(HL1), [PtClx(HL2)]
y [PtCl2(HL4)] (Figura 27). La interaccion de estos complejos con el ADN
también conduce a una disminucién de la movilidad de la forma superenrollada
generando una familia de topoisémeros. De la misma manera que para los
complejos de Pd, interpretamos que este efecto podria deberse a la pérdida de

supervueltas negativas en la estructura terciaria del ADN, comportamiento
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tipico de los compuestos intercalantes. También en estos casos el efecto sobre
la migracion es dosis dependiente.

1 _—]
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control  [PtClo(HL5)]  [PtCla(HL7)] [PtCla(HL3)]

Figura 26. Electroforesis en gel de agarosa (0,7%) para complejos de platino.
Los diferentes complejos utilizados se indican en la parte inferior de cada
seccion del gel. Todas las reacciones fueron incubadas en buffer Tris-HCI 10
mM, EDTA disddico 0,1 mM pH 7,4 en un volumen final de 20 pL, durante 24
horas a 37 °C. La electroforesis se llevo a cabo en ausencia de BrEt. El gel fue
tefiido después de la corrida electroforética. ADN plasmidico (pBSK I
BlueScript (Stratagene) 300 ng por reaccion), ri = mol de complejo/mol de par
de base. Control: ADN plasmidico incubado sin complejo. Forma II: ADN

circular relajado, Forma I: ADN superenrollado.
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Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa (0,7%) para complejos de platino.
Los diferentes complejos utilizados se indican en la parte inferior de cada
seccion de gel. Todas las reacciones fueron incubadas en buffer Tris-HCI 10
mM, EDTA 0,1 mM pH 7,4 en un volumen final de 20 pL, durante 24 horas a 37
°C. La electroforesis se llevo a cabo en ausencia de BrEt. El gel fue tefiido
después de la corrida electroforética. ADN plasmidico (pBSK 1l BlueScript
(Stratagene) 300 ng por reaccion), ri = mol de complejo/mol de par de base.
Control: ADN plasmidico incubado sin complejo. Forma II: ADN circular

relajado, Forma I: ADN superenrollado.

En forma general los 8 compuestos de Pt de formula [PtClz(HL)] muestran un
comportamiento asimilable al de un intercalante modificando la conformacion
del ADN superenrrollado y produciendo una disminucion de su movilidad. Su
comportamiento es similar al de los 8 complejos analogos de Pd, pero menos
intenso. Los complejos de la serie [PtCl2(HL)] muestran entonces un

comportamiento similar al de los intercalantes clasicos.

Estudios previos de interaccion de complejos metalicos con ADN plasmidico en
diferentes sistemas de amortiguacién, indican que la modificacion de la
estructura terciaria del ADN depende de la naturaleza del buffer utilizado en los
experimentos de electroforesis [40, 41]. Por ejemplo, para el cisplatino si se
utiliza buffer Tris se requiere una concentraciéon 10 veces mayor de complejo

que si se trabaja en buffer HEPES para producir un nivel similar de dafio en el
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ADN [42]. En consecuencia, también se estudio el efecto de los complejos
[PtCl2(HL)] sobre el ADN superenrollado en buffer HEPES (25 mM, pH 7). En la
Figura 28 se muestran los resultados para algunos de los complejos
[PtCl2(HL)].

05 3 6 05 3 6 05 3 6 05 3 6

li

Forma ll

Forma |

[PtCI2(HLL)]  [PtClo(HL2)]  [PtCla(HL4)]  [PtCla(HL8)]  control

Figura 28. Electroforesis en gel de agarosa (0,7%) para complejos de platino.
Los diferentes complejos utilizados se indican en la parte inferior de cada
seccion de gel. Todas las reacciones fueron incubadas en buffer HEPES (25
mM, pH 7) en un volumen final de 20 pL, durante 24 horas a 37 °C. La
electroforesis se llevo a cabo en ausencia de BrEt. El gel fue tefiido después de
la corrida electroforética. ADN plasmidico (pBSK Il BlueScript (Stratagene) 300
ng por reaccion), ri = mol de complejo/mol de par de base. Control: ADN
plasmidico incubado sin complejo. Forma Il: ADN circular relajado, Forma I:

ADN superenrollado.

Con buffer HEPES se sigue observando el mismo patrén de interaccion con el
ADN plasmidico encontrado para estos complejos utilizando buffer Tris-HCI.
Sin embargo, se observa una intensificacion de los efectos sobre la estructura
terciaria del ADN plasmidico usando buffer HEPES. La Figura 29 muestra los
resultados comparativos para algunos complejos de Pt en los dos buffers. En
efecto, con buffer HEPES se puede observar a ri bajos la pérdida total de
supervueltas negativas que conduce a una completa relajacién, asi como el
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cambio de movilidad de la forma de relajada, debido a la distorsion de la hélice
y la formacién de los supervueltas positivas. En el ri mdximo ensayado, la casi
desaparicion de las bandas observada en buffer HEPES, se podria interpretar
como debida a la dispersién de las formas del ADN plasmidico en varios
topoisbmeros. Sin embargo, en estos casos, no se puede excluir un efecto de

degradacion.
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Figura 29. Interaccion de los complejos [PtCl2(HL)] con el ADN plasmidico (HL
= HL2 y HL4). Los diferentes complejos estudiados se indican en la parte
inferior de cada seccion de gel. Todas las reacciones se incubaron (a) en Tris-
HCI 10 mM, EDTA 0,1 mM pH 7,4 o (b) en HEPES 25 mM pH 7,0 en un
volumen final de 20 uL, durante 24 horas a 37 °C. Control: ADN plasmidico
incubado a 37 °C durante 24 h. pBSK BlueScript Il (Stratagene) (I) ADN
superenrollado y (I) de ADN circular. r; = relacion molar complejo
metélico:pares de bases del ADN. La electroforesis se llevo a cabo en ausencia

de BrEt. El gel fue tefiido después de la corrida electroforética.
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4.2.5.3.3.1.3- Comparacion de los complejos de Pd y Pt de la serie
[MCI2(HL)]

Los diferentes complejos de paladio y platino mostraron un comportamiento
similar. La cuantificacion de las cantidades relativas de las dos formas de ADN
demostré que los complejos no fueron capaces de introducir eventos de
escision en el ADN superenrollado (forma |I) aumentando la cantidad de ADN
circular relajado (forma Il). Por otro lado, el analisis detallado de la movilidad
relativa demostr6 que los complejos introducen claros cambios
conformacionales. La interaccion de estos complejos con el ADN plasmidico
produce una disminucién de la movilidad acompafada de una dispersion de la
banda de la forma superenrollada. La Figura 30 también muestra que el efecto
sobre la migracién depende de la dosis. De hecho, depende de la naturaleza
del metal y del ligando (Figura 30). En general, el efecto producido por los
complejos de paladio fue significativamente mas intenso que el que se observo

para los correspondientes de platino.

—m— [PdCI,(HL7)]

A [PtCL(HL7)]
100

98 |
96 |
94
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del ADN superenrollado (%)

Movilidad electroforética relativa al control

0 T T T T T T T T T T T T T

Figura 30. Porcentaje de movilidad electroforética de la forma superenrollada
relativa al control (ri=0, no se adicion6 complejo metalico) vs r; para [PtClx(HL7)]
y [PACI2(HL7)].
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4.2.5.3.3.2- Medidas de viscosidad del ADN para los complejos de Pd y Pt

Las mediciones hidrodinamicas que son sensibles a los aumentos de longitud
de la doble hélice del ADN, como por ejemplo la medida de viscosidad, se
consideran como las menos ambiguas y la prueba més critica de un modelo de
unién en solucion al ADN en ausencia de datos cristalograficos y de datos
estructurales de RMN [36, 43-46]. Un modelo clasico de intercalacion resulta en
el alargamiento de la hélice debido a que los pares de bases se separan con el
fin de acomodar el ligando unido, lo que lleva a un aumento de la viscosidad
del ADN [36]. Por ejemplo, el intercalante BrEt aumenta la viscosidad relativa
especifica, como se esperaria para el alargamiento de la doble hélice del ADN
resultante de la intercalacion [43, 47]. Por otro lado, se podria dar la
disminucién de la viscosidad relativa especifica del ADN. Este comportamiento
puede explicarse por un modo de union que produce dobleces o torceduras en
la hélice del ADN [48]. El cisplatino se une covalentemente a bases adyacentes
de una misma hebra y como resultado produce una torcedura del ADN que
conduce a la reduccion de la viscosidad del ADN de forma dosis dependiente
[48]. La disminucion de la viscosidad se explica en algunos otros casos por un
modelo en el que los ligandos estan obligados a unirse de un modo parcial de
intercalacion clasica en la que la fraccion aromatica planar no puede ser
plenamente insertada entre los pares de bases. El resultado de tal union, se
propuso, puede ser un codo (“kink”) en la hélice del ADN, lo que reduciria su
longitud efectiva y, concomitantemente, su viscosidad. Por lo tanto, una
intercalacion parcial y/o intercalacion no clasica también puede doblar (o
generar “kink”) la hélice de ADN, resultando en una disminucion de la longitud

y, concomitantemente, de la viscosidad del ADN [43, 49].

Con el fin de verificar el modo de unién de los complejos [MCI2(HL)] en estudio,
se llevaron a cabo las mediciones de viscosidad de ADN de timo de ternero en
funcion de la variacion de los valores de ri. Todos los complejos estudiados
aumentaron la viscosidad de soluciones de ADN de timo de ternero a medida
gue aumenta r;. Los resultados para los complejos [PdCIz(HL1)] y [PtCl2(HL3)]

se ilustran en la Figura 31.
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Figura 31. Viscosidad relativa al control (sin agregado de ADN) del ADN de
timo de ternero en funcion del r; para los complejos [PdCIx(HL1)] y [PtCl2(HL3)].

ri=mol de complejo/mol de pares de bases de ADN.

4.2.5.3.3.3- Dicroismo circular

El dicroismo circular (DC) es una técnica muy util para la determinacion de los
cambios en la morfologia del ADN durante la interaccion del mismo con
farmacos pues las sefiales de DC son muy sensibles a la forma de interaccion
del ADN con moléculas pequeniias [50, 51].

Las modificaciones en la sefial de DC en el rango 200-300 nm se han utilizado
para seguir los cambios en la conformacion de las diversas formas de las
cadenas de ADN, [52-54] o para obtener informacién sobre la ruptura o dafio
[55] de la cadena por la accién de un ion metalico (o complejo metélico). Si no
hay cambios, se ve un espectro de dicroismo circular del ADN normal en el
rango 200-300 nm, esto es una indicacién de que la conformacion de la cadena
de ADN no ha cambiado, pero no es una prueba clara de que el ion metélico no
esta unido [56]. El espectro de dicroismo circular de la doble hélice derecha de
la forma B del ADN consiste de dos bandas: una positiva (275 nm) debida al
apilamiento de bases del ADN y una negativa (245 nm) debida a la helicidad

derecha del ADN [52]. De esta forma, los cambios observados en las sefales
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de los espectros de dicroismo circular del ADN corresponden a cambios
ocurridos en la estructura del mismo cuando hay interacciones con otras
moléculas [57]. En general se acepta que la intercalacion clasica mejora el
apilamiento de bases y estabiliza la helicidad, y por lo tanto aumenta la
intensidad de las bandas de ambos, mientras que la interaccién en uno de los
surcos y las interacciones electrostaticas de moléculas pequefias muestran una
menor o ninguna perturbacion en el apilamiento de bases y banda de helicidad
y, por lo tanto, el espectro DC casi no cambia [58].

4.2.5.3.3.3.1- Complejos de Pd

Las Figuras 32 y 33 muestran el efecto de los complejos [PdCl>(HL6)] vy
[PACI>(HL7)] sobre el espectro DC del ADN de timo de ternero. La adicion de
los complejos a la solucion de ADN produjo una disminucion de la intensidad
de las dos bandas del ADN, y causo el desplazamiento de estas bandas para la
region del rojo. Estos resultados indican que estos complejos interactian con el
ADN de timo de ternero, causando un cambio conformacional de la forma B-
ADN a la forma Z-DNA y causan disturbios en la disposicion de las
nucleobases [35, 59]. Sin embargo, los cambios inducidos por el complejo
[PACI2(HL6)] en el espectro son mas notorios que los inducidos por el complejo
[PACI2(HL7)], lo que sugiere que el complejo de [PdCI>(HL6)] tiene mas afinidad
por el ADN que el complejo [PdCI>(HL7)]. Estos resultados estan de acuerdo
con los que se muestran para los dos complejos en el enfoque de electroforesis
y analisis de viscosidad. Ademas, se observo una nueva banda negativa en el
rango de 325-350 nm después de la incubacion con el complejo de Pd(ll). Cada
complejo de Pd(ll) esta originalmente en un entorno no-quiral y, por lo tanto, no
muestra bandas en los experimentos de DC. Esta nueva sefial en el espectro
de DC sugiere la unién, o al menos la formacién de un aducto entre el ADN y el

complejo metélico.
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Figura 32. Espectro de dicroismo circular de ADN de timo de ternero 200 uM en
buffer Pipes 25 mM pH=7, en ausencia (r=0) y en presencia de
concentraciones variadas de complejo [PdCI>(HL6)] (r=0,25; r=0,5 y r=1), donde
r= [[PdCI2(HL6)])/[ADN timo de ternero].
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Figura 33. Espectro de dicroismo circular de ADN de timo de ternero 200 uM en
buffer Pipes 25 mM pH=7, en ausencia (r=0) y en presencia de
concentraciones variadas de complejo [PdCI>(HL7)] (r=0,25; r=0,5 y r=1), donde
r= [[PACI2(HL7)])/[ADN timo de ternero].

4.2.5.3.3.3.2- Complejos de Pt

La incubacion de ADN de timo de ternero con los complejos de Pt(ll) produce
un efecto muy diferente en el espectro de DC del ADN. La Figura 34 muestra el

efecto cuando se incuba ADN con el complejo [PtCl>(HL3)].
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Figura 34. Espectro de dicroismo circular de ADN de timo de ternero 200 uM en
buffer Pipes 25 mM pH=7, en ausencia (r=0) y en presencia de complejo
[PtCI2(HL3)] (r=1), donde r= [PtCl2(HL3)]/[ADN timo de ternero].

No se observaron cambios en el espectro de DC del ADN de timo de ternero en
el rango de 200-300 nm para el valor mas alto de ri probado (ri = 1,0). Esto es
una indicacion de que la conformacién de la cadena de ADN no se ha
cambiado de manera significativa, pero no es una prueba de que el complejo
de Pt(Il) no interacttia en las condiciones ensayadas con el ADN. De hecho, los
resultados de las otras técnicas ensayadas demostraron que los complejos de
Pt interactian con el ADN. Teniendo en cuenta que Pt(ll) es mas inerte que el
Pd(Il), es probable que el tiempo de incubacion no fuera suficiente para permitir

la produccion de interacciones detectables en experimentos de DC.

4.2.5.3.3.4- Microscopia de fuerzas atémicas para los complejos de Pd y

Pt

La modificacion de la conformacién del ADN inducida por los complejos
metalicos puede ser también examinada mediante microscopia de fuerzas
atbmicas (AFM). Esta resulta ser una excelente herramienta para el

seguimiento de las alteraciones estructurales producidas en la conformacién
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del ADN [60-66]. En particular, esta metodologia se utiliza para visualizar
moléculas individuales de ADN y puede ser utilizada para analizar los efectos
inducidos por la interaccion de complejos metalicos sobre la conformacion
general de las moléculas de ADN. Se pueden medir los cambios en la longitud
de contorno y la distancia de extremo a extremo de las moléculas de ADN
individuales en funcion de la concentracién de los nuevos compuestos. Es asi
gue la técnica ha sido utilizada para obtener imagenes de una sola cadena de
ADN, ADN de doble cadena, complejos ADN- proteinas y complejos ADN-
compuesto metélico [67].

Entonces, en este Trabajo de Tesis se llevaron a cabo experimentos de AFM
para proporcionar una visibn mas profunda del probable mecanismo de
interaccion de los complejos [MCIx(HL)] con el ADN. Al igual que fuera
observado en los experimentos de electroforesis, los 16 complejos modificaron
la estructura terciaria del ADN plasmidico pBR322. A modo de ejemplo la
Figura 35 muestra imagenes de AFM del plasmido pBR322 incubado con dos
complejos analogos de Pd y Pt [MCI>(HL)] en concentraciones que
corresponden a una relacion molar compuesto: pares de bases del ADN ri=0,2.
Después de una incubacion de 3 horas, se pueden observar cambios en la
forma del ADN plasmidico, superenrollamiento y torceduras. Estos cambios
fueron mas significativos después de 22 horas de incubacién ya que la
interaccion progresiva produce el superenrollamiento de un mayor namero de
formas plasmidicas. Como ya se observo por otras técnicas, los efectos
parecen ser mas intensos para los complejos de Pd que para los analogos de
Pt para igual tiempo de incubacion. Los compuestos de Pd produjeron también

un aumento del grosor de ADN.
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[PtCl2(HL1)], 3 horas . [PtCl2(HL1)], 22 horas

Figura 35. Imagenes de AFM gue muestran las modificaciones sufridas por el
ADN pBR322 pretratado por calor debidas a la interaccion con [PdCIl>(HL1)] y
[PtCl2(HL1)] para diferentes tiempos de incubacion (3 y 22 h) y una relacion
molar complejo: pares de bases del ADN r; = 0,2.
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4.2.5.3.4- Estudio del mecanismo molecular de los complejos de Pd y Pt
de la serie [M(L)2]

4.2.5.3.4.1- Complejos de Pd

Para los complejos de la serie [Pd(L)2], no se observa ningun efecto sobre el
ADN plasmidico. Estos complejos no producen “nicks” ni introducen cambios
conformacionales a las dosis ensayadas. La Figura 36 muestra a modo de
ejemplo resultados de electroforesis en gel para uno de los complejos de Pd de

esta serie.
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Figura 36. Electroforesis en gel de agarosa (0,7%) para el complejo [Pd(L4)].
Todas las reacciones fueron incubadas en buffer Tris-HCI 10 mM, EDTA 0,1
mM pH 7,4 en un volumen final de 20 uL, durante 24 horas a 37 °C. La
electroforesis se llevo a cabo en ausencia de BrEt. El gel fue tefiido después de
la corrida electroforética. ADN plasmidico (pBSK Il BlueScript (Stratagene) 300
ng por reaccion), ri = mol de complejo/mol de par de base. Control: ADN
plasmidico incubado sin complejo. Forma Il: ADN circular relajado, Forma I:

ADN superenrollado, Forma Ill: ADN lineal.
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Todos los complejos de la serie siguieron este patron general, exceptuando al
complejo [Pd(L3)2], el cual al interactuar con ADN condujo a una disminucion

de la movilidad de la forma superenrollada.

