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Hipotesis

En base a la evidencia cientifica, se hipotetiza que la complejacién de farmacos con
metales de transicidn podria potenciar la actividad bioldgica de estos a través del cambio
en su conformacion (que podria mejorar la biodisponibilidad y modificar la interaccion

con blancos celulares) y los efectos intrinsecos del metal utilizado.

Obijetivo general

Llevar a cabo un estudio multidisciplinario orientado a la sintesis y caracterizacion,
tanto en fase solida como en solucién, de nuevos complejos de coordinacién de vanadio
y zinc con ligandos que presentan actividad antitumoral, antihipertensiva vy
neuroprotectora. Ademas, evaluar la influencia de la coordinacién en las propiedades
biolégicas de los compuestos obtenidos con el fin de desarrollar nuevas moléculas con

potencial terapéutico.

Obijetivos especificos

¢ Sintetizar complejos de coordinacién de vanadio y zinc empleando ligandos con

propiedades antitumorales, antihipertensivas y neuroprotectoras.

o Caracterizar los complejos obtenidos mediante analisis elemental, estudios de
estabilidad térmica y técnicas espectroscépicas como infrarroja, UV-Visible,
fluorescencia, resonancia magnética nuclear y resonancia paramagnética electréonica en

fase soélida.

¢ Evaluar la interaccién de los complejos con albumina sérica bovina para estimar su

biodisponibilidad.

¢ Evaluar la accién de los compuestos con actividad antitumoral sobre la viabilidad,

capacidad de metastasis y estado redox de lineas celulares in vitro.

¢ Evaluar los efectos de los compuestos con actividad antihipertensiva en los valores
de presién arterial sistdlica, y su capacidad de proteccién frente a la hipertrofia y fibrosis
cardiaca en un modelo de hipertension in vivo. Estudiar también el estado redox y los

cambios de expresion de proteinas relacionadas con éste en el tejido cardiaco (ex vivo).

e Evaluar, sobre cultivos neuronales in vitro, la capacidad de los compuestos

neuroprotectores de inhibir el dafio inducido por el agente excitotdxico glutamato.
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Capitulo 1

Introduccion
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1.1 Quimica bioinorganica

1.1.1 Definicion

La quimica bioinorganica es una disciplina cientifica que estudia el papel de los
elementos inorganicos en los sistemas biolédgicos. A lo largo de las ultimas décadas,
esta rama de la quimica ha emergido como un campo interdisciplinario esencial para
entender cédmo los elementos participan en la estructura y funcion de biomoléculas como
enzimas, proteinas y acidos nucleicos, actuando en procesos biolégicos complejos,
tales como la catalisis enzimatica, el transporte de electrones, la regulacion de la
sefializacion celular y la homeostasis de metales en organismos vivos. En la Tabla 1-|
se listan algunas de las funciones biol6gicas que los elementos quimicos cumplen en

los organismos superiores (organismos multicelulares organizados en tejidos y 6rganos).

Tabla 1-I. Principales funciones bioldgicas de algunos elementos quimicos en los organismos superiores.

Elemento Principales funciones biolégicas
Na Regulacién de osmolaridad; generacién de gradientes electroquimicos;
cotransporte de nutrientes.
K Regulacion de osmolaridad; generacion de gradientes electroquimicos;
cotransporte de nutrientes.
Cl Regulacion de osmolaridad; generacion de gradientes electroquimicos.
Ca Formacion de huesos, dientes, etc.; contraccion muscular; sefializacion celular.
Mg Cofactor enzimatico; relajacién muscular.
=) Formacion de huesos, dientes, etc. Forma parte de diversas biomoléculas, como
los acidos nucleicos, fosfolipidos, ATP/ADP, NADH/NAD*y NADPH/NADP*.
S Presente en las proteinas (aminoacidos cisteina y metionina); actividad
antioxidante; detoxificacion a través de sulfoconjugacion.
Zn Cofactor enzimatico; estabilizacion de estructuras terciarias en biomoléculas;
sinapsis; funcién inmunitaria; actividad antioxidante.
Cu Cofactor enzimatico; actividad antioxidante.
Mn Cofactor enzimético; metabolismo energético; actividad antioxidante.
Se Funcionamiento de glandulas tiroideas; respuesta inmune.

| Produccion de hormonas tiroideas.

Cr Regulacion de glucemia; metabolismo de lipidos y proteinas.
Mo Cofactor enzimatico; detoxificacion.
Fe Transporte de oxigeno; transporte de electrones; actividad antioxidante.
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Ademas, la quimica bioinorganica hace uso de los elementos quimicos para el
diagnéstico y tratamiento de enfermedades. Algunos de los ejemplos mas notables
incluyen el farmaco arsfenamina (derivado del arsénico) utilizado para el tratamiento de
la sifilis, el cisplatino utilizado para el tratamiento del cancer?, y los isétopos radiactivos

de galio, indio y talio utilizados para el diagndstico por imagenes®.

1.1.2 Compuestos de coordinacion

Los compuestos de coordinacion se definen como aquellos constituidos por un catién
metalico central (usualmente un metal de transicion) rodeado por otros atomos o
moléculas, denominados ligandos, que actian como donores de electrones. Los
compuestos de coordinacion constituyen una gran familia de compuestos utilizados en
la quimica bioinorganica para el tratamiento de diversas enfermedades. Uno de los
primeros compuestos de coordinacion empleados en la medicina fue el cis-platino
(Figura 1-1), un complejo de Pt(Il) de geometria cuadrada con férmula cis-[Pt(NH3)2Cl2],

el cual ha sido utilizado como agente quimioterapéutico contra el cancer®.

Cl, . NHs
o
cl”  “YNH;

Figura 1-I. Estructura del complejo cis-platino

El descubrimiento de la actividad del cis-platino y su éxito como farmaco generaron
un fuerte interés en la comunidad cientifica, lo que se tradujo en la aparicién de una gran
variedad de nuevos metalofarmacos con actividad antitumoral, siendo los mas
importantes aquellos derivados de Rh(lll), Ru(ll), Ti(IV), Cu(ll), Ga(lll), Pd(Il), Au(ll) y
V(IV)®.

Hasta la fecha, se han disefiado complejos de coordinaciéon con una amplia gama de
actividades, entre las cuales se hallan la antihipertensiva®, antimicrobiana’, antimalarica®,
antivirica®, antioxidante'®, neuroprotectora’ y anticancerigena, entre otras. La
complejacion con metales ha demostrado, en general, ser una estrategia util para
potenciar la actividad biolégica, disminuir la toxicidad y aumentar la biodisponibilidad de

las drogas parentales.
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1.1.3 Metales de coordinacidn en la medicina: Vanadio y Zinc

1.1.3.1 Vanadio

El vanadio es un metal de transicion, de numero atdomico 23 (configuracién
electrénica: [Ar]3d*4s?), nombrado a partir de la diosa nordica de la belleza Vanadis. Es
el 22° elemento mas abundante en la tierra, siendo mas abundante que el zinc y el
cobre. Esta presente en el agua de mar en forma de NaH»VOi, alcanzando una
concentracion de 30 nM. Se conocen ademas mas de 120 minerales compuestos por
este elemento (algunos de los cuales se listan en la Tabla 1-II), siendo los principales la

vanadinita, la patronita, la roscoelita, la carnotita y la descloizita'.

Tabla 1-1l. Nombre, férmula y estados de oxidacién de vanadio para algunos minerales de este elemento.

Nombre Férmula Estado de oxidacion de vanadio
Descloizita Pb(Zn, Cu)OH[VO4] \Y,
Roscoelita K(Al, V)2(OH, F)2[AlSi3O10] 1l

Patronita V(S2)2 v

Carnotita K(UO2)[VO4] Vv
Vanadinita Pbs[VO4]sClI Y

Simplotita Ca[V409] v

El vanadio se acumula ademas en los seres vivos. En los seres humanos, el
contenido de vanadio en plasma sanguineo es de 200 nM. En los tejidos alcanza una
concentracién media de 6 yM, acumulandose mayoritariamente en huesos, higado y
rinones. Se ha descubierto que este metal cumple diversos roles en diferentes
organismos, entre los cuales se pueden mencionar: aceptor de electrones en la
respiracion de las bacterias del género Shewanella, Pseudomonas y Geobacter'3;
catalizador en la enzima Nitrato Reductasa de bacterias Psuedonomas'*; catalizador en
la enzima Nitrogenasa de algunas cianobacterias® (Figura 1-ll); catalizador en las
enzimas Haloperoxidasas de ciertas algas y bacterias marinas'®'’. Se sabe ademas que
los animales del subfilo Tunicata acumulan vanadio en sus células sanguineas

(denominadas vanadocitos), aunque el fin aun no esta claro’.
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(His)

S{\-—-—-.. * S< * _§ <j

(Cys) Fe S/ JFe /

/S—Fe \Fe-.‘_ -Fe’ wCH,COy
\ / —7Fe{ ___..-FE*--..__S J\CHz‘:HzCOz

Figura 1-11. Estructura y representacion tridimensional de la enzima Nitrogenasa dependiente de vanadio, presente en

algunas cianobacterias.