Este resultado esta de acuerdo con los resultados de viscosidad. La Figura 37
revela que para el complejo [Pd(L3)2] la viscosidad del ADN aumentd con el

tiempo.
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Figura 37. Viscosidad del ADN de timo de ternero en funcion de r; para el
complejo [Pd(L3)2].

Estos resultados también concuerdan con los obtenidos por microscopia de

fuerzas atomicas (Figura 38). La figura muestra para el complejo [Pd(L3)2] una

interaccidbn mas evidente que para los otros complejos de la serie.
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Figura 38. Imagenes de AFM para los complejos [Pd(L2)2] y [Pd(L3)2].

La adicion de los complejos de la serie [Pd(L)2] a la solucion de ADN de timo de
ternero (Figura 39) no produce cambios en el espectro de dicroismo circular de
éste. Se observa el espectro de dicroismo circular del ADN normal en el rango
200-300 nm. Esto es una indicacion de que la conformacion de la cadena de
ADN no se ha modificado de manera significativa, pero no es una prueba de
gue el complejo de Pd(Il) no interactia con el ADN en las condiciones

ensayadas.
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Figura 39. Espectro de dicroismo circular de ADN de timo de ternero 200 uM en
buffer Pipes 25 mM pH=7, en ausencia (r=0) y en presencia de diferentes
concentraciones relativas de complejo [Pd(L7)2] (r=0,25 y r=0,5), donde r=

[[Pd(L7)2][/[ADN timo de ternera].

4.2.5.3.4.2- Complejos de Pt

En forma general, para los complejos de la serie [Pt(L)2], no se observa ningun
efecto sobre el ADN plasmidico. Estos complejos no introducen cambios
conformacionales en el ADN a las dosis ensayadas (Figura 40). Resulta
interesante que el complejo [Pt(L2)2] (Figura 41) no siguio el patron general y al

interactuar con el ADN produjo una leve disminucion de la movilidad de la

forma superenrollada.
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Figura 40. Electroforesis en gel de agarosa (0,7%) para complejos de platino.
Los diferentes complejos utilizados se indican en la parte inferior de cada
seccion de gel. Todas las reacciones fueron incubadas en buffer Tris-HCI 10
mM, EDTA 0,1 mM pH 7,4 en un volumen final de 20 pL, durante 24 horas a 37
°C. La electroforesis se llevo a cabo en ausencia de BrEt. El gel fue tefiido
después de la corrida electroforética. ADN plasmidico (pBSK 1l BlueScript
(Stratagene) 300 ng por reaccion), ri = mol de complejo/mol de par de base.
Control: ADN plasmidico incubado sin complejo. Forma II: ADN circular

relajado, Forma I: ADN superenrollado.
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Figura 41. Electroforesis en gel de agarosa (0,7%) para el complejo. Todas las
reacciones fueron incubadas en buffer Tris-HCI 10 mM, EDTA 0,1 mM pH 7,4
en un volumen final de 20 pL, durante 24 horas a 37 °C. La electroforesis se

llevé a cabo en ausencia de BrEt. El gel fue tefiido después de la corrida
electroforética. ADN plasmidico (pBSK Il BlueScript (Stratagene) 300 ng por
reaccion), ri = mol de complejo/mol de par de base. Control: ADN plasmidico
incubado sin complejo. Forma Il: ADN circular relajado, Forma I: ADN

superenrollado.

Para algunos complejos de platino se decidié realizar el mismo estudio pero
usando HEPES como buffer de incubacién (25 mM, pH 7) como se indicé
previamente. Con buffer HEPES se siguid respetando el mismo patron de
interacciéon con el ADN plasmidico encontrado utilizando buffer Tris-HCI. La
Figura 42 muestra los resultados electroforéticos obtenidos para los complejos
[Pt(L1)2], [Pt(L2)2], [Pt(L3)2] y [Pt(L4)2].

Se observa una intensificacion del efecto del complejo [Pt(L2)2] sobre la

estructura terciaria del ADN plasmido usando buffer HEPES (Figura 42).
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Figura 42. Electroforesis en gel de agarosa (0,7%) para complejos de platino.
Los diferentes complejos utilizados se indican en la parte inferior de cada
seccion de gel. Todas las reacciones fueron incubadas en buffer HEPES 25
mM, pH 7 en un volumen final de 20 uL, durante 24 horas a 37 °C. La
electroforesis se llevo a cabo en ausencia de BrEt. El gel fue tefiido después de
la corrida electroforética. ADN plasmidico (pBSK Il BlueScript (Stratagene) 300
ng por reaccion), ri = mol de complejo/mol de par de base. Control: ADN
plasmidico incubado sin complejo. Forma Il: ADN circular relajado, Forma I:

ADN superenrollado.

Ademas, algunos complejos que en buffer Tris no mostraron efecto, en buffer
HEPES si lo hicieron ([Pt(L5)2] (Figura 43) y [Pt(L7)2]).
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Figura 43. Electroforesis en gel de agarosa (0,7%) para el complejo [Pt(L5)2].
Todas las reacciones fueron incubadas en buffer HEPES 25 mM, pH 7 en un
volumen final de 20 uL, durante 24 horas a 37 °C. La electroforesis se llevo a
cabo en ausencia de BrEt. El gel fue tefiido después de la corrida
electroforética. ADN plasmidico (pBSK Il BlueScript (Stratagene) 300 ng por
reaccion), ri = mol de complejo/mol de par de base. Control: ADN plasmidico
incubado sin complejo. Forma Il: ADN circular relajado, Forma I: ADN

superenrollado, Forma Ill: ADN lineal.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por microscopia de fuerzas
atomicas (Figura 44). La figura muestra que existié una mayor interaccion para
el complejo [Pt(L2)2] que para otros complejos de la serie. Lo mismo ocurrio

con los complejos [Pt(L5)2] y [Pt(L7)2].
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Figura 44. Imagenes de AFM para los complejos [Pt(L4)2] y [Pt(L2)2].

La adicion de los complejos de la serie [Pt(L)2] a la solucion de ADN de timo de
ternero (Figura 45) no produjo cambios en el espectro de dicroismo circular del
ADN. Se obtuvo un espectro de dicroismo circular del ADN normal en el rango
200-300 nm. Nuevamente, esto es una indicacioén de que la conformacién de la
cadena de ADN no ha cambiado, pero no es una prueba absoluta de que el
complejo de Pt(ll) no ha interaccionado con el ADN en las condiciones
ensayadas. La Figura 45 muestra a modo de ejemplo los resultados de DC

para el complejo [Pt(L2)2].
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Figura 45. Espectro de dicroismo circular de ADN de timo de ternero 200uM en
buffer Pipes 25 mM pH=7, en ausencia (r=0) y en presencia de
concentraciones variadas de complejo [Pt(L2)2] (r=0,25; r=0,5y r=1), donde r=
[Pt(L2)2]/[ADN timo de ternero].

4.3- CONCLUSIONES

Se sintetizaron dieciséis complejos de Pt(ll) de formula [PtCl2(HL)] y [Pt(L)2]
utilizando como ligandos organicos tiosemicarbazonas bioactivas frente a T.
cruzi derivadas del 5-nitrofurano. Se realiz6 una caracterizacion analitica,
fisicoquimica y estructural exhaustiva de los compuestos obtenidos y se estudid
propiedades fisicoquimicas potencialmente relacionadas con la actividad
biolégica como el comportamiento electroquimico. También, se determind la
actividad bioldgica in vitro de los compuestos sobre la forma epimastigota y

tripomastigota del parasito.

Los estudios de caracterizacién realizados demostraron que los nuevos
complejos de Pt(ll) con ligandos bioactivos tiosemicarbazona desarrollados
resultaron isoestructurales de los analogos de Pd(Il) previamente estudiados en

el marco del grupo que integro.
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Estos complejos mostraron una buena actividad antitripanosoma sobre la forma
epimastigota de dos cepas del parasito. En particular, la coordinacién de L3
con Pt(Il) para la formacion de [Pt(L3)2] produjo una actividad casi cinco veces
mayor que la mostrada por el ligando libre. Los complejos de Pt(ll) con ligandos
bioactivos 3-(5-nitrofuril) acroleina tiosemicarbazona también mostraron
actividad antitripanosoma. Si se comparan los resultados para los complejos de
Pt con los ligandos HL1-HL4, con los complejos de los ligandos HL5-HL8 no se
observa gque exista una tendencia regular en la actividad anti T. cruzi cuando se
cambia la longitud de la cadena de los ligandos (HL1-HL4 a HL5-HL8). Cuando
los resultados se comparan con los previamente reportados para los ligandos
libres y los compuestos anélogos de Pd(ll), se puede afirmar que el patrén de
actividad se modifica significativamente al cambiar el atomo central. La
actividad de los complejos de Pd(ll) siguio la tendencia general: [PdCI>(HL)]>
ligando libre> [Pd(L).]. Esta tendencia no se observo para los compuestos
analogos de Pt(ll). Estos mostraron una mayor variabilidad y una ausencia de
un patron asociado a la naturaleza del ligando o a la pertenencia a una u otra
serie de compuestos [PtCl2(HL)] y [Pt(L)2]. Este comportamiento podria estar
relacionado con diferencias en la biodisponibilidad, la toxicidad no especifica

y/o el mecanismo de accion de ambas series de complejos metalicos.

La mayoria de los compuestos de Pt(Il) resultaron mas activos contra la forma
infecciosa tripomastigota que contra la forma epimastigota del parasito.
Ademas, la mayoria de los compuestos fueron mas activos en tripomastigotas
gue el Nifurtimox. Este resultado es importante teniendo en cuenta que la

tripomastigota es la forma infectiva en el hospedero mamifero.

Si bien los compuestos de Pt desarrollados presentaron citotoxicidad
inespecifica elevada, los compuestos testeados mostraron un indice de
selectividad hacia el parasito ligeramente mayor que el de los ligandos libres y
sus complejos de Pd. Esto constituye un punto de partida para continuar
trabajando con los compuestos de Pt modificando la esfera de coordinacion del
mismo por introduccién de co-ligandos que pudieran modificar favorablemente

las propiedades biologicas de estos compuestos.
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Para verificar si la hipétesis inicial de que la estrategia de coordinar ligandos
bioactivos contra T. cruzi con Pt(Il) podia resultar una estrategia adecuada para
generar compuestos con actividad incrementada y mecanismo de accion dual
se traté de obtener una vision del mecanismo de accion de estos complejos
metalicos. Para ello, se estudid su capacidad de producir radicales libres
intraparasitarios al igual que los ligandos y de interaccionar con el ADN como

segundo blanco de accién.

Todos los compuestos fueron capaces de producir radicales libres en el
parasito intacto. Los estudios de EPR mostraron que los complejos de Pt(ll)
tiosemicarbazona se biorreducen en el parasito generando radicales a través
del grupo nitro, lo que indica que estos complejos podrian mantener el

mecanismo de accion del farmacoéforo 5 nitrofurano.

Ademas, como parte de los objetivos fundamentales de este Trabajo de Tesis,
se realizo un estudio exhaustivo para los complejos analogos de Pd(ll) y Pt(ll)
de su interaccion con el ADN, utilizando diferentes técnicas propias de la
biologia molecular. De los estudios realizados se desprende que los complejos
de Pt(Il) y Pd(ll) de formula [MCI>(HL)] introducen, en general, estructuras
anomalas en el ADN lo que lleva a la pérdida de superhelicidad. Este efecto
pudo ser comprobado inequivocamente a través del enfoque electroforético
complementado con los resultados de los estudios de AFM y DC vy las
mediciones de viscosidad. También, se pudo descartar la interaccion de los
mismos a través del surco menor del ADN por estudios de competencia con
distamicina. Por otro lado, no fueron detectados eventos de escisién de simple
o doble hebra del ADN. En general, todas las técnicas mostraron que la
naturaleza de la interaccién con el ADN de las series de complejos analogos de
Pd(Il) y Pt(ll) parece ser de similar naturaleza. Los complejos de Pd(ll)
producen una interaccion significativamente mas intensa que la observada para
los correspondientes de Pt(ll). Es probable que una interaccion inicial de tipo
covalente con el ADN podria mediar en la interaccién y que la mayor inercia de
los complejos de Pt(ll) respecto a la de los analogos de Pd(ll) explicaria estas
diferencias de comportamiento. En particular, los experimentos de DC apoyan

esta hipétesis.
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Por el contrario, para los complejos de formula [M(L)2] no se observa un patrén
comun de interaccion. En forma general, podria decirse que la mayoria no
muestra interaccién en los experimentos por electroforesis en gel y dicroismo
circular. No encontramos explicacion plausible para el comportamiento de

algunos complejos [M(L)-] que escapan a esta regla general.

En definitiva, los resultados mostraron que algunos de los compuestos podrian
actuar como inhibidores duales en el parasito, a través de la produccion de

radicales libres toxicos y a través de la interaccion con el ADN.

Como resultado de gran significacion tanto para la formacién personal como
para el grupo que esta tesista integra, ésta ha adquirido experiencia e
independencia en el desarrollo e interpretacion de los estudios de interaccion
con ADN, principalmente aquellos realizados por electroforesis en gel. De esta
forma este grupo de Quimica Inorganica Medicinal expande sus posibilidades
de realizar profundos estudios de mecanismo de accion de nuevos complejos
metalicos bioactivos. La cotutoria de la Dra. Garat ha resultado fundamental

para este logro.
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5.1- INTRODUCCION

Como ya se ha descrito previamente, la hipotesis general de este Trabajo de
Tesis implica la sintesis y caracterizacion de compuestos de Pt(ll) y Pd(ll) con
ligandos que muestran actividad contra Trypanosoma cruzi y su estudio
comparativo tanto estructural como biolégico y de mecanismo de accién. En
particular, este capitulo trata de los estudios quimicos, biolégicos y de
mecanismo de accién realizados a compuestos de Pd(ll) y Pt(ll) con el ligando
bioactivo N-6xido de 2-mercapto piridina (Hmpo) (Figura 1) y su comparativa
con el nuevo complejo de este ligando de Au(l) desarrollado en el marco de
este Trabajo de Tesis, y con el compuesto ya conocido de V(IV).

X

=
N SH

'

O

Figura 1. Estructura del ligando bioactivo N-0xido de 2-mercapto piridina

(Hmpo)

5.1.1- ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL LIGANDO N-OXIDO DE 2-
MERCAPTOPIRIDINA

La presencia de la enzima NADH-fumarato reductasa en varios miembros del
género Trypanosoma proporciona un potencial blanco de accion para los
agentes antitripanosomales, ya que no esta presente en las células mamiferas
[1-6]. Esta enzima integrante de la cadena respiratoria del parasito produce
succinato por reduccion de fumarato (Figura 2). El succinato posee al menos
dos funciones en el parésito: (i) es uno de los principales sustratos respiratorios
y por lo tanto es necesario para la produccion de energia [3,4]; (ii) el succinato
puede ser utlizado para la eliminacion del exceso de equivalentes de
reduccion, ya que la enzima lactico-deshidrogenasa estd ausente en los
tripanosomatidos [7]. Esto ultimo explica por qué los tripanosomas acumulan

succinato en condiciones anaerdbicas [8].
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Figura 2. Cadena respiratoria propuesta para los tripanosomas.

La ausencia de la enzima fumarato reductasa en células de mamifero
proporciona entonces una diana para potenciales agentes contra la
enfermedad de Chagas. De hecho, se ha demostrado que varios
nitroimidazoles y benzimidazoles, algunos de los cuales se utilizan actualmente
en el tratamiento de la enfermedad de Chagas, como el benznidazol, o de la
helmintiasis son poderosos inhibidores de esta enzima [9]. Otros
antihelminticos no imidazélicos como el farmaco L-092, 201 (Figura 3),
desarrollado por Merck, Sharp & Dohme contra la enzima fumarato reductasa
encontrada en Haemonchus contortus, también inhibe la enzima de

Trypanosoma brucei y el crecimiento de cultivos de tripomastigotas prociclicos
de este parasito [6].
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Figura 3. Estructura del farmaco L-092, 201.

El N-6xido de 2-mercapto piridina (Hmpo), uno de los precursores de la sintesis
del farmaco L-092, 201 [10], también resulta un inhibidor de la enzima fumarato
reductasa aislada de epimastigotas de T. cruzi, mostrando un valor de
concentracion inhibitoria 50 %, Clso, de 35 pM. Este compuesto inhibe el
crecimiento de cultivos de epimastigotas de T. cruzi en concentraciones
aproximadamente dos ordenes de magnitud mas bajas que las que bloquean a
la fumarato reductasa in vitro (Clsp 0,08 pM). Cultivando epimastigotas de T.
cruzi durante 5 dias en presencia y en ausencia de succinato (5mM) se
comprob6 que la inhibicion del crecimiento del parasito se debe, al menos en
parte, a la inhibicion de la fumarato reductasa. El succinato disminuyo6
significativamente el efecto inhibidor del crecimiento celular del Hmpo. Por otro
lado, el crecimiento celular en ausencia de Hmpo fue el mismo en presencia o
en ausencia de succinato, lo que indica que el succinato no afecta la viabilidad
de la célula en condiciones normales de cultivo. Se determiné que el Hmpo
disminuye la acumulacion de succinato en epimastigotas de T. cruzi en una
forma dosis-dependiente [10]. También fue evaluado el efecto del Hmpo sobre
la viabilidad celular en otras etapas del ciclo de vida del T. cruzi. Como
resultado, se comprobd que este compuesto resulta también un potente
inhibidor de la proliferacion de amastigotas de T. cruzi en mioblastos de
mamiferos, a dosis que no afectan la viabilidad de los mioblastos. Ademas, si
se preincuba tripomastigotas con Hmpo (Clso = 20 pM), se inhibe la infeccion
de los mioblastos por éstos [10].

Las concentraciones de Hmpo requeridas para inhibir el crecimiento de cultivos
de epimastigotas de T. cruzi y para inhibir la capacidad de los tripomastigotas

para infectar a los mioblastos de mamiferos, resultaron inferiores a las
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necesarias para bloquear la actividad in vitro de la fumarato reductasa, lo que
sugiere que el farmaco puede tener mas de un blanco con diferentes
afinidades. Una explicacion alternativa dada por el grupo que desarroll6 estos
experimentos [10], involucraria que los cultivos de células podrian acumular
Hmpo durante prolongados periodos de tiempo, alcanzando asi
concentraciones suficientemente altas como para afectar la actividad de la
NADH-fumarato reductasa.

En resumen, todos estos resultados indican que el Hmpo es un potente
inhibidor del desarrollo de T. cruzi. Aunque no esta claro si su accion se debe a
su efecto inhibitorio sobre la NADH-fumarato reductasa, las bajas dosis
requeridas para bloquear el crecimiento de cultivos de T. cruzi y la aparente
falta de toxicidad para los cultivos celulares de mamiferos (por lo menos
durante la exposicion a corto plazo) sugiere que este compuesto 0 Sus

derivados pueden ser efectivos agentes antitripanosomales.

5.1.2- N-OXIDO DE 2-MERCAPTOPIRIDINA COMO LIGANDO

La sintesis del compuesto a ser utilizado como ligando fue reportada por
primera vez en 1954. A partir de su obtencion se realizé un esfuerzo sustancial

dedicado al estudio de la estructura y propiedades de este compuesto. Este

compuesto existe en dos formas tautomeéricas (1 y Il) (Figura 4).

X X

WL

O =—Z=
O=—=

Figura 4. Formas tautoméricas del compuesto N-O0xido de 2-mercaptopiridina

Jones y Katritsky establecieron que la forma tiona (Il) es la predominante [11],

lo que esta de acuerdo con el patron general de tautomeria de las mercapto-
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piridinas [12]. Desde el punto de vista de la quimica de coordinacion, este
compuesto presenta &tomos donores adecuados que le permiten coordinarse a
iones metalicos, el oxigeno del grupo N-6xido y el azufre tiocarbonilico. Como
se describe a continuacion, este compuesto ha demostrado su capacidad para
actuar como ligando bidentado de diferentes iones metalicos de la primera
serie de transicion y, también, de paladio(ll) y platino(ll). También, se han
descrito complejos de metales representativos y lantanoides, como el Zn, el Sn
y el Sm en los cuales este ligando coordina de forma bidentada. Pero por otro
lado, recientemente se ha descrito un complejo de Ru(ll) en el cual el mpo
coordina de forma monodentada por el azufre.

A efectos de profundizar en las caracteristicas del Hmpo como ligando se
describiran algunos aspectos relativos a los compuestos de coordinacion de
este ligando que se describen en la bibliografia, como ser: método de sintesis,
modo de coordinacion y estructura y actividad biologica. Para ese fin, se
decidié agrupar los mismos segun el grupo de elementos de la tabla periddica
al cual el metal central pertenece. En un grupo separado se describen los
complejos de vanadio, paladio y platino por su interés central para este Trabajo

de Tesis.

En cuanto a complejos del Hmpo con metales representativos, el complejo de
zinc, denominado comunmente piritiona de zinc, [Zn(mpo)z], (Figura 5), la sal
sodica del mpo y otras sales de este compuesto resultan eficaces agentes
antibacterianos y antifungicos. EI complejo [Zn(mpo)2] y la sal sédica del mpo
se utilizan como agentes antiseborreicos en champus y como conservantes
industriales en cosmeéticos. Se realizd un estudio comparativo del destino
metabdlico de estos compuestos administrados en forma intravenosa y dérmica
por analisis de muestras de orina utilizando los compuestos marcados con C-
14 y se encontré que sus metabolitos se excretan predominantemente a través
de esta ruta [13]. El principal metabolito urinario resultd ser el S-glucurénido de
N-Oxido de 2-mercaptopiridina y uno de los metabolitos de menor importancia
fue el S-glucurénido de 2-mercaptopiridina. El patron metabdlico después de la
aplicacién dérmica fue muy diferente, los principales metabolitos fueron el 2,2'-

piridildisulfuro y el sulfonato de 2-(piridil-N-6xido).
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Figura 5. Férmula estructural del complejo piritiona de zinc, [Zn(mpo)2].

También, se han descrito complejos de estafio. En particular, se sintetizd el
complejo [Sn(mpo)(Ph-H)s], donde Ph-H es el fenilo deprotonado, y se
determiné su estructura cristalina por estudios de difraccion de rayos X a partir
de monocristales obtenidos de cloroformo [14]. EI compuesto posee una
estructura de bipiramide trigonal con el ligando mpo unido de forma bidentada a
través de ambos atomos donores (Figura 6).

Figura 6. Estructura cristalina del complejo [Sn(mpo)(Ph-H)3]

También, se obtuvo el complejo de Sn(ll), [Sn(mpo);] (Figura 7) [15]. Este
compuesto se disefi6 para realizar el marcado de células, en particular
plaguetas, con el radionucleido Tc-99m. La alta liposolubilidad del compuesto
resulté en una captacion intracelular incrementada de Sn(ll) respecto a otros

compuestos cargados de este ion. Esto condujo a una efectiva reduccion
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intracelular del pertecnato y, en consecuencia, a un marcado eficiente de estas

células con Tc-99m con fines radiofarmacéuticos.

X S\ /O\N‘ X
Sn
/N\O/ \S F

Figura 7. Estructura propuesta para el complejo bis(N-6xido de 2-
mercaptopiridina) estafio(ll)

En cuanto a complejos de iones lantanoides, Unicamente se ha preparado el
complejo de samario, [Sm(mpo)s(dmso),]. Este fue obtenido por reaccion de
acetato de samario, Sm(OACc)3, con la sal sédica del mpo en DMSO [16]. Su
estructura, resuelta por difraccion de rayos X, muestra al Sm coordinado a tres
ligandos mpo bidentados y dos moléculas de DMSO (Figura 8). El atomo de
Sm forma un dodecaedro distorsionado con distancias de enlace Sm-Sy Sm-O
de 2.878(2)-2.916(2) y 2.359(5)-2.440(4) A, respectivamente.

Cr31) §(3)

Figura 8. Diagrama que muestra la estructura molecular de
[Sm(mpo)3(DMSO);] (elipsoides con un 30 % de probabilidad).
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En cuanto a complejos con metales de la primera serie de transicién d, se ha
estudiado la quimica de coordinacion del Hmpo con una variedad de iones
metalicos. Como resultado se han obtenido los siguientes complejos: CrLz1,5
H>O, MnL2>H20, FelLs, CoLz2H20, NiL2, CulL», ZnL>, CdL>, donde L = mpo [17].
Los complejos fueron preparados mezclando una solucién acuosa de la sal
sédica del mpo con una solucion acuosa de la sal del metal deseado. Los
derivados metalicos precipitaron inmediatamente, se filtraron, se lavaron
sucesivamente con agua, metanol y éter, y se secaron a vacio sobre P4O10. En
varios casos, los compuestos se recristalizaron de dimetilformamida. Los
complejos de Mn, Ni, Fe y Co se prepararon también por reaccion del cloruro
del metal apropiado con ya sea la sal s6dica del mpo o 2,2"-ditio-bis(N-6xido de
piridina) en presencia de metdéxido de sodio [18,19,20]. Los complejos se
caracterizaron por determinacion del peso molecular, la ausencia de
conductividad en disolventes no acuosos, medidas de susceptibilidad
magneética y espectroscopias infrarroja, visible y ultravioleta. En todos los casos
el ligando coordina de forma bidentada. La estructura del complejo [Ni(mpo)2],
se determin6 mediante difraccion de rayos X en monocristal. EI atomo de
niqguel estd en un entorno cuadrado plano con dos ligandos mpo en
configuracion cis (Figura 9). Los complejos de Mn, Ni, Fe y Co fueron

investigados también por espectroscopia *H RMN y por voltametria ciclica.

Figura 9. Diagrama ORTEP de la estructura de [Ni(mpo)2].

También se han preparado algunos complejos de Co heterolépticos o de
ligandos mixtos. Los compuestos [Co(mpo)2L], donde L = PBu"; o py, han sido
sintetizados y estudiados espectroscOpicamente. Sus estructuras fueron
determinadas por estudios de difraccién de rayos X en monocristal (Figuras 10

y 11). El Co(ll) se encuentra en un entorno de pirAmide de base cuadrada con
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los dos ligandos Hmpo deprotonados en el plano basal en posicion trans y el
ligando L en posicion axial [20].

Figura 10. Representacion ORTEP del complejo [Co(mpo).PBu"s] con los

atomos de carbono representados por esferas simples para mayor claridad.

C(123)

S(12) c(122)

Figura 11. Representacion ORTEP del complejo [Co(mpo)2py].

También, se informa en la bibliografia el complejo tetranuclear de cobalto de
valencia mixta [NasCos(mpo)s(uzO)2(DMF)4]Br2DMF. Este fue preparado por
reaccion de [CoBr(PPhas)s], donde PPhs es trifenilfosfina, con la sal sédica del
ligando y fue estructuralmente caracterizado por difraccion de rayos X en
monocristal (Figuras 12 y 13). El complejo contiene cuatro atomos de Co
dispuestos segun una geometria cuadrada. Cada atomo de Co esta coordinado
a dos ligandos mpo que actuan de forma bidentada [21]. Para este complejo se
estudiaron también sus propiedades magnéticas [22]. Los resultados muestran
gue el complejo exhibe un acoplamiento anti-ferromagnético entre los sitios
Co(Il) y Co(lll).
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Figura 12. Diferentes vistas del complejo [NasCos(mpo)s(psO)2(DMF)4]*
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Figura 13. Diagrama que muestra la estructura del cation
[NasCoa(mpo)s(k30)2(DMF)a]*

En cuanto a complejos de las segunda y tercera series de transicion d, ademas
de los complejos de Pt y Pd que seran comentados en el proximo parrafo,
unicamente se ha encontrado en la bibliografia los complejos ZrL4H20, HgL>
[17] y el complejo de rutenio(ll) [Ru(bpy)(tpy)(S-mpo)](PFs), donde bpy = 2,2"-
bipiridina y tpy = 2,2°:6",2-terpiridina, que representa el Unico ejemplo de la
bibliografia en el cual el mpo actia como ligando monodentado coordinando
por el azufre (Figura 14) [23]. EI compuesto fue sintetizado a partir de un
precursor que solo permite la unibn de un ligando monodentado
[Ru(bpy)(tpy)(CD]CI, para asi estudiar la posibilidad de la isomeria de unién
para este ligando ambidentado. El precursor se trata primero con AgCFsCOO

en agua y luego se hace reaccionar con la sal sédica de mpo.
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Figura 14. Representacion ORTEP del cation complejo [Ru(bpy)(tpy)(S-mpo)]*.

Resultan de particular interés para este Trabajo de Tesis los compuestos de
paladio(ll), platino(ll) y oxovanadio(lV), ya que para los dos primeros en la
misma se ha profundizado en su comportamiento espectroscépico (FTIR,
Raman y RMN) y electroquimico y para los tres complejos se ha evaluado su

actividad contra T. cruzi y estudiado en profundidad su mecanismo de accion.

Dado que los compuestos de vanadio mostraron actividad insulino-mimética, se
han hecho grandes esfuerzos para preparar complejos de vanadio(lV) y
vanadio(V) de baja toxicidad, facil absorcion y alta actividad biolégica
[24,25,26]. Como parte de esos esfuerzos el complejo bis(N-6xido de 2-
mercaptopiridina) oxovanadio(lV), [VO(mpo)2], ha demostrado ser potente en la
disminucién del nivel de glucosa en sangre con una eficiencia relativamente
alta en ratas a las que se les indujo diabetes con estreptozotocina [27,28,29].
Este complejo de color purpura se obtuvo a partir de la sal sodica de mpo y
VOSO045H:0, bajo atmosfera de nitrégeno como se ha indicado en la seccion
Materiales y Métodos. También se obtuvo un aducto con piridina de este
compuesto partiendo del complejo anterior y piridina. Estos complejos fueron
caracterizados por espectroscopia de infrarrojo, espectroscopia electrénica
visible y medidas magnéticas [30]. La frecuencia de estiramiento del enlace VO
en este compuesto es considerablemente mas baja que la observada en otros

complejos de oxovanadio(lV). Esta baja frecuencia encontrada en estado sélido
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podria ser debida a interacciones entre el V(IV) de una molécula y el azufre de
un mpo coordinado a otro V(IV) en una molécula adyacente en el estado sélido

o a la formacién de puentes azufre generando especies oligoméricas (Figura 15
Ly II).

X X
J ;
) OIS ZN D
NP
( \\}/ ) g 1

Figural5. Diagrama que muestra la coordinacion de los ligandos mpo actuando

COMo puente.

Este aspecto fue dilucidado al resolverse la estructura cristalina del compuesto
gue muestra que este compuesto es monomérico (ver mas adelante)
presentando interacciones entre moléculas vecinas en el solido.

También se obtuvo el mismo compuesto por reaccion de una solucion del
precursor [VOCI(thf)2] en thf, donde thf es tetrahidrofurano, con la sal de sodio
del N-Oxido de 2-mercaptopiridina en relacion molar 1:2 y agitando durante 24
horas [31]. Finalmente se elucidé la estructura cristalina del mismo. Este
complejo cristaliza en el grupo espacial ortorrémbico Pbca (Figural6), con las
siguientes dimensiones de celda unidad: a = 11,148 (2), b = 14,103 (2), ¢ =
15,258 (3) A, Z = 8. La molécula posee geometria de piramide de base
cuadrada con una longitud del enlace V=0 de 1,597 A y distancias de enlace
VS y VO de 2,375 y 1,964 A, respectivamente. El 4tomo de vanadio esta
desplazado del plano generado por los cuatro atomos donores de los dos
ligandos en 0,644(1) A.
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Figura 16. Imagen ORTEP del complejo [VO(mpo)2].

Dada la importancia biolégica del compuesto por su potencial actividad
insulino-mimética se estudi6 también su especiacion por técnicas

potenciométricas [32].

En cuanto al complejo de Pd(ll), [Pd(mpo)2], éste fue sintetizado por reaccion
de una mezcla de cloruro de paladio y N-Oxido de 2-mercaptopiridina en
MeOH/MeCN, con agitacion durante dos horas a temperatura ambiente. El
precipitado se recristaliza en DMF obteniéndose cristales de color marrén [33].
El compuesto fue caracterizado por difraccion de rayos X en monocristal,
espectroscopias IR, Raman, 'H y '3C RMN, y técnicas de ESI-MS. En el
compuesto el atomo de paladio se encuentra en un entorno cuadrado plano
(Figura 17). La distancia promedio Pd-O es de 2.043 A. Este complejo también
fue sintetizado partiendo de 2,2'-ditiobis(N-6xido de piridina) (dtpo) y metdxido
de sodio (NaOMe) con el mismo precursor de Pd. También la reaccion del
complejo de niquel con mpo, [Ni(mpo)2], con [Pd(COD)CIl;] (COD=1,5-

ciclooctanedieno) llevo a la formacion de [Pd(mpo)2].

Figura 17. Estructura cristalina del compuesto [Pd(mpo)2]

199



El complejo andlogo de Pt(ll), [Pt(mpo).], se obtuvo agregando a una solucion
acuosa de la sal sddica del ligando una solucion de K:PtCls; en metanol y
reflujando durante 6 horas. Durante el desarrollo de este Trabajo de Tesis se
resolvi6 la estructura cristalina de este compuesto pero casi
contempordneamente la misma fue resuelta y publicada por otros autores
(Figura 18) [34]. Esta estructura se analizara en detalle al discutir los resultados

obtenidos en la siguiente seccion de este capitulo.

Figura 18. Diagrama que muestra la estructura molecular del complejo
[Pt(mpo)2]

5.2- RESULTADOS Y DISCUSION

Como ya se indicé al delinear la propuesta de este Trabajo de Tesis, un
aspecto de la misma involucra el desarrollo y/o estudio detallado de
compuestos metalicos con el ligando bioactivo N-O0xido de 2-mercapto piridina.
Si bien el énfasis inicial se puso en complejos analogos de Pd y Pt con este
ligando, también se incluyé el trabajo con Au, metal que forma parte junto con
Ru, Os, Rh, Pd y Pt de un grupo de metales con una gran importancia biolégica
y potencialidad terapéutica. Este aspecto fue fundamentado en el capitulo
introductorio de este Trabajo de Tesis. También, se trabajé con el compuesto
de V con este ligando dado que una estrategia actual en el desarrollo de
farmacos involucra la evaluacién de farmacos ya utilizados con otra finalidad
terapéutica o incluso la evaluacion de compuestos bioactivos desarrollados con

otros fines, en este caso tratamiento de la diabetes, como potenciales farmacos
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para el tratamiento de otras enfermedades. Esta estrategia permitiria descubrir

nuevos agentes terapéuticos con menores costos de desarrollo [35].

5.2.1- SINTESIS DE LOS COMPLEJOS

Los complejos de Pd(ll), Pt(Il) y Au(l) con N-Oxido de 2-mercaptopiridina fueron
sintetizados como se indicé en el capitulo 3. Para la sintesis de los complejos
de Pd y Pt se realizaron modificaciones a las técnicas sintéticas originales. Se
obtuvieron rendimientos aceptables para las sintesis indicadas: 22,8 mg, 21%,
para [Pd(mpo):]; 11,2 mg, 32% para [Pt(mpo)2] y 27,1 mg, 23% para

[Au2(mpo)2(PPhz3)2]. Para el complejo de Au: PF= 224-226°C; Amax(DMSO)/nm

264 (&M'lcm? 8,4x10%; Am(DMSO) 0,58 ohmicmmol*. El valor de

conductividad molar obtenido para soluciones del complejo de Au en DMSO
demuestra la naturaleza no cargada del mismo. Las soluciones de los
complejos de Pt y Pd tampoco conducen la electricidad. Es de resaltar que se
obtiene un complejo nuevo, no reportado previamente, de Au(l). EI complejo de
vanadio [VO(mpo);] fue sintetizado con alto rendimiento segun la técnica

descrita previamente (80 %).