La toxicidad del vanadio es relativamente baja; en la Tabla 1-lll se muestran los
valores de DL50 (dosis para la cual la mitad de los animales mueren) en ratas durante

14 dias de ingesta o inhalacion de diferentes compuestos de vanadio2.

Tabla 1-l1l. Valores de DL50 en ratas para la ingesta/inhalacién de diferentes compuestos de vanadio
Compuesto | DL50 (mg/kg; administracién oral) | DL50 (mg/L; administracién inhalatoria)
V205 716 16,2
V203 >3000 6,65
K[VO3] 318 4,16
NH4[VO3] 218 2,43

Los compuestos de vanadio comenzaron a utilizarse con fines farmacolégicos para
el tratamiento de la diabetes en la década de los 80. La especie vanadato, en particular,
posee una similitud estructural importante con los grupos fosfato (Figura 1-lll), teniendo
un area superficial polar topolégica (TPSA) idéntica. Esto le confiere al vanadato la
capacidad de competir con el fosfato por los sitios activos de muchas enzimas fosfatasas,
que suelen estar involucradas en la desfosforilacion de proteinas que intervienen en
vias de senalizacion celular. Ademas, el vanadio es capaz de estabilizar numeros de

coordinacién de 5 y 6 con facilidad (que son los alcanzados al interactuar con el sitio
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activo de las enzimas), mientras que el fosfato no. Esto provoca que el vanadato, una
vez en el sitio activo, permanezca ahi por un tiempo prolongado, manteniendo a las
fosfatasas inhibidas y por tanto a las moléculas de las vias de sefalizacién fosforiladas.
De esta manera, la sefial de captacion de glucosa se mantiene activa en las células,

confiriendo a los compuestos de vanadio actividad “insulinomimética”'®

(W
1541 | |1.68|I.

¥
.||78|t |l70|c

- 2 2
TPSA: 86.2 A 86.2 A
Figura 1-lll. Estructura, distancia interatémica y TPSA para los grupos fosfato (izquierda) y vanadato (derecha).

A partir de los afos 80, también comenzé a estudiarse las propiedades antitumorales
de compuestos de vanadio, siendo los primeros compuestos probados el cloruro de
vanadoceno® y algunos peroxovanadatos?'. Desde entonces, se han sintetizado
diversos complejos de vanadio con diferentes ligandos, con el objetivo de mejorar su
biodisponibilidad, disminuir su toxicidad y potenciar sus efectos antitumorales. Los
mecanismos mediante el cual el vanadio ejerce esta actividad se discutiran mas

adelante.

1.1.3.2 Zinc

El zinc es el ultimo metal de la primera serie de los metales de transicién, y posee
una configuracién electronica [Ar]3d'%4s?. En solucién presenta un Unico estado de
oxidacion estable, Zn*? ([Ar]3d'?), cuya capa llena le otorga la capacidad de adoptar
diversos numeros y geometrias de coordinacién (usualmente tetraédrica, bipiramide
trigonal y octaédrica para numeros de coordinacién 4, 5 y 6, respectivamente??), pero a
su vez dificulta el estudio de sus complejos, ya que estos no presentaran transferencias

d-d en el espectro electronico ni seran magnéticamente activos.

El cuerpo humano contiene entre 1 y 4 gramos de zinc, de los cuales el 90% se
encuentra en huesos y musculos?. El zinc presente en sangre es transportado mediante

las proteinas albumina sérica y o2-macroglobulina®®. Dentro de las células,
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aproximadamente la mitad del zinc se encuentra unido a proteinas o dentro de vesiculas,
un tercio se encuentra dentro del nucleo, y el resto se encuentra en proteinas de la
membrana plasmatica®®. El almacenamiento de zinc no es tan eficiente como para otros
elementos, por lo que se requiere una ingesta diaria de alrededor de 10 mg. La
deficiencia de este elemento esta asociada a un mal funcionamiento del sistema inmune,

alopecia y lesiones de piel®.

Existen tres proteinas encargadas de la homeostasis del zinc. Las proteinas
transportadoras de zinc se encargan de transportar dicho elemento desde el citoplasma
hacia el exterior de la célula o hacia compartimentos intracelulares. Por otra parte, las
proteinas ZIP (proteinas tipo Zrt e Irt) se encargan del proceso inverso, es decir, de
introducir zinc al citoplasma desde el exterior o desde compartimientos intracelulares?®.
Por ultimo, las metalotioneinas (proteinas ricas en cisteina; Figura 1-1V) se asocian
reversiblemente al zinc, controlando la cantidad del metal que se encontrara en su forma
libre. Estas proteinas se encargan de colaborar en el plegamiento de algunas proteinas
que contienen zinc, ademas de detoxificar el organismo al unirse a diversos metales

pesados?’.

Figura 1-1V. Estructura del dominio beta de la metalotioneina Ec-1 presente en la planta de trigo. Los residuos de

cisteina se ilustran en amarillo y los iones Zn*? en azul.

El zinc cumple diversos roles en los organismos. Existen proteinas con motivos de
unién a zinc, denominados “dedos de zinc”, que son ricos en histidina y cisteina (en
patrones bien definidos que se ilustran en la Figura 1-V), e interactian con el ion
metalico a través del grupo imidazol y el grupo sulfhidrilo, respectivamente?®. Existen
varios factores de transcripcidon que poseen dedos de zinc y que se activan al unirse al
metal, regulando la expresion de diversos genes, entre los cuales se encuentran los

relacionados a la diferenciacién de linfocitos T?° y la regulacion de los linfocitos B
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maduros®. Otro rol importante del zinc se relaciona con la resistencia celular al estrés
oxidativo. La enzima Superéxido Dismutasa 1 (SOD1), presente en la membrana
mitocondrial externa, posee Zn(ll) y Cu(ll) en su sitio activo (con funcién estructural y
catalitica, respectivamente). Su funcién es catalizar la transformacién de dos radicales
superoxido en peroxido de hidrogeno y oxigeno®'. El zinc también se encuentra presente
en varias peptidasas, entre las cuales se destacan las responsables de degradar
péptidos de patdgenos que luego seran presentados por las células presentadoras de

antigeno y reconocidos por linfocitos T virgenes®.
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Figura 1-V. Patrones de cisteina (C) e histidina (H) presentes en los dedos de zinc.

La utilizacion del zinc en la medicina comenzé en la década del 40 mediante el
empleo de peroxido de zinc como bacteriostatico en el tratamiento de infecciones 33 34
%_En la década del 60, las sales de zinc se utilizaban para acelerar la cicatrizacion de
heridas®®; dicho efecto se debe a la capacidad de este metal de modular el sistema
inmune y de asociarse a metaloproteasas de matriz dependientes de zinc, colaborando
asi a la remodelacion de la matriz extracelular y a la migracion de los queratinocitos

(células que generan queratina, una proteina estructural)®’.

La actividad biolégica de los complejos de coordinacion de Zn(ll) comenzé a
estudiarse en la década del 60. Los primeros en estudiarse fueron aquellos con actividad

antiviral®®. Se ha demostrado que el Zn(ll) es capaz de interactuar con la estructura de
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ciertas proteinas virales e inhibir su actividad, aunque su efecto es altamente

dependiente de la naturaleza del virus3® 4% 41.42,

A finales de la década de los 90s, se descubrié que la suplementacion con Zinc era
capaz de regular la glucemia*® (debido a que el metal esta involucrado en la via de
biosintesis de la insulina e influye en su conformacion estructural #4), lo que condujo al

estudio de complejos con actividad insulinomimética®®: 46,

Los complejos de Zinc con actividad antitumoral y antihipertensiva comenzaron a
estudiarse en la década de los 80 y los 2010, respectivamente. Se cree que, en este
tipo de complejos, el papel principal del Zn(ll) es el de la modificacién estructural del
ligando (gracias a su capacidad para adoptar distintas geometrias) que puede modificar
su interaccioén con distintos blancos celulares y mejorar su biodisponibilidad, el de actuar
como catalizador en reacciones hidroliticas (como la ruptura de las hebras del acido
desoxirribonucleico (ADN)), y el de suplir este elemento que resulta indispensable para

una gran cantidad de procesos celulares que ya se discutieron previamente*” 8.