5.2.2- CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

5.2.2.1- Analisis elemental de los elementos livianos

Los resultados del andlisis elemental de C, Hy N se muestran en la Tabla 1.

Las férmulas propuestas para los complejos de Pd, Pt y Au son
C10H8N202S2Pd, C10HgN202S2Pt y CasHzsN202P2S2AuUL, respectivamente.
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Tabla 1. Resultados del andlisis elemental de C, Hy N para los complejos
de Pd, Pt, Auy V con mpo (%).

[Pd(mpo)] [Pt(mpo).] [Auz2(mpo)2(PPhs),] [VO(mpo)]
Calc. Exp. Calc. Exp. Calc. Exp. Calc. Exp.
Cc 33,5 33,4 26,9 26,9 47,2 47,0 37,7 37,6
H 2,2 1,9 1,80 1,72 3,30 3,10 2,51 2,48
N 7,8 7,9 6,26 6,10 2,40 2,50 8,80 8,54

Calc.: calculado; Exp.: experimental

Los resultados experimentales estan de acuerdo con las formulas propuestas.

El andlisis elemental para el complejo de Au est4 de acuerdo con la relacion
molar 1:1:1 (Au-mpo-PPhg).

5.2.2.2- Estudios de espectrometria de masas ESI-MS

Los resultados de los estudios de espectrometria de masas (ESI-MS) para el
complejo de Au se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Relacion m/z de los principales picos

del ESI-MS para el complejo de Au.

especie m/z
(M-mpo)* 1044
(M-2mpo-H-Au-PPhs)* 459

El espectro de masas ESI-MS mostré un pico de intensidad moderada

correspondiente a la especie (M-mpo)* en m/z 1044, demostrando con este
resultado la existencia del dimero. En consecuencia la férmula dimérica

propuesta [Au'2(mpo)2(PPhs),] estaria de acuerdo con estos resultados.

5.2.2.3- Estudios de espectroscopia IR y Raman

Para todos los complejos se registraron los espectros IR en el rango 4000-400

y 500-200 cm* en pastillas de KBr y Csl, respectivamente, o en el rango 4000-
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200 cm* en Csl. En las figuras 19-22 se muestran los espectros IR de la sal
sodica del ligando mpo y los complejos de Pd, Pty Au.
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Figura 19. Espectro IR del ligando (Na mpo) en el rango 4000-200 cm'™.
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Figura 20. Espectro IR de [Pd(mpo)2] en el rango 4000-200 cm-.
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Figura 21. Espectro IR de [Pt(mpo).] en el rango 4000-200 cm.
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Figura 22. Espectro IR de [Au'2(mpo)2(PPhs)2] en el rango 4000-200 cm™.
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Para los complejos de Pd y Pt y la sal sddica del ligando mpo también se

registraron los espectros Raman (Figuras 23-25).
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Figura 24. Espectro Raman de [Pd(mpo)] en el rango 3500-100 cm.
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Figura 25. Espectro Raman de [Pt(mpo).] en el rango 3500-100 cm-.

Analizando los espectros se realizd la asignacion tentativa de las bandas

caracteristicas de ligando y de los tres complejos [31, 36, 37] (Tabla 3).

Tabla 3. Asignacion de las bandas de los espectros IR y Raman para los

complejos de Pd, Pty Au de mpo.

Asignacién Na mpo [Pd(mpo)2] [Pt(mpo)2] [Auz(mpo)2(PPhs)z]
IR R IR R IR R IR
v(CH) 3097 m | 3095 m 3098 m 3088
3068 m | 3079 m | 3067 m | 3064d 3085 m | 3079 m 3062
3043 m 3033 m 3059 m | 3066 m 3022
v(C=C) 1541 1543 1547 mi | 1544 m | 1551 mi 1549 i 1538
v(N-O) 1206 i 1198 1247 i 1245 i 1250 1251 1218
v(P-fenil) - - - - - - 1099
8(N-0) 834 835 821i 820 m 814 m 823 835
v(C-S) 702 701 708 i 707 m 711i 713 710/693
/695h /686 h
v(Au-P) - - - - - - 511
502
v(M-O) - 442 d 434 d - 429
v(M-S) - 392d 386d - 374
313d 300d

v: estiramiento; 8: deformacidn; i: intensa, m: media; d: débil; mi: muy intensa; h: hombro
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Para los complejos de Pd, Pt y Au las bandas correspondientes a las
vibraciones v(N-O) y v(C-S) fueron asignadas teniendo en cuenta asignaciones
para esas mismas bandas de compuestos relacionados conteniendo N-6xido o
tiocarbonilo [36-41]. Las bandas v(N-O), v(C-S) y 3(N-O) se corren luego de la
coordinacion al metal, lo que esta de acuerdo con la coordinacion del ligando
de forma bidentada a traves del O del grupo N-Oxido y del S [33,34,42].
Ademas, esta coordinacion se confirma en las estructuras cristalinas de los
complejos de Pd y Pt. Para el complejo de Au se observa también la banda
v(P-fenil), caracteristica del ligando trifenilfosfina [43]. Esta vibracion no se ve
muy afectada como resultado de la coordinacion [44]. También fueron
asignadas las bandas en la regiéon de bajos nimero de onda (450-200 cm™)
correspondientes a los modos de estiramiento metal-ligando, v(M-0) y v(M-S),
de los complejos de Pd y Pty v(Au-O), v(Au-S) y v(Au-P) del complejo de Au
[45,46].

5.2.2.4- Estudios de resonancia magnética nuclear

Para el ligando libre y los complejos de Pd y Pt se registraron los espectros *H
RMN y 3C RMN (Figuras 26-30).
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La Tabla 4 muestra los desplazamientos quimicos (3) en ppm de las sefiales de
los espectros de *H RMN y 3C RMN del ligando y de los complejos de Pd y Pt,
y también la diferencia de desplazamientos quimicos entre ellos (Ad). En la

tabla se muestra el esquema de numeracion.

Tabla 4. Valores de desplazamientos quimicos en ppm para los espectros de *H
RMN y 13C RMN del ligando mpo y de los complejos de Pd y Pt.

2
3 S
3
5
2

4
=
S N1 sH
O
3 8H (multiplicidad) dc
Protén AS? Carbono A3
Ligando | Complejo Ligando Complejo
- - - - 1 167,91 157,23 - 10,68
2 7,32 (d) 7,62 (d) 0,30 2 132,32 128,56 - 3,76
3 6,74 (t) 7,46 (t) 0,72 3 124,02 131,64 7,62
4 6,55 (t) 7,18 (t) 0,63 4 114,66 120,23 5,57
5 7,97 (d) 8,41 (d) 0,44 5 139,04 138,73 -0,31
SH
. L dc
Proton | (multiplicidad)| A8 | Carbono Ad[12
3/2 S Complejo Complejo
| 1 P - - - 1 154,00 13,91
N t
4N
5 O 2 7,82 (d) 0,50 2 128,68 -3,64
2 3 7,48 (t) 0,74 3 132,43 8,41
4 7,07 (t) 0,52 4 120,10 5,44
5 8,45 (d) 0,48 5 138,11 -0,93

8AS = (Scomplejo - OLigando). Multiplicidad: d: doblete, t: triplete.

Las integraciones y multiplicidades de las sefiales estan de acuerdo con la
férmula y estructura propuesta. Los experimentos bidimensionales HMQC y
HMBC (Figuras 31-35) permitieron realizar la asignacion de todas las sefiales

del ligando libre y de los complejos metalicos.
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Se observé un efecto de desapantallamiento para todos los protones como
resultado de un retiro electronico causado por la coordinacion del ligando a los
cationes Pd(Il) y Pt(ll). Sin embargo, para los protones 2 y 5 (protones que
estan cerca de los atomos de la coordinacion) solo se observo un ligero efecto
de desapantallamiento. Este resultado estaria de acuerdo con un efecto
protector debido a la presencia de la entidad vecina O-Metal-S. Para los
espectros de *C RMN, como resultado de la coordinacion hay un cambio del
desplazamiento quimico del carbono 1, de 168 a 157 y 154 ppm para los
complejos de Pd y Pt, respectivamente [33]. Los experimentos HMQC y HMBC
permitieron realizar la asignacion de los desplazamientos quimicos de los

carbonos 2 y 4 en el ligando y en los complejos.

Para el complejo de Au se registré Unicamente el espectro *H RMN (Figura 36).
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Figura 36. Espectro *H RMN de [Au'2(mpo)2(PPhs)2] en el rango de 0-10ppm
(arriba) y en el rango de 6,9-8,5 ppm (abajo).

En la Tabla 5 se muestran los desplazamientos quimicos en el experimento de
'H RMN del ligando y del complejo y también la diferencia de desplazamientos

guimicos entre ellos (AJ).

Tabla 5. Desplazamientos quimicos en ppm para el espectro *H RMN del

ligando mpo y del complejo [Auz(mpo)2(PPhs)2].

Protén &n (multiplicidad) AdH @
Na mpo [Auz(mpo)2(PPhs)2]

2 7,32 (d) 7,65 (d) 0,33

3 6,74 (1) 7,14 (1) 0,40

4 6,55 (1) 6,96 (1) 0,41

5 7,97 (d) 8,34 (d) 0,37

PPhsP - 7,56 (bt, Horto) 0,26
7,57 (bt, Hmeta) 0,27

7,59 (bt, Hpara) 0,29

8A8 = (Bcompleo - OLigando); OHEPhzy = 7,30 (Horto, Hmeta, Hpara) ppm; Integracion:

Ha:Hs:Ha:Hs:Hppn3=1:1:1:1:15; multiplicidad: d: doblete, t: triplete, bt: triplete ancho
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Las integraciones y multiplicidad de las sefiales estdn de acuerdo con la
formula y estructura propuesta. El efecto de desapantallamiento debido al
atomo metalico se puede comprobar en todos los protones, ya que provoca un
corrimiento de las sefiales a & mas altos. El mismo efecto se observa en las
sefales del ligando trifenilfosfina (trifenilfosfina libre o4 7,30 ppm) [47]. Sin
embargo, para los protones 2 y 5 (protones que estan cerca de los atomos de
la coordinacidn) solo se observé un ligero efecto de desapantallamiento, debido
al efecto protector por la presencia de la entidad vecina O-Metal-S [42].

Para el complejo de Au se registré también el espectro RMN de 3P (Figura 37).
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Figura 37. Espectro 3P RMN de [Au'2(mpo)2(PPhs)2].

El experimento de RMN de 3P mostré una sefal a 37,71 ppm. El corrimiento
de la sefial a 33,90 ppm, que muestra el precursor [AuCI(PPhs)], a 37,71 ppm
en el complejo muestra el efecto de la coordinacion en el valor del
desplazamiento quimico para el 3!P. La presencia de una Unica sefial en los
experimentos de 3P RMN vy las integraciones en los experimentos de *H RMN
de los protones de la trifenilfosfina estarian de acuerdo con una relacién

trifenilfosfina-ligando 1:1, y con la existencia de trifenilfosfinas no distinguibles
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para el complejo. Este hecho estd de acuerdo con la férmula y estructura
propuestas (Figura 38).

N—oQ
— h
S/AU/PP 3
S
/\Au/ —
PhsP \O/N\ /

Figura 38. Estructura tentativa propuesta para [Au'2(mpo)2(PPhs)a].

Los experimentos preliminares realizados en el soOlido, no muestran
fotoluminiscencia en la region UV/vis, lo que permitido postular una estructura
dimérica sin un enlace Au-Au [48,49]. De acuerdo a la caracterizacion
fisicoquimica realizada, la estructura tentativa de la Figura 38 seria la

propuesta para este complejo de Au.

5.2.2.5- Estudios de estabilidad en DMSO por RMN

Se determind la estabilidad en DMSO a 298 K durante 24 horas de los
complejos de Pd y Pt por seguimiento utilizando *H RMN. También se estudié
la estabilidad del complejo de Au a 298 K en DMSO durante 5 dias por igual
técnica. No se detectaron sefiales ni de DMSO coordinado ni de ligando libre.
Tampoco se detectaron diferencias entre los espectros recolectados
inmediatamente después de la disolucién y después de mantener la solucion
durante el tiempo indicado. Este resultado es relevante ya que para la
evaluacion biolégica de estos compuestos se disuelve inicialmente los solidos
en DMSO preparando soluciones concentradas que luego se incorporan a los

medios bioldgicos necesarios.

218



5.2.2.6- Estudios por difraccion de rayos X

Se obtuvieron monocristales del complejo [Pt(mpo).], adecuados para la
recoleccion de datos por difraccion de rayos X. Estos se obtuvieron por
evaporacion lenta de la solucion de sintesis metanol/acetonitrilo. La resolucion
se realiz6 previamente a la publicacion realizada por otros autores [34].

La Tabla 6 resume los datos del cristal, los procedimientos de recoleccion de
datos y los resultados del refinamiento. En la Tabla 7 se muestran algunas
distancias y angulos de enlace seleccionados. Los datos cristalograficos
completos (lista completa de distancias y angulos de enlace, coordenadas
atomicas, parametros de desplazamiento isotrépico, coordenadas de los
atomos de hidrogeno, entre otros) se presentan en el Apéndice 1. En la Figura
39 se muestra la representacion ORTEP del complejo con la numeracion
asignada a los atomos y los elipsoides vibracionales al 50 % de probabilidad.

Figura 39. Representacion ORTEP del complejo [Pt(mpo)2].
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Tabla 6. Datos del cristal, de la recoleccion de datos y del refinamiento para

el complejo [Pt(mpo)2].

Formula empirica CsHsN202PtS,
Peso férmula 423,37
Temperatura 293(2) K
Longitud de onda 1,54184 A
Sistema cristalino, grupo espacial Monoclinico, P21/c
Dimensiones de la celda unidad a=7,520(4) A

b =7,944(5) A

c = 19,452 (18)

a(®) =90

B(°) = 94,89(6) A

(°) =90

Volumen

1157,8(14) A3

Z, Densidad calculada

4; 2,429 Mg/m?3

Coeficiente de Absorcion

25,917 p (mm)

F(000)

784

Rango de 6 para recoleccion de datos

4,56 a 67,96°

Rangos de indices de Miller

0<h<9, -1<k<9, -23<I<23

Reflecciones recolectadas/independientes

2621 / 2105 [R(int) = 0,1191]

Completitud a 6 = 67,96

100,0 %

Método de refinamiento

matriz de minimos cuadrados

en F?

Datos/restricciones/parametros

2105/0/154

Bondad del ajuste en F?

1,454

Indices R finales [I>26(1)]

R1=0,1070, wR2=0,2811

indices R (todos los datos)

R1=0,1175, wR2=0,3166

Mayores y menores densidades
electronicas residuales

3,409y -6,416 eA3
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Tabla 7. Distancias interatomicas(A) y angulos (°) alrededor del &tomo
metalico central en el complejo [Pt(mpo)2].

Distancias de enlace Angulos de enlace
Pt-O(1) 1,997(11) O(1)-Pt-0(2) 179,4(5)
Pt-O(2) 2,031(12) O(1)-Pt-S(2) 92,9(4)
Pt-S(2) 2,260(5) 0O(2)-Pt-S(2) 86,6(3)
Pt-S(1) 2,280(5) O(1)-Pt-S(1) 85,8(4)

0O(2)-Pt-S(1) 94,8(3)
S(2)-Pt-S(1) 178,55(15)

El estudio de difraccion de rayos X muestra que el complejo [Pt(mpo)2] consiste
en un monomero molecular discreto. El Pt(ll) se encuentra coordinado en
configuracion trans a dos moléculas de mpo practicamente coplanares (la
distancia del atomo de Pt al plano determinado por los atomos donores del
ligando es de 0,002 A). Es de resaltar que en este complejo los atomos de
azufre de los ligandos mpo se unen al Pt(Il) en posicién trans, lo que constituye
una diferencia estructural respecto a sus analogos [M(mpo)2], donde M = Ni(ll),
Pd(Il) y VO(II). Las estructuras cristalinas de todos ellos muestran a los azufres
de los ligandos mpo coordinados en forma cis al ion metalico central (Figuras 9,
16 y 17). En [Pt(mpo)2] ambas moléculas de ligando coordinan al atomo central
en forma bidentada a través del azufre [d(Pt-S) = 2,280(5) y 2,260(5) A] y del
oxigeno [d(Pt-O) = 1,997(11) y 2,031(12) A]. Los angulos trans ligando-Pt-
ligando son cercanos a 180° [S-Pd-S=178,55(15)° y O-Pd-0=179,4(5)°] y los
angulos cis ligando-Pt-ligando se acercan al valor esperado de 90° (S-Pd-O
entre 85,8 y 94,8°).

Los complejos, de estructura practicamente plana, se ubican en la red cristalina
en forma paralela generando una estructura en capas. La molécula se
empagueta en capas bidimensionales a través de interacciones
intermoleculares débiles C-H--O/S (Figuras 40-42).
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Figura 40. Empaquetamiento en capas bidimensionales en el cristal de
[Pt(mpo)2].

Figura 41. Figura mostrando en linea punteada (---) algunas de las
interacciones intermoleculares débiles C-HO/S presentes en el cristal de
[Pt(mpo)2].
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Figura 42. Interacciones débiles intermoleculares en el cristal de [Pt(mpo)2],
indicadas en linea punteada (---) segun [34].

5.2.2.7- Comportamiento electroquimico
Se estudio el comportamiento electroquimico de soluciones en DMF de los
complejos de Pd y Pt por voltametria ciclica usando un electrodo de carbdn

vitreo. En la Figura 43 se comparan los voltamogramas ciclicos obtenidos a

una velocidad de barrido de 0,05 V s.
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Figura 43. Comparacion de los voltamogramas de los complejos [Pt(mpo)2] (—)
y [Pd(mpo)2] (----) en soluciones de DMF, a v = 0,05 V/s.

En la direccion catddica, se observd un proceso de reduccion (indicado por “A”

“l”

en la figura 43) en -1,78 V para [Pt(mpo)2] y en -1,43 V (indicado por “I” en la
figura 43) para [Pd(mpo)2]. En el reverso de la direccion catodica, el complejo
[Pt(mpo)2] mostré una cupla redox (indicada por “B” y “B’ ” en la figura 43;
0,79/0,70 V) y el complejo [Pd(mpo)2] mostrd un pico de oxidacion (indicado por
“II” en la figura 43) en 1,10 V. Estos ultimos procesos se dieron también cuando
se aplicd un barrido de potencial hacia valores positivos, lo que indica que son

independientes del camino de reduccion.

Para el complejo de [Pt(mpo)2] de acuerdo con los datos experimentales, el
centro metalico del compuesto podria ser reducido y oxidado en el potencial
mencionado para el par redox B/B’. No se detectaron evidencias de reacciones
guimicas ni antes ni después del proceso electroquimico en el electrodo [50,
51]. Ademas, la corriente del pico de la reduccién A fue aproximadamente dos
veces mayor que la corriente del pico de la oxidacién B (ip(A)/ip(B)=1,75), lo que

sugiere que el proceso irreversible catédico involucra doble numero de
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electrones que el proceso reversible B anddico. A partir del estudio
electroquimico detallado realizado por la Prof. Parajon-Costa es posible

formular ambos procesos redox de la siguiente manera:

A: Pt'(mpo)2 + 2e° —— [Pt%(mpo)2]*  Epc =-1,78 V

B/B’: Pt'(mpo), == [Pt"(mpo);]*+e&  Eu2=+0,75V

Para el complejo [Pd(mpo)2], la figura 44 muestra los voltamogramas ciclicos a
diferentes velocidades de barrido entre -1,00V y 1,75V. Para este complejo en
el reverso de la direccion catodica aparecio un unico pico de oxidacion (I) av >
0,05 V/s, que se hizo mas pronunciado y se corrio a valores mas negativos a v
cada vez mayores. A diferencia de lo observado para el compuesto de Pt, para
este compuesto se observa un aumento del pico I' al aumentar la velocidad de
barrido. Las caracteristicas de este pico fueron analizadas utilizando criterios y
parametros electroquimicos. Los resultados de ese analisis son indicativos de
la existencia de una reaccion quimica acoplada posterior al proceso de
transferencia electronica (mecanismo que se codifica como EC) [50-52], que es
observable porque la vida media de la reaccion quimica es comparable a la
escala de tiempo del experimento. A partir de las mediciones no pudo
determinarse de forma inequivoca el nimero de electrones que participan en
este proceso. Sin embargo, a partir del parametro de ancho de pico (58 + 6
mV) y del corrimiento del pico (I) hacia potenciales negativos en unos 30 mV
para un aumento de diez veces en v se puede deducir que esta reduccién
involucra un solo electrén (el valor teérico para un mecanismo EC es: 30/n mV)
[50-52]. Asumimos que este proceso corresponde a una reduccion de Pd(l),
seguido por una reaccion quimica a productos no identificados. Por otra parte,
para este complejo no se observo oxidacion del centro metalico. El pico de
oxidacion irreversible (1) a 1,10V (Figura 43) debe corresponder a un proceso
centrado en el ligando, ya que se dio a un potencial similar al de otros
compuestos metdalicos con este ligando [18]. Ademas, este pico mostré un
comportamiento similar al observado para el ligando libre en condiciones

experimentales similares.
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Figura 44. Voltamogramas ciclicos para el complejo de [Pd(mpo)2] a diferentes
velocidades de barrido entre-1,00V y 1,75V.

La interpretacion detallada de estos procesos electroquimicos para su
publicacién fue realizada por la Dra. Beatriz Parajon Costa (UNLP, Argentina),

especialista en la teméatica electroquimica.

5.2.2.8- Produccion electroquimica de radicales libres estudiada por EPR

La reduccion electroquimica del mpo y sus complejos se realizé in situ en
soluciones de DMSO, aplicando un potencial igual al correspondiente del pico
obtenido de los experimentos de voltametria usando un electrodo de gota de
mercurio. Todos los compuestos investigados formaron intermediarios estables
paramagnéticos en el primer paso de reduccion que fueron caracterizados por
EPR. La interpretacion del EPR a través de un proceso de simulacion confirmoé
las estabilidades de estas especies radicalarias debido a la deslocalizacion de
los electrones no apareados. La simulacion de los espectros de mpo se realizé

mediante constantes de acoplamiento hiperfinos obtenidos a partir de calculos
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tedricos de funcionales de densidad (DFT) realizados hasta que los espectros

obtenidos tuvieron la mayor similitud con los experimentales. La Figura 45a

muestra el espectro EPR del radical mpo. Este patron hiperfino se simulo en

términos de un triplete del nitrégeno del mpo y dos dobletes asignados a los

atomos de hidrégeno que pertenecen al anillo aromético. Los complejos de

paladio y platino mostraron el mismo patrén hiperfino, sin embargo, las

constantes de acoplamiento fueron mas pequefias que las del radical mpo
(Figura 45b, Tabla 9).
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Tabla 9. Constantes de acoplamiento hiperfino
de mpo, [Pt(mpo).] y [Pd(mpo):] y valores g.

N H H G
mpo (experimental) | 1,5 G|15,0 G|15,0 G|2,015
mpo (teorico) 1,3G|12,0G(10,8G| -

[Pt(mpo)2] 02G| 25G | 25G |2,055
[Pd(mpo)2] 02G| 24G | 2,4G |2,050

El andlisis de los resultados fue realizado por el Dr. Claudio Olea Azar,
especialista en la temética.

Lo importante a destacar de estos resultados en relacion a los intereses de
este Trabajo de Tesis es que estos experimentos demuestran que es posible
generar radicales libres por via electroquimica para los tres compuestos
testeados. A pesar de la coordinacion a metales es posible generar
electroquimicamente radicales libres a partir de los compuestos de mpo

obtenidos.

5.2.3- ACTIVIDAD BIOLOGICA

5.2.3.1- Actividad anti Trypanosoma cruzi in vitro de los complejos de Pd
y Pt

Se evalué la actividad anti T. cruzi de los complejos de Pd y Pt y del ligando
bajo forma de sal sodica sobre la forma epimastigota del parasito (cepa
Tulahuen 2). En la Tabla 10 se muestran los valores de concentracion
inhibitoria 50 % (Clso) obtenidos de las correspondientes curvas dosis-
respuesta.

Los tres compuestos mostraron una actividad anti T. cruzi muy alta (en el rango
nanomolar). Los complejos de Pd y Pt fueron 115 y 39 veces mas activos que
el farmaco tripanosomicida Nifurtimox. Ademdas, como resultado de la
coordinacion, el complejo de Pd incrementd tres veces la actividad respecto al

ligando libre.
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Tabla 10. Actividad biologica in vitro de los

complejos de Pd y Pty del ligando libre.

Compuesto Clso T. cruzi (uM)
Na mpo 0,190 + 0,015
[Pd(mpo)2] 0,067 + 0,015
[Pt(mpo)2] 0,200 + 0,018
Nifurtimox 7,700 + 0,500

5.2.3.2- Actividad biolégica in vitro de los complejos de Au y V en
parasitos kinetoplastidos

5.2.3.2.1- Epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c)
Para el complejo de Au se determiné la actividad anti T. cruzi in vitro

evaluando la inhibicién del crecimiento de epimastigotas (cepa Dm28c) para

diferentes concentraciones del complejo después de 5 dias de incubacion.
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Figura 46. Curva dosis-respuesta de crecimiento de T. cruzi para el complejo
[Auz(mpo)2(PPhsz)2].
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En la Figura 46 se muestran los porcentajes de crecimiento con respecto al
control. El Clso obtenido de la curva dosis-respuesta fue de 0,09 uM. El
complejo de Au(l) resulté significativamente mas activo que el ligando libre (Clso
= 0,190 uM) y que el farmaco de referencia Nifurtimox (Clso = 6 pM) [10,53].

5.2.3.2.2- Epimastigotas de T. cruzi (clon CL-B5 transfectadas)
Tabla 11. Actividad in vitro de Na mpo,

[Auz2(mpo)2(PPhs)2] y [VO(mpo)2] contra epimastigotas de
T. cruzi (clon CL-B5 cepa transfectada).

Compuesto Clso T. cruzi (M)
Na mpo 3,35
[Auz(mpo)2(PPhs)2] 0,14
[VO(mpo)a] 1,27
Benznidazol 30,89

Los compuestos mostraron una alta actividad en esta cepa de epimastigotas de
T. cruzi [54]. La union del ligando bioactivo a V(IV)O y Au(l) provocé un
aumento de la actividad en un factor de 2,6 para el primer complejo y en un
factor de 24 para el ultimo, demostrando que la complejacion es una buena
estrategia para mejorar la actividad anti-tripanosoma de ligandos organicos
bioactivos. Ademas, todos los compuestos mostraron en esta cepa del parasito,

una actividad significativamente mayor que el Benznidazol.

5.2.3.2.3- Promastigotas de Leishmania

Una vez que se detectd actividad anti-T. cruzi interesante en el nuevo
compuesto de Au con mpo se decidi6 evaluar el mismo en cepas de
Leishmania. El grupo que integro inicié con estas evaluaciones una apertura de
sus intereses en Quimica Inorganica Medicinal basada en una serie de
consideraciones. Por un lado, la Leishmaniasis constituye un conjunto de

enfermedades parasitarias que afectan principalmente a regiones tropicales y
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subtropicales de Africa, Asia y América y a la region mediterranea de Europa.
Afecta a 12 millones de personas en 88 paises, 72 de los cuales son paises en
desarrollo. Es producida por al menos 17 especies de parasitos del género
Leishmania. Estos al igual que el T. cruzi son protozoarios tripanosomatidos
pertenecientes al género Trypanosomatidae y orden Kinetoplastida [55,56]. Por
otro lado, el desarrollo de farmacos de amplio espectro contra multiples
parasitos constituye una estrategia innovadora, poco explorada y menos
costosa para el descubrimiento de agentes antiparasitarios [57,58]. Esta
estrategia involucra el reconocimiento de blancos comunes presentes en
diferentes parasitos y de estructuras quimicas capaces de interactuar con esos
blancos. La decodificacién del genoma de T. cruzi y L. major ha demostrado
una interesante similitud gendmica que abre la posibilidad de la existencia de
muchos blancos enzimaticos comunes en ambos parasitos [59]. Es de interés
actual del grupo que integro identificar compuestos metalicos capaces de
inhibir tanto el crecimiento de T. cruzi como de diferentes especies de
Leishmania. En particular, en este Trabajo de Tesis se evalué el compuesto
[Au'>2(mpo)2(PPhs)2] en promastigotas de dos especies de Leishmania (L.

(Leishmania) mexicana y L. (Viannia) braziliensis).

El complejo de Au(l) indujo un potente efecto antiproliferativo dosis-
dependiente en ambas especies de Leishmania. Después de 30 minutos, una
dosis de 1 uM del complejo de Au(l) indujo un potente efecto leishmanicida

(DLso) contra promastigotas de L. (L.) mexicana, mientras que para la misma
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concentracion del complejo se observéd solo un efecto leishmanistatico (Clzs)
contra promastigotas de L. (V.) braziliensis después de 48 horas (Figuras 47 y
48).
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Figura 47. Promastigotas de Leishmania (L.) mexicana tratados con el complejo
[Au'2(mpo)2(PPhs)2] (cédigo Au-mpo) y con Na mpo durante 48 horas: (¢)
control, (¢) 0,05 uM Au-mpo, (4) 0,1 uM Au-mpo, (=) 1 uM Au-mpo, (*) 5 uM

Na mpo.

A concentracién subletal los parasitos muestran pérdida de motilidad e
hinchazén que en el caso de L. (L.) mexicana preceden a la lisis celular

observada a una dosis superior a 1 uM.
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Para el ligando bioactivo se observan los mismos cambios morfolégicos pero a
una concentracion 5 veces mayor (5 pM). Entonces, como resultado de la
coordinacion del Au al ligando, se mejora significativamente la actividad
antiproliferativa contra promastigotas de Leishmania.

100 -
-
E 90 -
@
3 80 -
=
@ 70 -
S 60
o
= 50
£
5 40 ~
E
D 30 -
[&]
3 20 - F/'_//.
° —
2 10 -
a
O T T T T 1
0 10 20 30 40 50

tiempo (h)

Figura 48. Promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis tratados con
[Au'2(mpo)2(PPhs)2] (cédigo Au-mpo) y Na mpo durante 48 horas. (¢) control,
(¢) 1 uM Au-mpo, (4) 0,5 uM Au-mpo, (=) 5 uM Na mpo.
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El complejo de dioxovanadio(lV) mostré6 también un interesante efecto
antiproliferativo dosis-dependiente en ambas especies de Leishmania (Figuras

49 y 50). Sin embargo, resulta menos activo que el complejo de Au(l).
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Figura 49. Efecto de [VO(mpo)2] sobre el crecimiento de promastigotes de
Leishmania (V.) braziliensis (72 horas). (¢) control, (=) 0,5 uM [V(mpo)2], (A) 5
uM [V(mpo)z], (=) 10 uM [V(mpo)2].
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Figura 50. Efecto de [VO(mpo)2] sobre el crecimiento de promastigotes de
Leishmania (L.) mexicana (72 horas). (¢) control, (x) 0,5 uM [V(mpo)2], ( )5
uM [V(mpo)z], (=) 10 uM [V(mpo)2].

5.2.4- ESTUDIOS DE CITOTOXICIDAD

Un aspecto importante a considerar en la busqueda de compuestos activos con
actividad antiprotozoarios es su toxicidad en las células del huésped mamifero.
Los macréfagos se encuentran entre las primeras células con las que T. cruzi
tiene contacto en el proceso de entrada en un mamifero huésped. Ademas de
células del sistema inmune, T. cruzi puede invadir otros tipos celulares como
los fibroblastos. Por lo tanto, la toxicidad de los compuestos en estudio se

evalud en estas dos lineas de células de mamifero.

5.2.4.1- Citotoxicidad en macrofagos de los complejos de Pd y Pt

Se realiz6 el estudio de citotoxicidad inespecifica en células mamiferas

(macréfagos J774) con el fin de comprobar la especificidad de la actividad
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antiprotozoario. En la Tabla 12 se muestran los resultados para los complejos
de Pd, Pt y el ligando libre, como porcentaje de citotoxicidad, es decir el

porcentaje de células que murié después de la incubacién con los compuestos.

Tabla 12. Actividad inespecifica contra macréfagos expresada como porcentaje de
citotoxicidad (% C). Entre paréntesis se expresan las desviaciones estandar.

Compuesto Dosis (pg/mL)
1,0 0,5 0,25 0,1 0,05 0,025
Na mpo 84,8 (0,6) 74,6 (0,6) 67,5 (0,8) 41,0 (0,6) 35,8 (1,5) 5,4 (1,8)
[Pd(mpo)2] 97,5 (0,1) 94,6 (0,1) 80,9 (0,4) 39,7 (0,9) 35,4 (0,8) 0(2,5)
[Pt(mpo)2] 6,6 (1,3) 0(3,5) 0(1,6) 0(1,5) 0(3,2) 0(0,8)

A partir de estos resultados se calcularon los valores de Clso en macréfagos
para los tres compuestos (Tabla 13).

Los complejos no mostraron una apreciable citotoxicidad inespecifica en
macrofagos a las dosis que son relevantes para la actividad anti-T. cruzi. El
complejo de Pd y el ligando libre mostraron similar citotoxicidad en macréfagos,
mientras que el complejo de Pt mostr6 una muy baja citotoxicidad en estas
células en las condiciones ensayadas. La comparacion de la actividad anti-T.
cruzi y la citotoxicidad contra macréfagos (Tabla 13) revela que el complejo de
Pt presenta una alta selectividad (es toxico hacia los parasitos y menos toxico

para las células de mamifero que el complejo de Pd y el ligando libre).

Tabla 13. Comparacion de las Clso en los parasitos y en los macréfagos. indice

de selectividad: Clso macrofagos/Clso T. cruzi.

Compuesto Clso T. cruzi Clsp macrofagos indice de
(MM) (M) selectividad
Na mpo 0,190 = 0,015 0,85 4,5
[Pd(mpo)2] | 0,067 + 0,015 0,33 4,9
[Pt(mpo)2] 0,200 + 0,018 >>2,0 >> 10
Nifurtimox 7,700 + 0,500 - -
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5.2.4.2- Citotoxicidad en macréfagos y fibroblastos para los complejos de
AuyV

Para el complejo de Au se observa una baja citotoxicidad inespecifica sobre
macroéfagos a las dosis que son relevantes para la actividad anti-Leishmania y

para la actividad anti-T. cruzi (Figura 51).
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Figura 51. Citotoxicidad inespecifica en macréfagos expresada como
porcentaje de citotoxicidad (% C). Las concentraciones son expresadas en uM
[Au'2(mpo)2(PPhs)2].

La comparacion de la eficacia anti-Leishmania y anti-T. cruzi y la citotoxicidad
en macrofagos sugiere que la coordinacion del Au proporciona una buena
selectividad. Aungue el complejo de Au ha sido probado contra una cepa de T.
cruzi distinta a la que se utilizé para los complejos de Pd y Pt, una comparacion
preliminar sugiere que los complejos de Au y Pt muestran una selectividad

mayor que el complejo de Pd [42]

En cuanto a la evaluaciéon de citotoxicidad en fibroblastos, se determiné el

indice de selectividad (IS) dividiendo el valor de Clsp en las células huésped
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fibroblastos entre el valor de Clsg en el parasito. De acuerdo a la literatura, sélo
los compuestos que logran valores de IS mayores de 50 deben ser
considerados para nuevos controles [60]. En base a este criterio, el compuesto
[VO(mpo)-] es un compuesto con muy buena selectividad 1S=61,14 (Tabla 14).
Del mismo modo, el compuesto Na mpo con un 1S=43,01 mostr6 buena
actividad en epimastigotas (Clso<3,35 uM) y baja citotoxicidad en macréfagos
(Cls02256 uM) y fibroblastos (Clso=144,1 uM). Por el contrario, el compuesto

[Au2(mpo)2(PPhs)2] mostré citotoxicidad importante en fibroblastos (Tabla 14).