En los ultimos afos, el zinc se estudia mayoritariamente en forma de nanoparticulas
(generalmente de ZnO) que poseen potencial para diversas aplicaciones, entre las que
se encuentran el tratamiento del cancer*®, el diagnoéstico por imagenes, el transporte

(delivery) de drogas*® y el uso como agente antimicrobiano®.

1.2 Cancer

1.2.1 Descripciéon y mecanismos moleculares

El término cancer engloba a un conjunto de enfermedades que se producen a raiz
de la proliferacion celular desregulada; las células dejan de responder a los mecanismos
que limitan su crecimiento generando tumores, y son capaces de diseminarse por el
cuerpo. El cancer puede afectar a cualquier tipo de células, por lo que existen mas de
cien tipos diferentes, que a su vez pueden variar en su comportamiento y respuesta a

los tratamientos®.

Para que una célula se transforme en cancerigena, debe sufrir mutaciones en genes
relacionados con el control de su division. Existen dos tipos de genes, los proto-

oncogenes Yy los genes supresores de tumores, cuya alteraciéon puede conducir a que
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una célula se divida sin control. La sobreexpresion o subexpresion de estos genes
puede deberse a fendmenos como la translocacion cromosdmica (migracién de una
porcion de un cromosoma a otro), mutaciones puntuales (reemplazo, inserciéon o
delecién de un unico nucledtido), amplificaciéon genética (aumento del numero de copias
de un gen), deleciones (eliminacién de copias de un gen), insercidon genética
(introduccion de dos o mas nucledtidos a un gen)®? y alteraciones en la epigenética
(cambios en el patrén de metilacion del ADN, modificacion de histonas y cambios en la
posicion del nucleosoma)?®. Factores como las sustancias quimicas mutagénicas®* 5% 5¢,
agentes bioldgicos como algunos virus®” %8 y bacterias®®, y factores fisicos como la
radiacion ionizante® aumentan la probabilidad de sufrir mutaciones en el genoma vy

desarrollar neoplasias.

Los proto-oncogenes son aquellos que conducen a la oncogénesis cuando se
expresan mas de lo normal (ya que suelen codificar factores de transcripcion, moléculas
de transduccion de sefiales y reguladores del ciclo celular)®'. Dentro de los proto-
oncogenes se encuentran: el gen RAS, que codifica una molécula involucrada en la via
de sefalizacion que controla la proliferacion y supervivencia celular®?; el gen CCND1
que corresponde a ciclina D1, una proteina que promueve el progreso del ciclo celular
(desde la fase G1 a la S)®; el gen HER2, codificante de receptores transmembrana que
reconocen al factor de crecimiento epidérmico humano®; el gen c-Myc, que codifica para
un factor de transcripcion que se une a motivos del ADN llamados E-box (5'-CACGTG-

3') y promueve la expresion de genes relacionados con la proliferacion celular®®.

Los genes supresores de tumores, en contraste, conducen a la oncogénesis cuando
su expresion se ve disminuida, y suelen encargarse de inhibir la proliferacion celular
excesiva, controlar el dafio en el genoma y repararlo, e inducir la apoptosis®. Ejemplos
de genes supresores de tumores son: el gen TP53, codificante de la proteina P53, la
cual se encarga de detectar dafios en el ADN vy, en caso de hallarlos, detener el ciclo
celular, inducir la reparacion, y llevar a la célula a apoptosis si esta no se logra®’; el gen
CDH1 que codifica a las E-cadherinas, unas proteinas de membrana que se encargan
de la inhibicion por contacto de la division celular (cuando entran en contacto con otras
E-cadherinas de una célula vecina, disparan una cascada de sefializacion que inhibe la
proliferacion, manteniendo asi la morfologia normal de los tejidos)®®; NF1, el gen
codificante de la proteina neurofibromina 1, una GTPasa que actia como regulador
negativo del proto-oncogén RAS (por lo que una disminucion en la expresion de NF1 es
equivalente a un aumento en la expresion de RAS)®; los genes BRCA1 y BRCA2,

correspondientes a proteinas de reparacion del dafio en el ADN’°.
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Ademas de adquirir mutaciones, las células tumorales deben evadir al sistema
inmune para poder duplicarse y propagarse; dicho proceso se denomina “inmunoedicion”
y consta de tres fases. Una vez generada una célula tumoral, esta comenzara a generar
antigenos tumorales que se reconoceran como extrafios y por lo tanto dispararan una
respuesta inmune. La mayoria de estas células seran eliminadas por el sistema inmune
en esta primera etapa, denominada “Fase de eliminacién””" 72. Algunas células
neoplasicas no son eliminadas por completo en la fase de eliminacién y contindan
acumulando mutaciones hasta volverse menos inmunogénicas, entrando en la segunda
fase denominada “fase de equilibrio”, donde se genera una poblaciéon de células
tumorales que no son eliminadas por completo por el sistema inmune pero tampoco
logran multiplicarse de forma desmedida ni propagarse™. Dado que las células
tumorales presentan una inestabilidad gendmica aumentada debido a su epigenética
alterada, continian acumulando mutaciones durante la fase de equilibrio. La “fase de
escape” comienza cuando alguna de estas células desarrolla mutaciones que le permite
evadir el sistema inmune que la mantiene en equilibrio. Ejemplos de esas mutaciones
pueden ser la ausencia de antigenos tumorales, la pérdida de funcion de moléculas
relacionadas con el complejo de histocompatibilidad clase |, o la liberacion de citoquinas
y moléculas inmunoreguladoras que generan un microambiente tumoral
inmunosupresivo’. Durante la fase de escape, la subpoblacion tumoral que logré evadir
al sistema inmune se multiplica de manera descontrolada e invade otros tejidos
mediante el proceso de metastasis. El proceso de inmunoedicién es frecuentemente
comparado con un proceso evolutivo, donde prosperara la linea tumoral que haya
adquirido suficientes mutaciones genéticas (las cuales ocurren al azar) para
contrarrestar al sistema inmune, que puede ser considerado como la presion de

seleccion™.

Para que el proceso de metastasis ocurra, las células tumorales deben experimentar
una transicion epitelial-mesenquimal (TEM) (Figura 1-VI). En este proceso hay una
disrupcién de la adhesiéon célula-célula y de la polaridad celular, un remodelado del
citoesqueleto y una alteracion en la adhesion célula-matriz que, en conjunto, permiten a
las células metastasicas atravesar la membrana basal, entrar en el torrente sanguineo
e invadir tejidos distantes™. La TEM ocurre a través de una serie de factores de
transcripcion como ZEB1, ZEB2, SNAIL, SLUG y TWIST. Todos ellos provocan la
represion de la expresion de E-cadherinas y el aumento de la expresion de vimentina
(proteina que forma filamentos que protegen a las células mesenquimales del estrés y
contribuyen a su motilidad), fibronectina (proteina que favorece la adhesién a la

membrana basal y la angiogénesis), N-cadherina (proteinas de adhesién célula-célula
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que facilitan la migracion celular colectiva) y metaloproteinasas que ayudan a degradar

la membrana basal””.
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Figura 1-VI. Esquema de la transicion epitelial-mesenquimal en una célula tumoral.

1.2.2 Equilibrio redox y cancer

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) son aquellas especies parcialmente
reducidas de oxigeno que resultan muy reactivas. Entre ellas se encuentran el peréxido
de hidrégeno (H203), el anion superdxido (O2’), el acido hipocloroso (HOCI), el oxigeno
singlete y el radical hidroxilo (*OH)’®. Estas especies pueden originarse como
subproducto del metabolismo celular’® o a partir de agentes exdgenos como los

asbestos, el cromo, algunos herbicidas, la radiacién ionizante y el humo del tabaco®.

Las EROs cumplen un rol en la sefalizacién celular. En particular, el H.O, actia
oxidando reversiblemente residuos de cisteina de ciertas proteinas de sefalizacion,
modificando su estructura®'. Es importante mantener un equilibrio en los niveles
intracelulares de EROs para el funcionamiento normal de la célula. Un exceso de EROs
puede conducir al dafio de las biomoléculas que la constituyen, mientras que niveles
muy bajos pueden provocar el funcionamiento anormal de las vias de senalizacion. Para
mantener el equilibrio redox, existen mecanismos antioxidantes que degradan las EROs:
la enzima SOD1 se encarga de transformar los aniones superdxido, generados como
subproducto de la respiracion celular, en H202y oxigeno molecular; la enzima catalasa
actua sobre el H-O- para convertirlo en oxigeno molecular y agua; la enzima glutation
peroxidasa (la cual usa glutation como cofactor) cumple el mismo rol. El H2O,, ademas
de actuar en vias de senalizacion y de ser degradado por las enzimas antioxidantes, es
capaz de reaccionar con iones metdlicos (Fe*?, Cu*) para generar radicales *OH

capaces de reaccionar con las estructuras celulares y alterarlas (Figura 1-VII)22,
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Figura 1-VII. Esquema de las vias de generacion y regulacion de EROs. NOXs: NADPH Oxidasas. SOD1: Superéxido
Dismutasa 1. GPX: Glutation Peroxidasa. CAT: Catalasa.