Tabla 14. Actividad in vitro de Na mpo, [Auz(mpo)2(PPhz)2] y [VO(mpo)2] contra
epimastigotas de T. cruzi (clon CL-B5 transfectadas) y lineas de células de

mamiferos.
Clso
Clso T. Clsp macrofagos fibroblastos

Compuesto cruzi (uM) J774 (UM) NCTC 929 (uM) | IS?

Na mpo 3,35 >256 1441 43,01

[Auz2(mpo)2(PPhz)2] 0,14 8,75 1,15 8,21

[VO(mpo)2] 1,27 67,80 77,65 61,14
Benznidazol 30,89 >384,24 >384,24 12,44

21S=NCTC929 Clso/T. cruzi Clso

La Tabla 15 recoge los resultados obtenidos para los complejos de oro, platino,
paladio y vanadio en diferentes cepas de T. cruzi [42,61]. Independientemente
de la cepa de T. cruzi todos los complejos mostraron una alta actividad en
epimastigotas, siendo significativamente mas activos que el Nifurtimox y
Benznidazol. Sin embargo, resulta notable que el complejo de oro mostrd
citotoxicidad significativa en fibroblastos (IS 8,21) en relacion a los otros
complejos de mpo, lo que descalifica en principio a este compuesto para los
ensayos in vivo. Por lo tanto, a la luz de estos resultados, el complejo de
vanadio fue seleccionado para realizar estudios in vivo, y siendo el compuesto
[Pd(mpo)2], el mas activo, también se incluyé a este en la evaluacion in vivo

que se encuentra en curso.
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Tabla 15. Recopilacién de los resultados de evaluacién in vitro

para los complejos de vanadio, oro, platino y paladio con mpo.

Compuesto Clsp Clsp®
T. cruzi (uM) | macréfagos (UM)
[Pd(mpo)2] 0,067° 0,33
[Pt(mpo)2] 0,200 ® >>2,0
[Au2(mpo)2(PPhs)2] 0,09 ¢ 8,75
0,144
[VO(mpo)2] 1,274 67,80
Nifurtimox 7,700 P -
6,00 ©
Benznidazol 30,89 ¢ >384,24

a Clso: concentracion inhibitoria del 50% del crecimiento del parasito,
b cepa Tulahuen 2, ¢ cepa Dm28c, ¢ cepa CL-B5

5.2.5- ESTUDIO DEL MECANISMO DE ACCION

A efectos de investigar el mecanismo de accion de estos compuestos se
evaluaron algunos blancos potenciales para cuyo estudio se adquirio
experiencia durante el desarrollo de este Trabajo de Tesis 0 para cuyo estudio
se dispone de facilidades a través de cooperaciones con otros centros. En
concreto se estudiaron los siguientes blancos potenciales de accién: ADN
(blanco potencial por la presencia de metales d de la segunda y tercera serie
en los compuestos en estudio), generacion de radicales libres en el parasito (el
EPR electroquimico demostrd la posibilidad de generarlos) e inhibicion de la
fumarato reductasa (blanco del ligando libre) y de la tripanotiona reductasa

(enzima relacionada con el metabolismo redox del parasito).

5.2.5.1- ESTUDIOS DE INTERACCION CON ADN

Se llevaron a cabo experimentos con ADN plasmidico utilizando la técnica de
electroforesis en gel de agarosa con el fin de estudiar si la interaccion con el
ADN podria ser parte del mecanismo de accion de los complejos. Ningun

efecto resultd evidente después de la incubacién del ADN plasmidico con los
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complejos de Au, Pd y Pt en relaciones molares de metal a pares de bases, ri,
de 0,5 a 4,0 (complejos de Pd y Pt, Figura 52) y de 0,5, 3,0 y 6,0 (para el
complejo de Au). Para el complejo de Au no se evidenciaron estos efectos
incluso luego de 72 horas de incubacion (Figura 53) [62].

ri 05 1.0 20 4005 10 20 40 0510 20 40 05 1.0 2.0 4.0

I —p
<« |

+— |

[Pd(mpo)] [Pt(mpo).] [Pd(mpo).] [Pt(mpo)]

Figura 52. Resultados de la interaccién de los complejos [Pd(mpo)2] y
[Pt(mpo)2] con ADN plasmidico. Las interacciones fueron analizadas por
electroforesis en gel de agarosa. Todas las reacciones fueron incubadas en
buffer Tris-HCI 10 mM pH 7,4 en un volumen final de 20uL, por 24 horas a 37
°C con ADN pBSK II. En la parte inferior de cada seccion del gel se indica el
complejo utilizado. La concentracion relativa (rj) se indica en la parte superior.
Panel derecho: electroforesis en agarosa realizada en presencia de BrEt (0,5
pHg/mL). Panel izquierdo: electroforesis en agarosa realizada en ausencia de
BrEt. El gel se tifié luego de la corrida. Las flechas indican: (I) ADN plasmidico

superenrrollado y (II) ADN plasmidico circular.
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Figura 53. Resultados de la interaccion de [Au2(mpo)2(PPhz)2] con ADN
plasmidico. Las interacciones se analizaron por electroforesis en gel de
agarosa en ausencia de BrEt. Todas las reacciones se incubaron en Tris-HCI
10 mM pH 7,4 en un volumen final de 20uL, por 24 h a 37 °C con pBSK Il
usando las concentraciones relativas (r) indicadas. El gel fue tefiido luego de la
corrida. Se muestran las formas superenrrollada del ADN plasmidico (forma l) y

la forma circular del mismo (forma II).

Los resultados estan de acuerdo con los obtenidos para los complejos por el
método de estudio de interaccién primaria con ADN de timo de ternero ya
descrito (método que combina determinacién del metal unido por
espectrometria de absorcidon atébmica y determinacion del ADN por
espectroscopia UV). De hecho, no se detectd interaccidon significativa de los
complejos de Pd y Pt con el ADN después de 96 horas de incubacién. Para el
complejo de Au solo se encontré una muy baja cantidad de metal unido al ADN
(cerca de 5 nmol de Au/mg de ADN) resultado que indica que practicamente no
hay interaccion. Los resultados de estos dos enfoques sugieren que el ADN no

constituye un blanco importante para estos complejos.

241



5.2.5.2- PRODUCCION DE RADICALES LIBRES EN T. CRUZI

Con el fin de detectar radicales libres intracelulares que se pudieran generar a
partir de los complejos en el parasito, se incubaron epimastigotas (cepa
Dm28c) con los complejos de Pd, Pty el ligando libre en presencia de DMPO
(N-6xido de 5,5-dimetil-1-pirrolina) como agente de captura de radicales libres
de corta vida. Los resultados se muestran en la Figura 54. Como control
positivo, se uso el fenil derivado de la 5-nitro-2-furaldehido tiosemicarbazona
gue se conoce produce reciclaje redox en T. cruzi [63]. No se observo sefial de
EPR ni para los complejos ni para el ligando libre. En las mismas condiciones
experimentales se detectd para la tiosemicarbazona control las sefiales
correspondientes al aducto DMPO- OHe (Figura 54). Por lo tanto, se puede
descartar un mecanismo de accion biorreductivo con la participacion de estos

compuestos de Pd y Pt en reciclaje redox.

Control
positivo

Na mpo

[Pd(mpo).]

[Pt(mpo).]

Figura 54. Espectro EPR obtenido en las condiciones experimentales descritas

y en presencia de DMPO como atrapador de radicales libres de vida media

corta.
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5.2.5.3- ESTUDIOS DE INHIBICION ENZIMATICA

5.2.5.3.1- Ensayos de inhibicion de la tripanotiona reductasa (TR) de T.

cruzi

La investigacion basica de pasos metabdlicos cruciales para la viabilidad e
infectividad del parasito, propios del mismo y ausentes en el hospedero
mamifero, ha resultado fundamental en la busqueda de dianas validas para el
desarrollo racional de farmacos contra las tripanosomiasis. En particular, entre
las dianas estudiadas resulta de nuestro interés para este Trabajo de Tesis una
enzima involucrada en el metabolismo redox basado en tioles, la tripanotiona
reductasa (TR). El sistema que utiliza el hospedero mamifero para mantener su
homeostasis redox intracelular se diferencia completamente del que utiliza el
parasito. El hospedero utiliza los sistemas glutation / glutation reductasa y
tioredoxina / tioredoxina reductasa. En cambio los tripanosomatidos no
disponen de estas enzimas. Su metabolismo redox depende de un unico ditiol
propio del parasito, la tripanotiona (N1,N8-bis (glutationil) espermidina), y de la
enzima tripanotiona reductasa (Figura 55) [64-67]. Dado que los parasitos se
enfrentan a potentes oxidantes durante la invasion del hospedero, como
peroxido de hidrégeno y peroxinitrito, el uso de inhibidores capaces de paralizar
los sistemas antioxidantes parasitarios resulta una estrategia interesante para
atacar al parasito. En particular, la tripanotiona reductasa no ocurre en el
hospedero y es esencial para los tripanosomatidos en cuestion. Entre los
compuestos que han mostrado actividad inhibitoria de esta enzima se
encuentran algunos compuestos de coordinacion de platino y paladio. Se
postula que la inhiben por unién a través del centro metalico al sitio activo de la
enzima a nivel del residuo de cisteina 52 (Figura 56) [39,68-70]. Algunos de
ellos resultaron inhibidores irreversibles de la TR de T. cruzi pero no de la

glutation reductasa humana.
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Figura 55. Enzimas y especies involucradas en el metabolismo redox: a) del
parasito (tripanotiona /tripanotiona reductasa TR); b) del humano (glutation /

glutation reductasa humana hGR)
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Figura 56. Mecanismo de accion de la enzima TR a través de la cisteina 52.
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En nuestro caso, el ligando libre no produjo ninguna inhibicién de la TR a una
concentracion 100 uM. Los complejos de Pd y Pt con mpo resultaron poco
solubles en agua impidiendo la realizacion de estudios cinéticos adecuados. En
general, la concentracion de inhibidor (complejos de Pd y Pt) se vio limitada por
la cantidad de DMSO, que no debe exceder de 50 uL/mL porque de lo contrario
la enzima es desnaturalizada por el disolvente. En la concentracion mas alta
alcanzada para el complejo de Pd (20 uM) éste no inhibe la TR. El complejo de
Pt a concentraciones de 4 y 8 uM no tuvo ningun efecto, pero a 20 uM se
encontrd una inhibicién del 10% de TR. No se pudieron probar concentraciones
mas altas de los complejos por causa de sus bajas solubilidades [71].

5.2.5.3.2- Ensayos de inhibicion de la NADH-fumarato reductasa de T.

cruzi

Se analizo el efecto de los complejos de Pd, Pt y Au en la actividad de la
enzima fumarato reductasa NADH dependiente de T. cruzi. En la Figura 57 se
muestran los resultados de la prueba de inhibicion a una dosis Unica (225 uM).
El ligando libre y los complejos metalicos inhiben a la enzima en las
condiciones ensayadas. En estas condiciones, el complejo de Au mostré un
marcado incremento en el efecto inhibitorio en relacion al ligando libre y a los
complejos de Pd y Pt. El efecto inhibitorio observado sobre esta enzima se
correlaciona con el efecto inhibitorio del crecimiento observado en los
parasitos, lo que parece indicar que la enzima podria ser el blanco principal de

estos compuestos.
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Figura 57. Efecto inhibitorio de la enzima NADH-fumarato reductasa por el

Inhibicién relativa de la actividad de la
fumarato reductasa

ligando y los complejos de Pd, Pty Au. Se toma el porcentaje de inhibicion por
la sal Na mpo como referencia (1,0) a igual dosis. Se incuba el extracto
proteico de epimastigotas de T. cruzi por 5 min a 30 °C en ausencia (control) o
presencia de una concentracion 225 yM de Na mpo (m), [Pd(mpo)2] (m),
[Pt(mpo)2] (m) y [Auz(mpo)2(PPhs)2] () antes de medir
espectrofotométricamente la actividad NADH-fumarato reductasa segun se
detalla en Materiales y Métodos. Se muestra la desviacion estandar para cada

compuesto.

Para caracterizar mejor la inhibicion de la enzima, se estudi6 para los
complejos que resultaron mejores inhibidores (complejos de Au y Pd), la
dependencia del efecto inhibitorio con la concentracion (Figuras 58 y 59). Los
resultados muestran que el complejo de Au y también el de Pd inhiben la
enzima de forma dosis-dependiente. Sin embargo, el complejo de Au inhibio el
crecimiento de epimastigotas de T. cruzi (cepa Dm28c) a concentraciones mas
bajas que las que inhiben la NADH-fumarato reductasa in vitro. Un
comportamiento similar se ha descrito anteriormente para Na mpo en la cepa Y
de T. cruzi [10].
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Figura 58. Efecto inhibitorio de [Auz(mpo)2(PPhs)2] sobre la NADH- fumarato
reductasa de T. cruzi Dm28c. Los resultados son promedios * ds de dos
experimentos independientes realizados con preparaciones enzimaticas

diferentes.
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Figura 59. Efecto inhibitorio de [Pd(mpo)2] sobre la NADH-fumarato reductasa
de epimastigotas de T. cruzi Dm28c. Los extractos proteicos fueron incubados
con varias concentraciones de [Pd(mpo)2] por 5 min a 30 °C antes de medir
espectrofotométricamente la actividad NADH-fumarato reductasa segun se
detalla en Materiales y Métodos. Cada punto es el promedio * ds de dos
experimentos independientes realizados con preparaciones enzimaticas

diferentes.

Con el fin de demostrar que la inhibicion del crecimiento producida por los
complejos es causada, al menos en parte, por su efecto inhibitorio sobre la
actividad de la fumarato reductasa, se realiz6 una suplementacion del medio de
cultivo con succinato, el producto de la actividad de la enzima [10]. Se
cultivaron epimastigotas de T. cruzi durante 5 dias en presencia o ausencia de
succinato 5 mM. En presencia de succinato se observd una clara disminucién
de la inhibicion del crecimiento producida por ambos complejos metéalicos
(Figura 60). Aunque no es posible descartar la posibilidad de que estos
complejos podrian estar afectando a otros procesos contribuyendo a la
inhibicion del crecimiento de T. cruzi, el efecto inhibitorio de la NADH fumarato

reductasa parece tener un papel primordial en su mecanismo de accion.
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Figura 60. Efecto protector del succinato en la sobrevida de cultivos de
epimastigotas de T. cruzi Dm28c incubados con diferentes concentraciones de
[Pd(mpo)2] y [Pt(mpo)2]. Se muestra el porcentaje de crecimiento respecto al
control en presencia de [Pd(mpo)] (m) y [Pt(mpo)2] (¢) suplementado con
succinato 5 mM. Las curvas se muestran con linea negra llena para [Pd(mpo)2]
y en linea negra punteada para [Pt(mpo)2]. Las lineas en gris, llenas o
punteadas, representan células expuestas a [Pd(mpo)2] y [Pt(mpo)2],
respectvamente, en ausencia de succinato. Los resultados son promedios + ds

de tres experimentos independientes.

Con fines comparativos, también se estudio el efecto inhibitorio del [V(mpo)2] a
una dosis fija tnicamente (100 uM). El resultado se muestra en la Tabla 15. Si
bien este resultado no se correlaciona con la relacion de actividades de los

complejos de Pd y V que se comparan, se debe tomar en cuenta que se trata
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de una medicién preliminar a dosis fija. Para disponer de conclusiones méas
claras se deberia completar un estudio similar al realizado con los complejos de
Pd, Pt y Au. De todas formas este experimento resulta Util ya que permite
sugerir que también el complejo de V inhibe esta enzima.

Tabla 15. Comparativa de la actividad inhibitoria de la NADH-fumarato reductasa

para [V(mpo)2] y [Pd(mpo)] a dosis 100 uM.

compuesto % de actividad Inhibicion relativa de la
NADH-fumarato actividad NADH-fumarato
reductasa a dosis reductasa a dosis 100 pM?

100 uM respecto al

control
[Pd(mpo)2] 70 1,0
[VO(mpo)2] 30 2,3

atomando el porcentaje de inhibicién de [Pd(mpo)z] como referencia a igual dosis.

5.2.6.- ESTUDIOS PRELIMINARES IN VIVO

Como ya se discutid, a la luz de los resultados de la evaluacién in vitro, el
complejo de vanadio fue seleccionado para realizar estudios in vivo por su
buena selectividad de accion. Siendo el compuesto [Pd(mpo)z], el mas activo,
también se incluyé en la evaluacion in vivo que se encuentra en curso.

A continuacion se indican algunos resultados preliminares de esta evaluacion.
La Tabla 16 muestra los resultados de la evaluacion en ratones
experimentalmente infectados con T. cruzi (fase aguda) tratados con
[Pd(mpo)2], [VO(mpo)2] o Na mpo. Desde el dia 41 post-infeccién (21 dias post-
tratamiento) hasta el final del ensayo in vivo, el compuesto [Pd(mpo);]
administrado en forma oral a una dosis de 5 mg/Kg/dia tuvo una actividad
mayor que el Benznidazol administrado también oralmente pero a una dosis de
50 mg/Kg/dia.

Los compuestos, ademas de presentar la significativa actividad in vitro ya

comentada previamente en este capitulo, muestran una interesante actividad
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antitripanosoma en los ensayos in vivo cuando son administrados por via oral a
una dosis de 5mg/Kg/dia. En particular, parecen mostrar un efecto mayor que
el Benznidazol cuando es administrado en los mismos ensayos a una dosis 10
veces mayor. Al final del estudio (dia 59) la disminucion del porcentaje de
parasitos en los grupos tratados respecto a los grupos control indica que el
compuesto [Pd(mpo)2] muestra una disminucion de 89 % en la parasitemia,
seguido por el compuesto Na mpo (63%) y luego el [VO(mpo)2] (30%) (Tabla
17). En particular, el compuesto [Pd(mpo)2] demostré una actividad interesante
revelada por la disminucion porcentual de parasitos desde el dia 41 (17 dias
luego de la finalizacion del tratamiento) hasta el final del estudio. Por lo tanto,
este compuesto puede ser considerado en forma preliminar como un
compuesto que amerita seguir siendo estudiado por otros tests
complementarios para confirmar su eficacia antiparasitaria. Estos estudios
preliminares contindan en curso y son realizados por personal especializado en
el Departamento de Medicina Tropical, Instituto de Investigaciones en Ciencias

de la Salud, Universidad Nacional de Asuncion, Paraguay.