Existe una fuerte relacion entre los niveles de EROs y el cancer. Debido a su
capacidad para danar estructuras celulares, los niveles elevados de EROs provocan un
aumento en el dafio del ADN, lo que conduce a la mutacion del mismo y a una mayor
probabilidad de aparicion de células tumorales®: 8. Ademas, las EROs pueden estimular
la via de sefializaciéon de la proteina RAS, cuyo proto-oncogén se mencioné
anteriormente, encargada de promover la proliferacion celular. Una mayor actividad en
esta via de sefnalizacién conduce a una mayor producciéon de EROs en las enzimas
NADPH oxidasas, creando asi un ciclo de retroalimentacion positiva®. La capacidad de
metastasis de las células tumorales también se ve afectada por los niveles de EROs, ya
que estos son capaces de actuar sobre las vias de sefalizacion que dan lugar a la
expresion de genes relacionados a este proceso, como lo son los genes codificantes de
metaloproteinasas de matriz y los de moléculas de adhesién®. Para que los tumores
puedan aumentar su tamafo y nuevos tumores puedan crecer a partir de la metastasis,
se requiere la formacién de nuevos vasos sanguineos que aporten oxigeno y nutrientes

alas células tumorales. Este proceso es denominado angiogénesis, y se ha comprobado
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que las EROs pueden inducirla a través del aumento en la expresién del factor de

crecimiento vascular endotelial (VEGF)® (Figura 1-VIII).

o El tumor secreta 'e VEGF provoca el e Los nuevos vasos
VEGF crecimiento de sanguineos proporcionan
Nuevos vasos nutrientes al tumor

sanguineos

Vaso sanguineo

Figura 1-VIIl. Esquema del proceso de angiogénesis.

Cuando los niveles de EROs son extremadamente altos, estos pueden danar la
membrana mitocondrial con la subsecuente liberacion de la proteina citocromo ¢ (cuya
funcion es la de transportar electrones en la cadena transportadora de electrones). La
presencia de citocromo c en el citoplasma activa la via intrinseca de la apoptosis,
provocando la muerte de la célula®®. Niveles muy altos de EROs también pueden desatar
la via extrinseca de la apoptosis de manera indirecta, a través del aumento en la
expresion del factor de necrosis tumoral alfa®. La necrosis celular también puede darse
si el dafno a las estructuras celulares es muy pronunciado. En base a esto, se han
desarrollado drogas con propiedades antitumorales cuyos mecanismos de accion son
los de aumentar los niveles de EROs, inhibir los sistemas antioxidantes, o ambos a la
vez’8. Dado que las células tumorales tienen niveles basales de EROs aumentados con
respecto a las células normales, es esperable que el tratamiento con estos compuestos

presente selectividad frente a estas células.

En los ultimos afos, han surgido moléculas con actividad antitumoral cuyo
mecanismo de accién es el de inducir el estrés reductivo (es decir, provocar un gran
aumento de la proporcién de especies antioxidantes frente a las oxidantes)®" °'. El estrés

reductivo induce la generacion de EROs dentro de la mitocondria, lo cual conduce a
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procesos de oxidacion que afectan su integridad y resultan citotoxicos® %. Ademas, es
esperable que las vias de sefializacion celular estimuladas por EROs que promueven la
division celular acelerada y la metastasis se vean inhibidas en un entorno de estrés

reductivo.

1.2.3 Propiedades antitumorales del vanadio

Uno de los mecanismos a través del cual el vanadio ejerce su accién antitumoral es
a través de la generacion de EROs. En las células tumorales, que se distinguen de las
normales por tener un pH mas bajo, un nivel alterado de enzimas antioxidantes, un
estado redox diferente, un mayor contenido de agua y una produccién constante de
H.0.%, la generacion de EROs por accion de V(IV) puede ocurrir faciimente debido a

siguiente reacciéon®:
2V0*?2 + H,0, + H,0 - 2VO} + 2H* + 2 OH:

Los radicales hidroxilos son altamente reactivos y son capaces de reaccionar con las
estructuras celulares y dafiarlas. Ademas, el VO,* puede reconvertirse en VO*2 a través
de su reaccion con la molécula NADPH, provocando una generacion de radicales

hidroxilos en cadena®:
VOZ + NADPH - VO*? 4+ NADP* + H*

Los complejos de V(IV) capaces de interactuar con el ADN, como [VO(fenantrolina);]
(capaz de intercalarse entre los nucleétidos mediante interacciones 1r-11 con los anillos
aromaticos) y vanadoceno (capaz de interaccionar a través de puentes de hidrogeno
con los grupos fosfato de los nucleétidos) (Figura 1-IX), tienen la capacidad de inducir

el clivaje de sus hebras mediante la accion de los radicales hidroxilos generados®’.
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Figura 1-IX. Tipos de interaccion entre los complejos de coordinacion vanadoceno (izquierda) y [VO(fenantrolina),]
(derecha) con el ADN.

Otro efecto que confiere a los compuestos de vanadio actividad antitumoral es la
inhibicidon de la duplicacion celular. Estos compuestos son capaces de arrestar el ciclo
celular a través de la inhibicion de las enzimas fosfatasas de proteina-tirosina
encargadas de la desfosforilacién del complejo ciclina B. La desfosforilacién de dicho

complejo es esencial para la progresion de la mitosis®.

La alteracién en la funcién de las enzimas fosfatasas también resulta en la
acumulacion de proteinas fosforiladas pertenecientes a las vias de sefializacion celular,
que conllevan a la activacion de diversos factores entre los cuales destaca el factor
nuclear kappa B (NF-kB). NF-kB regula la expresion de varios genes que regulan los
procesos de inflamacion, crecimiento y apoptosis. Dependiendo el tipo de célula y la
dosis administrada, los compuestos de vanadio pueden ser capaces de inducir la

apoptosis mediante la activacion de NF-kB 97 9% 10,

1.2.4 Propiedades antitumorales de los flavonoides

Los flavonoides son metabolitos secundarios de plantas, y son responsables del color
y aroma de sus flores. Se encuentran en las raices, tallos, frutos, flores y granos, y

cumplen diversas funciones, incluyendo la tolerancia al estrés abidtico, la proteccién
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contra la radiacion ultravioleta, la absorcion de nutrientes del suelo y el crecimiento del

tubo polinico™’.

La estructura basica de los flavonoides consiste en un grupo benzodihidropirano
(cromano) unido a un anillo aromatico a través de la posicion 2,3 o 4 (Figura 1-X). Los
flavonoides pueden subdividirse en flavonas, flavonoles, flavanonas, catequinas,
antocianinas e isoflavonas, dependiendo de la posicion de union de este anillo aromatico,
de la presencia o ausencia de un doble enlace entre C2 y C3, y de la naturaleza del

anillo heterociclico (Figura 1-X1)1%2,

Figura 1-X. Estructura basica de los flavonoides.

OH
Antocianinas Isoflavonas

Figura 1-XI. Estructuras basicas de los subgrupos de flavonoides.
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Dada su amplia disponibilidad en los vegetales, cereales, legumbres y frutas, los
flavonoides son incorporados regularmente al organismo a través de la dieta (Tabla
1-1V)'%, Si bien las cantidades ingeridas en ciertas regiones pueden llegar a ser altas,
la biodisponibilidad de los flavonoides usualmente resulta baja, debido a una pobre

absorcion y una alta metabolizacion'®,

Tabla 1-1V. Subtipos de flavonoides y sus fuentes en la dieta.

Subgrupo Ejemplos Fuentes
Flavonas Luteolina, crisina, apigenina Manzanilla, perejil, raices
Flavonoles Quercetina, kaempferol, miricetina Té negro, manzana, brécoli

Catequinas Epigalocatequina, teaflavina, tearubigina Té verde, cacao, vino rojo

Flavanonas Naringenina, naringina, hesperidina Tomate, frutos citricos
Isoflavonas Genisteina, daidzeina, puerarina Soja, plantas herbaceas
Antocianinas Cianidina, malvidina, delfinidina Vino rojo, bayas

Se ha demostrado que estas moléculas poseen propiedades positivas para la salud,
ya que presentan actividad antioxidante, antiinflamatoria, antidiabética, antihipertensiva
y antitumoral'®. La actividad antitumoral surge a partir de mecanismos de regulacion

del estrés oxidativo y de las vias de sefializacion de duplicacion celular e inflamacion.