Tabla 16. Evaluacion parasitolégica: efecto del tratamiento de ratones infectados

experimentalmente con T. cruzi (fase aguda) con [Pd(mpo)2], [VO(mpo)2] y Na(mpo).2

Parasitemia media = ds (parasitos/mL)
Dias Benznidazol [Pd(mpo)2] [VO(mpo)2] Na mpo
post- Control (50 mg) oral (5mg) oral (5 mg) oral (5 mg) oral
infeccion
13 13318 + 7789 499 £ 545 3657 + 5805 5109 + 4094 984717791
20 10019 + 9909 527 + 728 13386 + 6117 8363 + 4500 21908 + 13010
29 344173 + 810799 | 267 + 391 171179+402249 | 11891 + 5681 819031 +1455060
34 1297170 + | 5150 + 10410 309138+354182 | 13297 + 11422 433051 + 1196225
2400155
41 523142 + 975915 | 128254 + | 3587 + 3432 1309868 + | 359542 + 917920
328808 2270368
49 3724 + 55078 11536 + 9073 131 + 254 402114 + 769888 | 8755 + 13077
59 17600 + 29294 15886 + 10472 | 2023 + 5113 12315 + 22021 6353 + 10161

2 Tratamiento por 2 semanas, Benznidazol como farmaco de referencia, 8 ratones por grupo. ds desviacion

estandard.
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Tabla 17. Efecto del tratamiento de ratones infectados experimentalmente con T. cruzi
(fase aguda) con [Pd(mpo)2], [VO(mpo)2] y Na mpo. Disminucién del numero de

parasitos en relacion al control al finalizar el protocolo.

Disminucién porcentual de parasitos?
Dias post- | Control | Benznidazol | [Pd(mpo)] [VO(mpo)2] Na mpo
infeccion (50 mg) oral | (5mg) oral (5 mg) oral (5mg) oral
59 0 9.7| 88.5] 30.0 63.3]

@ La disminucién porcentual de la parasitemia fue determinada por comparacién de la media de parasitos

para cada grupo tratado con la media de pardsitos para el grupo infectado control.

5.3- CONCLUSIONES

Se sintetizaron tres complejos con el ligando bioactivo Hmpo con Pd(ll), Pt(ll) o
Au(l) como i6n metalico central. A pesar de que la sintesis y caracterizacion
parcial de los complejos [Pt(mpo)2] y [Pd(mpo)2] ya habia sido reportada, éstos
fueron sintetizados por modificaciones de estas técnicas y fueron
caracterizados exhaustivamente. Para estos compuestos se llevé a cabo una
caracterizacion analitica, fisicoquimica y estructural exhaustiva, asi como
también el estudio de su actividad antitripanosoma y de su probable
mecanismo de accién. En particular, se estudiaron aspectos espectroscopicos
y electroquimicos no informados en la literatura y se resolvié la estructura de
[Pt(mpo)2] por difraccion por rayos X en monocristal. Lamentablemente, casi
simultdneamente fue reportada su estructura por otros autores. Ademas, se
evalué su actividad anti-T. cruzi y se estudié en profundidad su probable
mecanismo de accion. También se sintetizd y caracteriz6 mediante diferentes
técnicas un nuevo complejo de Au(l)-mpo de formula [Auz(mpo)2(PPhs)z]. Este
fue evaluado tanto en T. cruzi como en promastigotas de dos cepas de
Leishmania y se estudi6 su probable mecanismo de accion. Con fines

comparativos también se sintetizé el compuesto de V(IV) con mpo, [VO(mpo)2].
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Para todos los compuestos se evalud su citotoxicidad en células mamiferas y

se determino el indice de selectividad hacia el parasito.

Todos los complejos mostraron actividad contra T. cruzi in vitro siendo
significativamente mas activos que el Nifurtimox y Benznidazol. En particular, la
coordinacion de mpo con Pd(ll) condujo a triplicar, aproximadamente, la
actividad con respecto a la actividad del ligando libre. Se puede concluir que la
unién del ligando bioactivo mpo a los diferentes centros metalicos provocé un
aumento de la actividad con respecto al ligando libre, demostrando
nuevamente que la complejacidén puede resultar una estrategia interesante para
mejorar la actividad antitripanosoma de ligandos organicos bioactivos. Ademas,
la comparacion de los resultados de actividad de los complejos similares de
formula [M(mpo):], donde M: Pd(ll), Pt(ll) o VO(II), muestra la clara incidencia
de la naturaleza del centro metélico sobre la actividad bioldgica.

Por otro lado, el compuesto de Au(l), de estructura bien diferente a los
anteriores, [Auz2(mpo)2(PPhs)2], demostré tener también un potente efecto
antiproliferativo in vitro contra dos cepas de epimastigotas de T. cruzi. Este
ultimo complejo también mostré actividad antiproliferativa interesante sobre
promastigotas de Leishmania (L.) mexicana y Leishmania (V.) braziliensis. T.
cruzi y Leishmania spp. constituyen tripanosomatidos relacionados y son
agentes etiologicos de enfermedades de importancia regional. Como se
justific6 previamente, el desarrollo de agentes metalicos con efectos
antiproliferativos sobre ambos parasitos resultaria una herramienta terapéutica
muy interesante. Entonces, que este compuesto muestre actividad sobre
cultivos de T. cruzi y diferentes cepas de Leishmania constituye un resultado

especialmente interesante.

Un aspecto adicional a considerar en la busqueda de compuestos activos con
actividad antiprotozoarios es su toxicidad en las células del huésped mamifero.
Por lo tanto, se evalué la toxicidad de estos compuestos en dos lineas
celulares: macrofagos J774 vy fibroblastos NCTC 929. Sobre la base de la
relacion entre el valor de Clso de las células huésped fibroblastos dividido por el
valor de Clso en el paréasito se determiné el indice de selectividad (IS). En base

a criterios que establecen que soélo los compuestos que logran valores de IS
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mayores de 50 deben ser considerados para nuevos controles y, en particular,
para su estudio en modelos murinos, el compuesto [VO(mpo)2], que presentd
un IS = 61,14, fue seleccionado para su evaluacién en ratones infectados junto
al compuesto [Pd(mpo)2], que siendo el mas activo, también se incluyé en la
evaluacion in vivo. Este trabajo esta siendo realizado en un centro

especializado en Paraguay. Los resultados preliminares parecen alentadores.

También en el caso de estos compuestos se investigo para tratar de determinar
su mecanismo de accion. Para este fin se probd su actividad inhibitoria de la
enzima parasitaria NADH-fumarato reductasa, enzima ausente en el hospedero
mamifero y principal blanco conocido del ligando libre. Adicionalmente, se
estudio su efecto sobre otros tres blancos posibles, el metabolismo reductivo
(produccion de radicales libres intraparasitarios), la enzima parasitaria
tripanotiona reductasa y el ADN. Todos los estudios realizados sugieren
fuertemente que la accion tripanosomicida de estos complejos podria ser
debida a la inhibicién de la enzima NADH-fumarato reductasa especifica del
parasito. Sin embargo, no se puede descartar la existencia de otros blancos
adicionales que podrian contribuir a explicar el aumento de la actividad

observada como resultado de la coordinacion a iones metalicos.

Es de resaltar que como resultado de este Trabajo de Tesis se implementaron
técnicas experimentales para evaluar la actividad inhibitoria de estos
compuestos metalicos desarrollados sobre un blanco enzimatico muy poco
estudiado como lo es la NADH fumarato reductasa de T. cruzi. Esto resultara
de utilidad futura para el grupo que integro ya que se dispondra de una
metodologia adecuada y de la experiencia necesaria para evaluar el efecto
inhibitorio de esta enzima de otros compuestos metalicos a desarrollar como

potenciales antichagasicos.
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6.1- CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados generados en este Trabajo de Tesis pueden ser analizados
desde dos puntos de vista: uno puramente Quimico Inorganico, relacionado
con la sintesis y la caracterizacion de nuevos compuestos de coordinacion, y
otro Quimico Médico, relacionado con la potencialidad de dichos compuestos
como agentes terapéuticos para combatir la enfermedad de Chagas.

Desde el punto de vista Quimico Inorganico, se sintetizaron y caracterizaron
complejos de Pt(ll) con tiosemicarbazonas derivadas de 5-nitrofuraldehido y de
3-(5-nitrofuril)acroleina y complejos de Pd(ll), Pt(ll) y Au(l) con N-6xido de 2-
mercaptopiridina (Hmpo). Con fines comparativos también se sintetizd el
complejo [VO(mpo)2].

En particular, se obtuvieron dieciséis complejos de platino(ll), de férmulas
[PtCI2(HL)] y [Pt(L)2], con tiosemicarbazonas derivadas del 5-nitrofuraldehido y
de la 3-(5-nitrofuril)acroleina. Ademas, se sintetizaron complejos de Pd(ll), Pt(ll)
y Au(l) con Hmpo ,de férmulas [Pd(mpo)2], [Pt(mpo)2] y [Auz(mpo)2(PPhs)2],
respectivamente. A pesar de que la sintesis y caracterizacion parcial de los
complejos de Pd(ll) y Pt(ll) ya habia sido reportada, se modificd las técnicas
originales y se realiz6 una caracterizacion fisicoquimica y estructural exhaustiva
de los mismos. En particular, el complejo de Pt(ll) fue sintetizado y
caracterizado exhaustivamente al inicio de este Trabajo de Tesis, incluyendo el
estudio de su estructura por difraccibn de rayos X en monocristal.
Lamentablemente, al poco tiempo fue reportada su estructura por otros
autores.

Para ambas familias de compuestos se realiz6 un estudio comparativo de los
resultados fisicoquimico-estructurales obtenidos. Ademas, en el caso de los
compuestos de Pt(ll) con tiosemicarbazonas los resultados obtenidos se
compararon exhaustivamente con los obtenidos previamente por el grupo que

integro para sus analogos de Pd(ll).

Desde el punto de vista de la Quimica Inorganica Medicinal, se demostré que el

efecto de la complejacion con distintos metales sobre la actividad anti T. cruzi
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de los ligandos bioactivos seleccionados resultd fuertemente dependiente del
metal y de la naturaleza del complejo obtenido.

Los compuestos de Pt(ll) con tiosemicarbazonas mostraron una buena
actividad antitripanosoma sobre la forma epimastigota del parasito y muchos de
ellos resultaron mas activos que sus correspondientes ligandos. Como era de
esperar en funcién de nuestra experiencia previa, la actividad varié al cambiar
el ligando tiosemicarbazona. Ademas, la mayoria de estos compuestos resulto
mas activa que el Nifurtimox contra la forma infectiva tripomastigota del
parasito. No fue posible encontrar una justificacion a la tendencia observada de
actividades para las dos series de compuestos. Los compuestos de Pt
presentaron citotoxicidad inespecifica elevada, pero mostraron un indice de
selectividad hacia el parasito ligeramente mayor que el de los ligandos libres y
sus complejos de Pd. Se comprobd que al igual que fuera propuesto para los
complejos analogos de Pd, los complejos de Pt obtenidos podrian actuar por un
mecanismo de accion dual: interaccion con ADN y generacidon de estrés

oxidativo en el parasito.

Todos los compuestos metalicos con el ligando bioactivo Hmpo estudiados
mostraron un aumento significativo de la actividad anti T.cruzi con respecto al
ligando libre. En particular, los compuestos [Pd(mpo)2] y [Auz(mpo)2(PPhs)]
mostraron un incremento muy importante, lo que demuestra que nuestra
estrategia es valedera. El complejo de Au con mpo también mostro actividad
antiproliferativa interesante sobre promastigotas de Leishmania. Este resultado
muestra la posibilidad de desarrollar compuestos metalicos con actividad contra
diferentes tripanosomatidos. Como ya se discuti6 esto representa una
estrategia muy interesante para el desarrollo de agentes contra parasitos que
afectan a poblaciones pobres de nuestra regién. Los compuestos mostraron
citotoxicidad en macrofagos adecuada pero algunos de ellos mostraron indices
de selectividad respecto a fibroblastos relativamente bajos. Esto determind que
solo los compuestos [VO(mpo)-] y [Pd(mpo)2] pasaran en esta instancia a la
fase de estudios in vivo. Los estudios realizados para tratar de determinar el
mecanismo de accion de estos complejos, sugieren fuertemente que la accién

tripanosomicida podria ser debida principalmente a la inhibicion de la enzima
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NADH-fumarato reductasa especifica del parasito. Sin embargo, no se puede
descartar la existencia de otros blancos adicionales que podrian contribuir para

explicar el aumento de la actividad observada.

En suma y como conclusion general, los resultados de este Trabajo de Tesis
muestran que la coordinacion de compuestos organicos antitripanosomales con
metales de interés farmacol6gico puede resultar una adecuada estrategia para
desarrollar nuevas herramientas terapéuticas contra enfermedades tropicales
producidas por tripanosomatidos, en particular la Tripanosomiasis Americana.

Parte del trabajo informado en esta tesis se plasmd en las publicaciones

siguientes (Apéndice 2):

1. Platinum(ll) metal complexes as potential anti-Trypanosoma cruzi
agents. M. Vieites, L. Otero, D. Santos, D. Gajardo, J. Toloza, R.
Figueroa, E. Norambuena, C. Olea-Azar, G. Aguirre, H. Cerecetto, M.
Gonzalez, A. Morello, J. D. Maya, B. Garat, D. Gambino, Journal of
Inorganic Biochemistry, Special Issue dedicated to 13th ICBIC 2007, 102
(2008) 1033-1043.

2. Potent in vitro anti-Trypanosoma cruzi activity of pyridine-2-thiol N-oxide
metal complexes bearing inhibitory effect on parasite-specific fumarate
reductase. M. Vieites, P. Smircich, B. Parajon-Costa, J. Rodriguez, V.
Galaz, C. Olea-Azar, L. Otero, G. Aguirre, H. Cerecetto, M. Gonzélez, A.
Gomez-Barrio, B. Garat, D. Gambino, Journal of Biological Inorganic
Chemistry, 13(5) (2008) 723-735.

3. Platinum-based complexes of bioactive 3-(5-nitrofuryl)acroleine
thiosemicarbazones showing anti-Trypanosoma cruzi activity, M. Vieites,
L. Otero, D. Santos, C. Olea-Azar, E. Norambuena, G. Aguirre, H.
Cerecetto, M. Gonzélez, U. Kemmerling, A. Morello, J. D. Maya, D.
Gambino, Journal of Inorganic Biochemistry, 103 (2009) 411-418.
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4.

Synthesis and characterization of a pyridine-2-thiol N-oxide gold(l)
complex with potent antiproliferative effect against Trypanosoma cruzi
and Leishmania sp. Insight into its mechanism of action. M. Vieites, P.
Smircich, L. Guggeri, E. Marchan, A. GOmez-Barrio, M. Navarro, B.
Garat, D. Gambino, Journal of Inorganic Biochemistry, 103 (2009) 1300-
1306.

DNA as molecular target of analogous palladium and platinum anti-
Trypanosoma cruzi compounds: a comparative study. M. Vieites, P.
Smircich, M. Pagano, L. Otero, F. Luane Fischer, H. Terenzi, M. J.
Prieto, V. Moreno, B. Garat, D. Gambino, Journal of Inorganic
Biochemistry, celebrating Bio-Inorganic Chemistry in Latin America, 105
(2011) 1704-1711.

Vibrational spectra of palladium 5-nitrofuryl thiosemicarbazone
complexes: experimental and theoretical study. D. Gambino, L. Otero, M.
Vieites, M. Boiani, M. Gonzalez, E. J. Baran, H. Cerecetto.
Spectrochimica Acta Part A Molecular and Biomolecular Spectroscopy
68 (2007) 341-348. Esta ultima publicacion no formé parte central de

este Trabajo de Tesis.

También se presentd una solicitud de patente que involucra el compuesto de

Au con mpo: UR N° 31119/2008 Complejos de oro con 2-mercaptopiridina-N-

oxido:

su utilizacibn como agentes antiparasitarios. Inventores: Dinorah

Gambino, Marisol Vieites, Maribel Navarro.

6.2- PERSPECTIVAS

6.2.1-

cruzi

Complejos de Pd y Pt con tiosemicarbazonas bioactivas frente a T.

A partir de los resultados obtenidos surgen nuevas alternativas en cuanto a

estrategias sintéticas que permitan obtener complejos que tengan la posibilidad

de actuar por un mecanismo de accion dual, pero que no presenten los
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inconvenientes relacionados con la biodisponibilidad y toxicidad que mostraron
los complejos desarrollados. En este sentido, se plantean las siguientes

actividades futuras:

- extender los estudios de este Trabajo de Tesis a otros metales de interés
terapéutico para obtener complejos con diferentes propiedades fisicoquimicas y
estructurales, lo que puede conducir a compuestos que conserven la actividad
anti T. cruzi encontrada pero que presenten menor toxicidad y, en forma
general, presenten mejores caracteristicas fisicoquimicas de importancia

biolégica y farmacolégicas.

- obtener compuestos de Pt(ll) con los ligandos bioactivos elegidos, pero
incluyendo en la esfera de coordinacion un coligando. Se seleccionaran
coligandos que contribuyan a incrementar la solubilidad y modular la lipofilia, a
efectos de mejorar la biodisponibilidad (por ejemplo, algin aminoéacido), y
coligandos que permitan afianzar la union del complejo al ADN (por ejemplo,
algun ligando plano que se una a la doble hebra de ADN por intercalacion,

como la 1,10-fenantrolina).

- obtener complejos de Pt(IV) con estos ligandos bioactivos y otros coligandos
en la esfera de coordinaciéon de este ion central que forma complejos de
numero de coordinacién 6 (octaédricos) y cuyos compuestos estan siendo muy

estudiados en la actualidad con fines de terapia antitumoral.