La inflamacion (mecanismo de respuesta inmune innata) ocurre durante estadios
tempranos del cancer y se ha relacionado con la progresion de este, ya que se liberan
en el microambiente tumoral factores de crecimiento, supervivencia celular y
angiogénesis que favorecen al crecimiento de las células tumorales'®. Los flavonoides
pueden modular varias vias de sefalizacién involucradas en la aparicion de la

inflamacion, de las cuales destaca la via del factor de transcripcion NF-kB'07: 108,

Se ha demostrado que algunos flavonoides son capaces de inhibir las vias de
sefalizacion MAPK/ERK y mTOR/AKT 109 10. 111 " |35 cuales modulan la proliferacion
celular y en las que participa la proteina RAS, sobre la cual se discutié anteriormente.
Este efecto contrarrestaria al aumento de duplicacion celular causado por la mayor

expresion del proto-oncogén RAS.

La capacidad de los flavonoides para eliminar EROs se origina a partir de la
capacidad de estos para donar un protdon de su grupo hidroxilo a otros radicales,

generando un radical relativamente estable denominado o-semiquinona. Este radical
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sera eliminado a traves de tres vias: la reaccion con otro radical o la oxidacion, las cuales
originan una quinona, o la dimerizacién con otra o-semiquinona (Figura 1-XI1)'"2. Cabe
mencionar que la presencia de iones metalicos puede catalizar la produccién de
radicales o-semiquinona, lo cual puede convertir a los flavonoides en agentes
prooxidantes bajo ciertas condiciones''3. Esto explicaria el aumento de produccién de
EROs de complejos metalicos antitumorales respecto a los flavonoides desde los cuales
fueron sintetizados'?. Dicho efecto puede ser potenciado por coordinacion con un
segundo ligando lipofilico y planar, como ocurre con el compuesto Cu(ll)-naringenina-

batofenantrolina'4.
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Figura 1-XII. Reaccion de flavonoides con radicales y eliminacion del radical o-semiquinona resultante a través de tres

vias: reaccioén con otro radical, oxidacién y dimerizacion.

La actividad antimetastasica de varios flavonoides ha sido evaluada in vitro en
diversas lineas celulares tumorales. Se ha comprobado que los flavonoides presentan
actividad antimetastasica principalmente a través de la inhibicidon de los genes asociados
a la transicion epitelial-mesenquimal, como SNAIL y SLUG, o en la inhibicién de las vias
de sefializacién asociadas a este proceso''®. Ejemplos reportados de flavonoides con
esta accion son la apigenina en las lineas de cancer de prostata PC-3 y DU145' |a
luteolina en las lineas de cancer colorrectal HT-29'"7 y la scutellarina en las lineas
tumorales de vejiga T24 y UMUC3'8,
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1.3 Hipertension arterial

1.3.1 Descripcion

La hipertension arterial es una enfermedad frecuente que se produce por el aumento
anormal y sostenido de la presion que ejerce la sangre sobre las paredes de las arterias.
Se consideran hipertensos a los individuos con presion arterial sistélica (PAS) mayor a
140 mmHg y presién arterial diastdlica mayor a 90 mmHg de manera sostenida. La
hipertensién puede clasificarse en hipertensién primaria e hipertension secundaria. La
hipertensién primaria se da en el 90% de los casos y su origen es multifactorial; tanto la
geneética como los factores externos influyen en su desarrollo. Los factores de riesgo de
la presion arterial primaria son la obesidad, el alto consumo de alcohol, la resistencia a
la insulina, el alto consumo de sal, el envejecimiento, el estrés, el estilo de vida
sedentario y el bajo consumo de calcio y/o potasio'®. El 10% restante de los casos
presenta hipertension secundaria, es decir, hipertensibn como consecuencia de otra
afeccion conocida (dentro de las cuales estan la enfermedad renal crénica, la displasia
fibromuscular, neurofibromatosis, hiperaldosteronismo, hipertiroidismo, apnea del suefio,

etc.)'%.

1.3.2 Tratamiento de la hipertension arterial

Para comprender el mecanismo de accién de las drogas utilizadas habitualmente en
el tratamiento de la hipertension, es necesario entender como se regula la presion
arterial. La presion arterial sistolica es directamente proporcional al volumen de sangre,
a la frecuencia cardiaca, al volumen sistdlico (cantidad de sangre bombeada por sistole),
a la resistencia vascular periférica (que dependera de la contraccion/relajaciéon de los
vasos sanguineos y a la rigidez/elasticidad de estos) y a la viscosidad de la sangre'?".
Los mecanismos de regulacion actuan sobre algunas de estas variables, y pueden

dividirse en mecanismos de regulacion humoral y mecanismos de regulacién nerviosa.

Los mecanismos de regulacibn humoral son aquellos en donde intervienen
sustancias quimicas, como hormonas y moléculas de senalizacion. Dentro de estas
sustancias las que mas destacan son: la angiotensina Il y la aldosterona, producidas en
los rifones, cuya funcion es la vasoconstriccion y el aumento del volumen sanguineo a
través de la retencion de sodio y agua'??; la vasopresina, liberada por el hipotalamo, que
provoca la vasoconstriccion y el aumento de volumen sanguineo a traves de la

reabsorcion de agua en los rifiones'?®; la endotelina, producida en el endotelio de los
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vasos sanguineos, cuya funcion es la de vasoconstriccion'?; y el péptido natriurético
atrial, producido en las células de las auriculas del corazén como respuesta al aumento
de la presion arterial, que promueve la dilatacién de los vasos sanguineos, la excrecién
de sodio y la inhibicion de la produccién de renina (enzima necesaria para la biosintesis

de angiotensina I1)'%.

Los mecanismos de regulacion nerviosa se basan en la activacion e inhibicion de los
nervios simpatico y parasimpatico, que constituyen al sistema nervioso auténomo. Estos
nervios tienen actividades opuestas; la actividad simpatica produce el aumento de la
presion arterial a través de la vasoconstriccion y el aumento de la frecuencia cardiaca,
mientras que la actividad parasimpatica provoca la vasodilatacion y el descenso de la
frecuencia cardiaca'?®. La activacion e inhibicion de estos nervios esta a su vez regulada
por el centro cardiovascular localizado en el sistema nervioso central, que se encarga
de recibir informacion de los barorreceptores (receptores de presion) y
quimiorreceptores (receptores de sustancias disueltas en la sangre, como oxigeno y
dioxido de carbono) que se encuentran a lo largo de los vasos sanguineos'?. El nervio
simpatico logra sus efectos a través del neurotransmisor noradrenalina (Figura 1-XIII.A)
que interacciona con los receptores postsinapticos a1-adrenérgicos del musculo liso de
los vasos sanguineos provocando la contraccion de estos, y B1-adrenérgicos del
corazon provocando el aumento de la frecuencia cardiaca. EI mismo nervio simpatico
también contiene receptores presinapticos a2-adrenérgicos, los cuales funcionan como
un mecanismo de retroalimentacion negativa que inhiben la liberacion de noradrenalina
cuando su concentracion en el espacio sinaptico es elevada'®. El nervio parasimpatico,
en cambio, hace uso del neurotransmisor acetilcolina (Figura 1-XI11.B), el cual interactua
con los receptores nicotinicos neuromusculares ubicados en la musculatura lisa de los

vasos sanguineos, relajandola’?®.

A OH B
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Dhh O \ /
HO O/\/NJr\
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Figura 1-XIII. A: Estructura del neurotransmisor noradrenalina. B: Estructura del neurotransmisor acetilcolina.
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Los farmacos antihipertensivos actuan sobre diferentes blancos de la regulacion de
la presion arterial, y se subdividen segun su mecanismo de accion. Los beta-
bloqueantes, entre los que se encuentran las drogas acebutolol, atenolol, bisoprolol y
propanolol (Figura 1-XIV), son antagonistas competitivos de los receptores -
adrenérgicos, inhibiendo la accion de la noradrenalina sobre estos. Por lo tanto, reducen

la frecuencia cardiaca y la contractibilidad del corazén°.
OH
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Figura 1-XIV. Estructuras de algunos farmacos beta-bloqueantes. A: propanolol. B: Bisoprolol.
C: Acebutolol. D: Atenolol.

Los diuréticos son drogas que promueven la excrecidn de agua e inhiben la
reabsorcion de sodio en los rifilones, provocando la disminucién del volumen de sangre
y el descenso de la presion arterial. De los diuréticos disponibles, los mas utilizados para
el tratamiento de la hipertension son las tiazidas, compuestos derivados de la
benzotiazida (Figura 1-XV)"¥'.

S<
NH

g

Figura 1-XV. Estructura del compuesto benzotiazida, a partir del cual derivan los diuréticos tiazidicos.
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Dentro del sistema renina—angiotensina—aldosterona existe una familia de
compuestos que son capaces de inhibir la enzima que cataliza la reaccién de conversion
de angiotensina | a angiotensina Il (forma activa) a través del bloqueo de su sitio activo.
Dicha enzima se denomina enzima convertidora de angiotensina, por lo que estos
compuestos reciben el nombre de ‘“inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina” (IECA)'2. Los IECA mas utilizados son captopril, enalapril y lisinopril
(Figura 1-XVI).

HS\/LFO o CH;
o) N
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~" “OH H
0] ]
a U s o0

Figura 1-XVI. Estructura de algunos inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina.

A: captopril. B: enalapril. C: lisinopril.

Por otra parte, como alternativa a los IECA, existen farmacos denominados sartanes
(Figura 1-XVIl) que han sido disefados para inhibir la actividad del eje renina-
angiotensina a través del bloqueo selectivo de los receptores de angiotensina Il. Como
consecuencia se relaja la musculatura lisa de las venas y arterias del cuerpo, reduciendo
la presion arterial. De este modo, se logra el control de la presion arterial sin la aparicion
de efectos adversos comunes de los IECA, como la tos mediada por la bradiquinina y el

angioedema.
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Figura 1-XVII. Algunas de las moléculas de la familia de los sartanes (candesartan, telmisartan y olmesartan).

La contraccion muscular es producto de un aumento de la concentracion de Ca*?
citoplasmatico (que es transportado desde el exterior celular y desde las reservas del
reticulo endoplasmatico), el cual provoca que las cabezas de miosina puedan avanzar
a través de los filamentos de actina, provocando el acortamiento del miocito (Figura
1-XVIII). Los bloqueadores de canales de calcio impiden que el calcio extracelular
ingrese desde el espacio extracelular al citoplasma, reduciendo la capacidad de
contraccién de los musculos. Los bloqueadores de canales de calcio utilizados para el
tratamiento de la hipertension pertenecen a la familia de las dihidropiridinas (Figura
1-XIX) y son especificos de los canales ubicados en la musculatura lisa de los vasos

sanguineos, logrando que estos se dilaten3?,
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Figura 1-XVIII. Esquema del funcionamiento del sistema actina/miosina que provoca la contraccion muscular.

N
H

Figura 1-XIX. Estructura de la dihidropiridina, de la cual derivan los compuestos bloqueadores de canales de calcio

utilizados para el tratamiento de la hipertension.

Por ultimo, existen moléculas que intervienen en la regulaciéon nerviosa simpatica.
Los bloqueadores de receptores a1-adrenérgicos inhiben la funcién vasoconstrictora de
la noradrenalina liberada por el nervio simpatico'®*; se destacan entre estos las drogas
prazosina y doxazosina (Figura 1-XX). Los agonistas a2-adrenérgicos disparan la
retroalimentacion negativa sobre el nervio simpatico, reduciendo la liberacion de
noradrenalina al espacio sinaptico'; ejemplos de estos compuestos son la clonidina y

la a-metildopa (Figura 1-XX).
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Figura 1-XX. Estructura de los farmacos bloqueadores a1-adrenérgicos prazosina y doxazosina (izquierda) y de los

farmacos agonistas a2-adrenérgicos clonidina y a-metildopa (derecha)

1.3.3 Rol del zinc en la hipertension arterial

Existe una amplia evidencia de la asociacion entre la deficiencia de zinc y la
hipertensién. La deficiencia de zinc es una comorbilidad comun en numerosas
enfermedades crénicas como la diabetes tipo Il y la enfermedad renal cronica®® ™37,
Ademas, las poblaciones con una baja ingesta de Zn*? en la dieta presentan una alta
prevalencia de hipertension'8'3°, Asimismo, en ratas espontaneamente hipertensas
(SHR) se ha observado que la restriccion de zinc en la dieta exacerba los niveles de

presion arterial sistolica’® mientras que su suplementacion los atenta’’.

La modulacion de la excrecion renal de sodio es clave en la regulacion de la presion
arterial. El cotransportador renal de sodio/cloruro (CRSC), presente en el tubulo
contorneado distal de los rifiones, juega un papel critico en la reabsorcion de sodio™?143
y su desregulacién esta implicada en varios desérdenes genéticos que causan
hipotensidn e hipertension'#?. Las metaloproteinasas dependientes de zinc se encargan
de regular la actividad de las quinasas WNK, que a su vez regulan la actividad del
CRSC'4, Se ha demostrado en modelos in vivo e in vitro que niveles normales de zinc

son clave para el correcto funcionamiento del CRSC y regulacién de la presion arterial'#°.

En modelos in vivo de ratas SHR, la deficiencia de zinc causa una menor actividad

de las enzimas SOD dependientes de zinc en los tejidos vasculares'™?. La menor
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actividad de SOD implica un aumento en los niveles del anién superdxido'6.147.148 que

reacciona con el éxido nitrico para generar peroxinitrito:
NO + 0; — ONOO"~

La deplecion del o6xido nitrico, que actia como vasodilatador, conlleva a la
vasoconstriccion y el aumento de la presion arterial'°. La administracién del compuesto
SOD-mimético 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPOL) fue capaz de
disminuir la presion arterial de las ratas SHR con dieta deficiente en zinc, comprobando
la importancia del correcto funcionamiento de las enzimas SOD en la regulacion de la

presion arterial.

Esta evidencia respalda la hipotesis de que la complejacién de ligandos
antihipertensivos con Zn*? representa una estrategia prometedora para potenciar su
actividad biolégica. Esto se debe no solo a la capacidad de este catidon para modificar la
estructura de dichas moléculas (lo que podria alterar su interaccion con distintos blancos
celulares) sino también a la incorporacion de zinc al organismo, el cual resulta esencial
en la regulacion de la presion arterial. Hasta la fecha, la mayoria de los complejos
metalicos de Zn*? reportados por nuestro grupo de trabajo utilizan como ligando a los
sartanes que, como se menciond anteriormente, ejercen su accién a través del
antagonismo de los receptores de angiotensina Il. En general, se hipotetiza que la
coordinacién con zinc mejora la interaccion entre el farmaco y dicho receptor,

potenciando el efecto antihipertensivo'06 151,

1.4 Enfermedades neurodegenerativas y compuestos

neuroprotectores

1.4.1 Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por una pérdida progresiva
de numero y funcion de ciertas poblaciones neuronales. Pueden clasificarse de acuerdo
a las caracteristicas clinicas (cognitivas y motoras), a la region anatdmica de la
neurodegeneracion (degeneraciones frontotemporales, espinocerebrales, etc.) o por la
anormalidad molecular (amiloidosis, tauopatias, etc.)'®?. Muchas de las enfermedades

neurodegenerativas son enfermedades conformacionales, en las cuales ciertas
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proteinas sufren cambios en su plegamiento que alteran su funciéon y pueden conducir
a su agregacion y acumulacion, en formas insolubles, dentro o fuera de las neuronas.

Este proceso altera el funcionamiento normal de estas'.

Las amiloidosis son enfermedades conformacionales donde se generan cumulos de
fibras amiloides, las cuales son estructuras proteicas (derivadas de proteinas normales
mal plegadas) ricas en laminas beta y resistentes a la protedlisis (Figura 1-XXI). El

Alzheimer es un ejemplo de enfermedad neurodegenerativa del tipo amiloidosis'®*.

Proteina Proteina mal plegada Fibras
plegada (amiloide) amiloides

Figura 1-XXI. Esquema del proceso de generacion de fibras amiloides.

Las tauopatias son enfermedades conformacionales donde las proteinas Tau (que
junto con los microtubulos forman parte del citoesqueleto de las neuronas) sufren
modificaciones postraduccionales aberrantes (como la acetilacion y la hiperfosforilacion).
Estos eventos provocan cambios conformacionales que conllevan a su agrupamiento
en forma de filamentos (Figura 1-XXI1)'%°. Un ejemplo de tauopatia es la enfermedad de
Pick, que provoca demencia y afasia’®. El Alzheimer, ademas de las fibras amiloides,
también presenta agrupamiento en proteinas Tau'’. El agrupamiento de proteinas Tau

ha sido asociado ademas a la aparicion de la enfermedad de Parkinson'®.
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Figura 1-XXII. Esquema de la generacion de filamentos Tau

a partir de las modificaciones postraduccionales anormales de la proteina.