La obtencién de una amplia serie de compuestos de platino estructuralmente
relacionados, permitira profundizar en estudios de relacidn estructura,
propiedades fisicoquimicas — actividad biolégica, aspecto en desarrollo
incipiente en el area Inorganica de la Quimica Medicinal. Ademas, los
resultados emergentes de este estudio constituirdn el punto de partida para un
futuro desarrollo de otros compuestos de Pt(ll) con este tipo de ligandos y
coligandos adecuados y, probablemente, también de Pt(IV). Este ultimo
aspecto resulta especialmente interesante si se toma en consideraciéon que

hasta el momento no se han reportado compuestos de Pt(IV) con
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tiosemicarbazonas como ligandos, y so6lo se ha encontrado descrito en la
bibliografia un compuesto de Pt(IV) con una semicarbazona.

6.2.2- Complejos metalicos de N-6xido de 2-mercaptopiridina (Hmpo)

Los resultados de este Trabajo de Tesis sirven de antecedente para el
desarrollo de estrategias sintéticas que permitan obtener complejos que tengan
la posibilidad de actuar por el mismo mecanismo de accién, pero que muestren
actividades incrementadas y no presenten inconvenientes relacionados con la
toxicidad. En este sentido, ya se han iniciado trabajos de desarrollo de nuevos
complejos de Au(lll) con este ligando del tipo [Au"'mpoXz], donde X = Cl o Br.

Ademas, se pretende generar complejos de otros metales con este ligando.

También se explorara la estrategia de desarrollo de complejos de ligandos
mixtos para obtener compuestos metalicos con mpo y otros coligandos en la
esfera de coordinacion, a efectos de mejorar los aspectos bioldgicos de los

compuestos manteniendo el blanco de accion.

Ademas, se pretende profundizar en los estudios relativos a la enzima NADH
fumarato reductasa intentando obtenerla de forma pura por expresion de la
misma en bacterias y aislamiento. Para estos estudios debera contarse con el

apoyo cientifico de especialistas del area.

También, ya se estan explorando otras actividades del compuesto
[Au2(mpo)2(PPhs3)2] en conjunto con el Prof. G. Salinas, quien lo esta evaluando

como inhibidor de selenoenzimas en Echinococcus granulosus.

6.2.3. Complejos de los metales estudiados con otros ligandos organicos

bioactivos

Obviamente, tanto las estrategias sintéticas como de estudio de mecanismo de
accion desarrolladas en este Trabajo de Tesis podran ser aplicadas al
desarrollo de nuevos compuestos metalicos con otros ligandos organicos que

presenten actividad anti-T. cruzi. En particular, la experiencia adquirida en la
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realizacion e interpretacion de estudios de interaccion con ADN podran ser

volcadas al trabajo global del grupo que integro.

6.2.4. Consideraciones finales

Por ultimo, cabe destacar que aun cuando estas perspectivas de trabajo futuro
han sido planificadas desde un punto de vista de Quimico Médico, los
resultados que surjan de estos trabajos generaran aportes importantes a la
Quimica de Coordinacion de los metales estudiados.

Desde el punto de vista de la Quimica Inorganica Medicinal se pretende
avanzar hacia el desarrollo de compuestos metalicos con actividad contra T.
cruzi y/o Leishmania spp que ameriten la realizacion de estudios in vivo. Todo
el conocimiento generado incentivara a la comunidad cientifica del area a
desarrollar nuevos complejos segun la estrategia planteada por el grupo que
integro y, en particular, en este Trabajo de Tesis. Se espera que el esfuerzo
realizado conduzca en un futuro a algan compuesto metalico con potencialidad
para ser estudiado a fines de ser introducido en fases mas avanzadas o incluso

en el mercado farmacéutico.
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APENDICE 1



ALGUNAS INFORMACIONES ADICIONALES

CIF de [Pt(mpo)2]

data_s97

_audit_creation_method SHELXL-97
_chemical_name_systematic

?

_chemical_name_common ?
_chemical_melting_point ?
_chemical_formula_moiety ?
_chemical_formula_sum 'C8 H8 N2 O2 Pt S2'

_chemical_formula_weight 423.37

loop_

_atom_type_symbol

_atom_type_description
_atom_type_scat_dispersion_real
_atom_type_scat_dispersion_imag
_atom_type_scat_source

'Pt' 'Pt' -4.5932 6.9264

'International Tables Vol C Tables 4.2.6.8 and 6.1.1.4'
'S''S' 0.3331 0.5567

'International Tables Vol C Tables 4.2.6.8 and 6.1.1.4'
'0' 'O' 0.0492 0.0322

‘International Tables Vol C Tables 4.2.6.8 and 6.1.1.4'
'N' 'N' 0.0311 0.0180

‘International Tables Vol C Tables 4.2.6.8 and 6.1.1.4'
'C' 'C' 0.0181 0.0091

‘International Tables Vol C Tables 4.2.6.8 and 6.1.1.4'
'H' 'H' 0.0000 0.0000

‘International Tables Vol C Tables 4.2.6.8 and 6.1.1.4'
_symmetry_cell_setting monoclinic
_symmetry_space_group_name_H-M P21/c
loop_

_symmetry_equiv_pos_as_xyz

%y, 2

Pégina 1



X, y+1/2, -z+1/2'

X, -y, -2
X, -y-1/2, z-1/2'

_cell_length_a 7.520(4)
_cell_length_b 7.944(5)
_cell_length_c 19.452(18)
_cell_angle_alpha 90.00
_cell_angle_beta 94.89(6)
_cell_angle_gamma 90.00
_cell_volume 1157.8(14)
_cell_formula_units_Z 4

_cell_measurement_temperature  293(2)
_cell_measurement_reflns_used ?
_cell_measurement_theta_min ?

_cell_measurement_theta_max ?

_exptl_crystal_description ?
_exptl_crystal_colour ?

_exptl_crystal_size_max ?
_exptl_crystal_size_mid ?
_exptl_crystal_size_min ?

_exptl_crystal_density_meas ?
_exptl_crystal_density_diffrn  2.429
_exptl_crystal_density_method 'not measured'
_exptl_crystal F 000 784
_exptl_absorpt_coefficient_mu  25.917
_exptl_absorpt_correction_type ?
_exptl_absorpt_correction T_min ?
_exptl_absorpt_correction T_max ?

_exptl_absorpt_process_details ?

_exptl_special_details

?

_diffrn_ambient_temperature 293(2)
_diffrn_radiation_wavelength  1.54184
_diffrn_radiation_type CuK\a



_diffrn_radiation_source fine-focus sealed tube'
_diffrn_radiation_monochromator graphite
_diffrn_measurement_device_type ?
_diffrn_measurement_method ?
_diffrn_detector_area _resol_mean ?
_diffrn_standards_number ?
_diffrn_standards_interval_count ?
_diffrn_standards_interval_time ?
_diffrn_standards_decay % ?
_diffrn_reflns_number 2621
_diffrn_reflns_av_R_equivalents 0.1191
_diffrn_reflns_av_sigmal/netl  0.0492

_diffrn_reflns_limit_h_min 0

_diffrn_reflns_limit_h_max 9
_diffrn_reflns_limit_k_min -1
_diffrn_reflns_limit_k_max 9
_diffrn_reflns_limit_I_min -23
_diffrn_reflns_limit_|_max 23
_diffrn_reflns_theta_min 4.56
_diffrn_reflns_theta_max 67.96
_reflns_number_total 2105
_reflns_number_gt 1775

_reflns_threshold_expression  >2sigma(l)

_computing_data_collection ?

_computing_cell_refinement ?

_computing_data_reduction ?
_computing_structure_solution 'SHELXS-97 (Sheldrick, 1997)'
_computing_structure_refinement 'SHELXL-97 (Sheldrick, 1997)'
_computing_molecular_graphics ?

_computing_publication_material ?

_refine_special_details
Refinement of F~2” against ALL reflections. The weighted R-factor wR and
goodness of fit S are based on F*2%, conventional R-factors R are based
on F, with F set to zero for negative F*2”. The threshold expression of
Fr2n > 2sigma(F27) is used only for calculating R-factors(gt) etc. and is
not relevant to the choice of reflections for refinement. R-factors based

on F"2" are statistically about twice as large as those based on F, and R-



factors based on ALL data will be even larger.

_refine_ls_structure_factor_coef Fsqd
_refine_|ls_matrix_type full
_refine_ls_weighting_scheme calc
_refine_|s_weighting_details

‘calc w=1/[\s"2*(Fo"2")+(0.2000P)"2"+0.0000P] where P=(Fo"2"+2Fc"2")/3'
_atom_sites_solution_primary  direct
_atom_sites_solution_secondary difmap
_atom_sites_solution_hydrogens geom
_refine_ls_hydrogen_treatment mixed
_refine_|s_extinction_method  none
_refine_ls_extinction_coef ?
_refine_ls_number_reflns 2105
_refine_ls_number_parameters 154

_refine_ls_number_restraints 0

_refine_Is_R_factor_all 0.1175
_refine_Is_R_factor_gt 0.1070
_refine_Is_wR_factor_ref 0.3166
_refine_Is_ wR_factor_gt 0.2811
_refine_Is_goodness_of fit ref 1.454
_refine_ls_restrained_S_all 1.454
_refine_ls_shift/su_max 0.001
_refine_ls_shift/su_mean 0.000
loop_

_atom_site_label
_atom_site_type symbol
_atom_site_fract_x

_atom_site fract_ y

_atom_site fract z
_atom_site_U_iso_or_equiv
_atom_site_adp_type
_atom_site_occupancy
_atom_site_symmetry_multiplicity
_atom_site_calc_flag
_atom_site_refinement_flags
_atom_site_disorder_assembly

_atom_site_disorder_group



Pt Pt 0.39401(8) 0.84941(10) 0.09173(3) 0.0506(5) Uani 1 1d . . .
S1'S 0.4646(5) 0.9359(7) 0.2025(2) 0.0612(11) Uani11d . ..
S2 S 0.3176(5) 0.7675(7) -0.0181(2) 0.0642(12) Uani 11d . . .
01 O 0.1445(15) 0.9166(16) 0.1069(6) 0.055(3) Uani11d . . .
02 0 0.6467(16) 0.7791(17) 0.0756(6) 0.058(3) Uani11d . . .
N1 N 0.1215(16) 0.9960(17) 0.1683(6) 0.047(3) Uani11d. . .
N2 N 0.6667(16) 0.7345(19) 0.0088(7) 0.053(3) Uani 11d . . .
C11 C -0.048(3) 1.045(2) 0.1762(12) 0.066(5) Uani11d . . .
H11 H -0.1391 1.0281 0.1414 0.079 Uiso 1 1 calc R . .

C12 C -0.081(3) 1.118(3) 0.2355(12) 0.064(5) Uani 1 1d . . .
H12 H -0.1959 1.1540 0.2415 0.077 Uiso 1 1 calc R . .

C13 C 0.051(3) 1.1410(18) 0.2881(11) 0.054(5) Uani 11d . . .
H13 H 0.0245 1.1954 0.3284 0.065 Uiso 1 1 calc R . .

C14 C 0.218(2) 1.0848(18) 0.2812(9) 0.051(4) Uani11d. . .
H14 H 0.3059 1.0930 0.3175 0.062 Uiso 1 1 calc R . .

C15 C 0.256(2) 1.011(2) 0.2157(9) 0.052(4) Uani11d.. . .
C21 C 0.838(3) 0.707(2) -0.0057(10) 0.059(4) Uani 1 1d . . .
H21 H 0.9319 0.7298 0.0275 0.070 Uiso 1 1 calc R . .

C22 C 0.874(3) 0.645(2) -0.0709(12) 0.066(5) Uani 1 1d . . .
H22 H 0.9901 0.6174 -0.0802 0.079 Uiso 1 1 calc R . .

C23 C 0.733(3) 0.627(3) -0.1205(10) 0.071(6) Uani 1 1 d . . .
H23 H 0.7533 0.5898 -0.1646 0.086 Uiso 1 1 calc R . .

C24 C 0.568(3) 0.662(2) -0.1047(13) 0.063(5) Uani 1 1d . . .
H24 H 0.4758 0.6486 -0.1391 0.075 Uiso 1 1 calc R . .

C25 C 0.523(2) 0.718(2) -0.0390(10) 0.061(4) Uani 1 1d . . .

loop_

_atom_site_aniso_label

_atom_site_aniso_U_11

_atom_site_aniso_U_22

_atom_site_aniso_U_33

_atom_site_aniso_U_ 23

_atom_site_aniso_U 13

_atom_site_aniso_U_12

Pt 0.0377(7) 0.0642(8) 0.0518(7) 0.0037(2) 0.0148(4) -0.0005(2)
S1 0.040(2) 0.088(3) 0.057(2) -0.005(2) 0.0127(16) 0.003(2)
S2 0.038(2) 0.093(3) 0.063(2) 0.003(2) 0.0120(17) 0.002(2)
01 0.046(6) 0.061(7) 0.061(6) -0.006(6) 0.019(5) -0.001(5)
02 0.054(7) 0.077(8) 0.046(6) -0.009(6) 0.019(5) 0.002(6)
N1 0.032(6) 0.058(6) 0.050(7) 0.000(6) 0.006(5) -0.001(5)



N2 0.031(6) 0.079(9) 0.050(7) 0.009(7) 0.010(5) 0.002(6)

C11 0.050(10) 0.059(10) 0.092(13) 0.021(9) 0.020(9) 0.005(8)
C12 0.043(10) 0.077(11) 0.076(13) -0.001(10) 0.025(9) 0.012(9)
C13 0.065(12) 0.041(8) 0.061(11) 0.007(7) 0.025(9) 0.020(7)
C14 0.055(9) 0.037(7) 0.066(10) 0.000(7) 0.031(8) 0.013(7)
C15 0.046(8) 0.043(7) 0.069(10) -0.009(7) 0.022(7) -0.003(6)
C21 0.058(11) 0.057(9) 0.059(10) 0.005(8) -0.002(8) 0.012(9)
C22 0.059(12) 0.065(12) 0.076(13) 0.000(8) 0.018(10) 0.008(8)
C23 0.077(15) 0.106(16) 0.032(8) 0.003(9) 0.014(9) 0.010(12)
C24 0.056(10) 0.070(13) 0.063(10) 0.013(8) 0.016(9) 0.006(8)
C25 0.040(8) 0.065(10) 0.083(12) 0.020(9) 0.031(8) -0.003(8)

_geom_special_details

All esds (except the esd in the dihedral angle between two |.s. planes)

are estimated using the full covariance matrix. The cell esds are taken

into account individually in the estimation of esds in distances, angles

and torsion angles; correlations between esds in cell parameters are only
used when they are defined by crystal symmetry. An approximate (isotropic)

treatment of cell esds is used for estimating esds involving |.s. planes.

loop_
_geom_bond_atom_site label 1
_geom_bond_atom_site_label 2
_geom_bond_distance
_geom_bond_site_symmetry 2
_geom_bond_publ_flag

Pt 01 1.997(11) . ?

Pt 02 2.031(12) . ?

Pt S2 2.260(5) . ?

Pt S12.280(5) . ?
S1C151.721(16) . ?

S2 C251.681(17) . ?

O1 N1 1.375(17).7

02 N2 1.368(16) . ?
N1C151.31(2).?

N1 C111.36(2).7?

N2 C21 1.36(2) . ?

N2 C251.37(2) . ?



C11 C12 1.33(3) .
C12 C13 1.37(3) .
C13C14 1.35(3) .
C14 C15 1.45(2) .
C21 C22 1.41(3) .
C22 C231.38(3) .
C23C241.33(3) .
C24 C25 1.42(3) .

S I B N S R )

loop_
_geom_angle_atom_site_label 1
_geom_angle_atom_site_label 2
_geom_angle_atom_site_label 3
_geom_angle
_geom_angle_site_symmetry 1
_geom_angle_site_symmetry 3
_geom_angle_publ_flag

01 Pt02179.4(5)..7

01 PtS292.9(4) ..
02 Pt S2 86.6(3) . .
01 PtS185.8(4)..
02 Pt S194.8(3) ...
S2 Pt S1178.55(15) .. ?
C15 S1 Pt 96.0(6) . .
C25 S2 Pt 97.6(8) . .
N1 O1 Pt 116.1(9) . .
N2 O2 Pt 113.5(9) . .
C15N1C11124.6(16)..7?
C15N1 01 120.4(12)..7
C11N101114.8(15)..7
C21N202114.8(14)..7
C21 N2 C25123.4(15)..7?
02 N2 C25121.8(12)..7
C12 C11 N1118(2)..7
C11C12 C13122.1(17)..?
C14 C13C12 119.9(18) .. ?
C13C14 C15 118.4(19) . .7
N1 C15C14117.1(15).. 7
N1C15S1121.3(12)..7
Cl14C15S1121.5(14)..7

?
?
?
?

?
?
?
?



N2 C21 C22 120.0(18) . . ?
C23C22C21118(2). .7
C24 C23C22119(2) .. ?
C23 C24 C25 125(3) . . ?
N2 C25 C24 114.1(17) .. ?
N2 C25 S2 120.0(14) . . ?
C24 C25 S2 125.9(18) . . ?

_diffrn_measured_fraction_theta_max 1.000
_diffrn_refins_theta_full 67.96

_diffrn_measured_fraction_theta_full 1.000

_refine_diff_density_max 3.409
_refine_diff_density_min -6.416
_refine_diff_density_rms 0.538

#===END
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ESPECTRO DE MASAS (ESI-MS) DEL COMPLEJO [Aux(mpo)2(PPhs),]
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MIGRACION ELECTROFORETICA EN GEL DE AGAROSA PARA LOS
COMPLEJOS DE [PdCla(HL1)] Y [PdCl,(HL5)]
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IMAGENES DE AFM PARA ALGUNOS COMPLEJOS [MCIx(HL)]

, 22 horas

pBR322

pBR322, 3 horas

22 horas

[PACIx(HL5)]

[PACI2(HL5)], 3 horas

1.00

22 horas

[PtClo(HL5)]

3 horas

[PtCl2(HL5)],

Imagenes de AFM para los complejos [PdCI>(HL5)] y
[PtCl2(HL5)].



[PACI2(HL4)], 3 horas [PACI2(HL4)], 22 horas

Imagenes de AFM para los complejos [PdCI>(HL4)] y [PdCI>(HL6)].
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[PACI2(HL7)], 3 horas [PACI2(HL7)], 24 horas

Imagenes de AFM para los complejos [PtCl>(HL3)] y [PACIx(HL7)].
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