En las sinucleinopatias la proteina que se agrega es la a-sinucleina, cuya funcion
aun no se comprende completamente, pero se cree que cumple un rol en la liberacion
de neurotransmisores desde las vesiculas sinapticas'®. El agrupamiento de estas
proteinas, que da lugar a estructuras llamadas cuerpos de Lewy (Figura 1-XXIlIl), se
debe a mutaciones en su gen; se han hallado seis mutaciones altamente
correlacionadas con la aparicion de sinucleinopatias. Dentro de estas enfermedades, la

mas destacable es la enfermedad de Parkinson'®,

8 — 8 — g — g
Monémero de  Oligomero

alfa sinucleina Protofibra

Fibra elongada
Cuerpo de Lewy

Figura 1-XXIll. Esquema de la formacioén de los cuerpos de Lewy a partir de la agregacion de a-sinucleina.

Otra clase de enfermedades neurodegenerativas conformacionales son las
proteinopatias TDP-43 (entre las que se encuentran la esclerosis lateral amiotréfica) que
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se producen por la agrupacién de la proteina TDP-43, responsable del metabolismo del

acido ribonucleico y la regulacion transcripcional'®2,

En los ultimos afos se ha descubierto que las enfermedades neurodegenerativas
conformacionales pueden ser transmitidas de manera analoga a las enfermedades
infecciosas. La transmision se da a través de proteinas mal plegadas, denominadas
priones, que pueden actuar como nucleo de agregacion de otras proteinas'’.
Experimentos en animales han demostrado que la excrecion de priones puede darse a
través de la orina, las heces, la leche, la saliva, las secreciones nasales e incluso a

través de la piel de los individuos enfermos'®2.

1.4.2 Compuestos de coordinaciéon con actividad

neuroprotectora

La neuroproteccion es el efecto de evitar la muerte o disfunciéon neuronal frente a
situaciones adversas como enfermedades neurodegenerativas, presencia de agentes
neurotoxicos, isquemias, etc. Mecanismos de neuroproteccién incluyen la inhibicion de
la apoptosis neuronal’®?, la inhibicion de receptores de glutamato (neurotransmisor que
puede resultar excitotdéxico en concentraciones elevadas, como se discutira mas
adelante)'®* o la disminucion del estrés oxidativo (el cudl colabora en la aparicion y
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas debido a que aumenta la expresion del
canal cisteina-glutamato, provocando una mayor excrecién de glutamato al espacio

sinaptico6% 166),

La coordinacion con un centro metalico ha demostrado ser efectiva también para
potenciar las propiedades neuroprotectoras de varios tipos de moléculas, entre las
cuales se encuentran aminoacidos, bases de Schiff, polifenoles, triazinas, derivados de
etilendiamina, etc. Los metales que mas se han utilizado para la sintesis de complejos
neuroprotectores son zinc, cobre y manganeso. Los compuestos de coordinacion suelen
ejercer su accién neuroprotectora de maneras diferentes dependiendo de su estructura
quimica: en general, los iones Cu*? y Zn*2 son capaces de promover la supervivencia
neuronal mediante la activacion de la cascada de sefializacion Akt'®”; el complejo Mn(ll)-
curcumina y los manganosalenos (complejos derivados de manganeso y N,N'-
Bis(salicilideno)etilendiamina (Figura 1-XXIV.A)) han demostrado ejercer efectos
neuroprotectores a través de su actividad SOD, originada gracias a la reduccion y
oxidacién del par redox Mn(l1)/Mn(I11)68169; Jos complejos de Zn(l1)/Cu(ll)-curcumina son

capaces de secuestrar EROs (gracias a la estructura polifendlica de la curcumina
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(Figura 1-XXIV.B)) e inhibir la apoptosis mediante el aumento de la expresion de la
proteina antiapoptética Bcl-2 y la disminucion de la expresion de la proteina
proapoptotica Bax'’?; el compuesto de coordinacion de 5-hidroxitriptéfano (Figura
1-XXIV.C) y Cu(ll) también presentd efectos neuroprotectores a través de sus efectos
antiapoptoéticos, que se evidenciaron mediante una menor activacion de las caspasas
3/7". Por otra parte, se ha demostrado que la agregacion de proteinas para formar fibras
amiloides requiere la interaccion de estas estructuras con iones metalicos. El tratamiento
con ligandos quelantes en roedores fue capaz de secuestrar dichos iones, provocando
que estas estructuras se mantuvieran en su forma soluble y que el avance de las

amiloidosis se retrase’".
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Figura 1-XXIV. Estructuras de algunos ligandos utilizados para la sintesis de complejos con actividad neuroprotectora:

A) Bis(salicilideno)etilendiamina; B) Curcumina; C) 5-hidroxitriptéfano.
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2.1 Reactivos

Todos los productos quimicos solidos y los solventes utilizados en este trabajo fueron
de grado analitico y se emplearon tal como se suministraron. a-metildopa (acido (2S)-2-
amino-3-(3,4-dihidroxifenil)-2-metilpropanoico), carbidopa (acido (2S)-3-(3,4-
dihidroxifenil)-2-hidrazino-2-metilpropanoico) y L-Dopa (L-3,4 dihidroxifenilalanina)
fueron adquiridos en la drogueria Saporiti, Argentina; crisina en Sigma-Aldrich, Estados
Unidos; ZnCl, en Biopack, Argentina; clorhidrato de fenantrolina en Merck, Alemania; y

acetilacetonato de vanadilo, en Fluka Munich, Alemania.

2.2 Caracterizacién fisicoquimica

2.2.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

En la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) se hacen incidir
ondas electromagnéticas del rango infrarrojo (4000 - 400 cm™) a una muestra y se
registra la transmitancia y/o absorbancia de esta a cada numero de onda. La energia
absorbida por las moléculas en esta region esta asociada a los diferentes modos de
vibracién de sus atomos (Figura 2-1), y la frecuencia de dichas vibraciones dependera
de la naturaleza de los atomos involucrados y su entorno’. Por lo tanto, esta técnica
permite identificar la presencia de determinados grupos funcionales en los ligandos y

concluir si estos se ven involucrados en la coordinacién con el metal.

Procedimiento experimental: Cantidades adecuadas de la muestra (1 - 2 mg) y

bromuro de potasio (Merck) (0,1 - 0,2 g) fueron pulverizadas con mortero vy
homogeneizadas a fin de obtener una mezcla que luego se sometié a presion (3 - 5
toneladas) en prensa hidraulica “Delfabro”. La pastilla resultante se analizé en el
Espectrémetro FTIR “Bruker IFS 66” desde 4000 a 400 cm, con 60 scans acumulados
y una resolucion espectral de + 4 cm™. Los espectros obtenidos fueron visualizados con
el software “OPUS 4.2,
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Figura 2-1. Esquema de los modos de vibracion posibles en una molécula triatémica.

2.2.2 Analisis termogravimétrico

El analisis termogravimétrico (TGA) se trata de una técnica donde se registran las
variaciones de masa de una muestra en funciéon del aumento de la temperatura en
condiciones controladas de velocidad de calentamiento y de flujo y proporcion de gases
(usualmente Oz y N). Por lo tanto, se puede obtener informacion acerca de procesos
impulsados por el aumento de la temperatura, tales como la descomposicién térmica,
reacciones redox, transiciones de fase, absorcidon, adsorcidon, desorcién, entre otros?.
En el caso particular de la sintesis de nuevos compuestos de coordinacion, el TGA es
especialmente util para determinar la presencia de moléculas de solvente en la
estructura del compuesto, asi como clasificarlas en moléculas de solvataciéon o de
coordinacién, dependiendo de la temperatura a la que estas son eliminadas de la
muestra®. Ademas, el peso del residuo final del complejo metalico da una idea de la
proporcion de elementos metalicos que posee la muestra, ya que por lo general se

obtienen 6xidos de metales como producto final de descomposicion.
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Procedimiento experimental: Se utilizé un analizador termogravimétrico “SHIMADZU

TGA-50" con una atmosfera de O, con flujo de 50 ml/min, una velocidad de
calentamiento de 5 °C/min y un rango de muestra de 5 - 10 mg. El proceso de
descomposicion térmica se ejecutd hasta aproximadamente 900 °C (o hasta alcanzar

peso constante) y el residuo final se identificé mediante espectroscopia FTIR.

2.2.3 Analisis elemental

El analisis elemental es una técnica analitica de alta precision que consta de la
combustién de una pequefia cantidad de una muestra seguida del analisis de sus gases
resultantes (habitualmente CO2, SO,, H20, NO,, etc.) a través de cromatografia de
gases, logrando asi determinar la proporcion de carbono, hidrégeno, nitrégeno y azufre

en el compuesto®.

Procedimiento experimental: Los diferentes analisis elementales para C, Hy N en

este trabajo de tesis se realizaron mediante servicios a terceros en el Instituto de
Quimica Fisica de los Materiales, Medio Ambiente y Energia (INQUIMAE-CONICET) de
la Universidad de Buenos Aires y se efectuaron en un analizador “Carlo Erba Elemental
Analyzer 11087, en el que se llevé a cabo la combustion de la muestra para transformarla
en CO,, H.O y N». La separacién de los gases se llevo a cabo mediante cromatografia
gaseosa con columna de porapac de longitud variable, y para la deteccion se utilizé un
detector de conductividad térmica. Se utilizaron dos patrones para la calibracion del

método: 2,5-bis(5-tert-butil-benzoxazol-2-il)tiofeno y acido sulfanilico.

2.2.4 Determinaciones analiticas

Para las determinaciones analiticas de Zn, V y CI" se realizaron los siguientes

procedimientos experimentales puestos a punto en nuestros laboratorios.

2.2.4.1 Determinacioén de Zinc por método de Zincon

Para la determinacién de Zinc se utilizé el método de Zincon (Acido 2 - [2 - [(Z) - N -
[(E) -(6 - oxo - 3 - sulfociclohexa - 2, 4 - dien - 1 - ilideno) amino] - C - fenilcarbonimidoil]
hidrazinil] benzoico). Este croméforo es capaz de coordinar de manera tetradentada con
iones de zinc y cobre en solucion acuosa, generando un compuesto azulado que se

puede cuantificar mediante técnicas espectrofotométricas® (2-I1).
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HO,S HO,S

M=27Zn, Cu (8]

Figura 2-1l. Reaccion de complejacion entre Zincon y un cation Zn(ll) o Cu(ll).

Procedimiento experimental: Se prepard una solucion madre de sal sédica de Zincon
(Santa Cruz Biotechnology) 1,6 mM, mezclando 0,0077 g del sélido con 200 uL de NaOH

1My llevando a volumen final de 10 mL con agua destilada. La mezcla de reaccién para

la determinacion se realiz6 a partir de 25 pL de la solucidon madre de Zincon, 950 uL de
tampén borato (borato de sodio 50 mM; pH 9) y 25 uL del compuesto de interés disuelto
en dimetilsulféxido (DMSO) de manera tal de obtener una concentracion final de entre
0 - 40 pM. Después de incubar a 20 °C durante 5 min, se midi6é la absorbancia a 620
nm. Se utilizé ZnSO4 (concentraciones finales variables entre 0 - 40 uM) para generar
una curva de calibracion a partir de la cual se calculd el contenido de Zinc de las

muestras.

2.2.4.2 Determinacion de vanadio

La determinacion de vanadio se realizd midiendo espectrofotométricamente la
concentracién del anion fosfotungstovanadato, obtenido a partir de la reaccién de
vanadio(V) con &cido fosférico y wolframato de sodio®. Dicho compuesto posee un

maximo de absorcidn en la banda localizada a 435 nm.

Procedimiento experimental: 15 - 20 mg de muestra solida se sometieron a digestion

acida mediante el agregado de &acido sulfurico y acido nitrico en relacion 3:1 y
calentamiento. Dicho proceso se repitid entre tres y cinco veces con la finalidad de
destruir la materia organica y oxidar al vanadio. Luego, se afiadié 5 mL de acido fosférico
50% v/v y 5 mL de wolframato de sodio 10% p/v. La mezcla se calentd a ebullicion por
15 minutos y luego se afor6 a 50 mL con agua destilada. La solucién obtenida fue

medida en un espectrofotometro “Shimadzu UV 2600” a 435 nm y el contenido de
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vanadio se obtuvo al comparar los resultados con una curva de calibracién realizada
con soluciones de NH4VOs3 de concentracién conocida.
2.2.4.3 Determinacion de iones cloruro por método de Mohr

Para determinar el contenido de iones cloruro en los compuestos de coordinacién se
utilizé el método de Mohr’, el cual consta de una titulacién basada en la reaccion de
precipitacion que ocurre entre dichos aniones y los cationes Ag*. Como indicador de
punto final se utilizd K.CrO., el cual es capaz de reaccionar con el exceso de iones Ag*

agregados para dar la especie coloreada Ag>CrOs:

Ag+ +CI" - AgC1 (precipitado blanco)

Agz-exceso) + CFOZZ - Agz CI‘O4 (precipitado rojo)

Procedimiento experimental: La muestra se digirié con acido nitrico concentrado a

ebullicion para liberar a los iones CI- de la estructura del compuesto, en cantidades tales
de conseguir una concentracion de compuesto de aproximadamente 0,1 M. La titulacion
se realizé agregando una solucién de AgNO; 0,1 M gota a gota hasta la aparicion del
precipitado rojo producto de la reaccion entre el exceso de Ag* y el indicador de punto
final Ko.CrOa. Antes de la titulacion fue necesario neutralizar la muestra digerida a fin de

evitar la formacion de la especie Cr,O72, predominante en medio acido.

2.2.5 Espectroscopia UV-visible

La espectroscopia ultravioleta (UV) - visible es una técnica de caracterizacién que
permite analizar el entorno de especies metalicas y organicas en muestras solidas (a
través de reflectancia difusa) o en soluciéon, siempre que estas especies exhiban
transiciones electrénicas en el rango de energia correspondiente a la radiacion UV y
visible. Esta técnica posibilita la identificacion de las contribuciones de componentes
organicos e inorganicos en las muestras, asi como el estudio detallado del entorno de

ciertos atomos metalicos.

2.2.5.1 Espectroscopia UV-Visible en solucién

La espectroscopia UV-visible es un método analitico mediante el cual se mide la
absorcion de luz de una muestra en el rango del espectro ultravioleta - visible (200 - 800
nm). La absorcion en este rango suele asociarse a la excitacion de electrones en un

atomo o molécula que resulta en transiciones electronicas desde el estado basal a
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orbitales de mayor energia, seguida de una relajacién donde la energia ganada es
disipada térmicamente®. En el caso particular de los complejos de transicion, ademas,
pueden presentarse transiciones electronicas entre los orbitales d de valencia del metal
de transicion que experimentan un desdoblamiento debido a la interaccién con los
ligandos en el espacio, y transiciones del tipo transferencia de carga ligando-metal y
metal-ligando, donde pueden producirse transitos electrénicos entre los orbitales de

dichas especies®.

La diferencia de energia entre los estados basal y excitado se describe mediante la

ecuacion:

AE_hc
A

Donde AE es la diferencia de energia, 4 es la constante de Planck (6,626.1034 J.s),
A es la longitud de onda de la onda electromagnética absorbida y ¢ es la velocidad de la

luz en el vacio (3 x 10 m/s).

La cantidad de luz de una determinada longitud de onda absorbida es medida a

través de un espectrofotometro y se expresa como absorbancia (A):
Iy
A =log (=)
I
Donde /o, I son las intensidades de luz emitida y detectada luego de la absorcion,

respectivamente.

La absorbancia, a su vez, se relaciona con la concentracion de la solucion mediante

la ecuacion de Lambert-Beer:
A=€.C.l

Donde [ es el camino 6ptico (normalmente fijado en 1 cm en los espectrofotometros),
C es la concentracién de la solucion medida y € es el coeficiente de extincion molar, en

unidades M-'.cm™, el cual refleja la probabilidad de transito electronico.

Procedimiento experimental: Los espectros UV-visible fueron obtenidos a partir de

soluciones 10 - 10" M de las muestras en un espectrofotometro “Shimadzu UV 2600”

(rango de 185 - 900 nm; resolucién de 0,1 nm). En todos los casos se utilizaron cubetas
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de cuarzo de 1 cm de camino O6ptico. Para el analisis de los espectros se utilizd el
software “Shimadzu LabSolutions UVProbe 2.43”.

2.2.5.2 Espectroscopia de reflectancia difusa

La espectroscopia de reflectancia difusa es una técnica utilizada para identificar
bandas de absorcion (transitos d-d o transferencias de carga) en compuestos en estado
sélido. Esto es util ya que, en los complejos de transicién, la estructura puede verse
modificada una vez que estos se encuentran en solucidén, habitualmente debido a la

disociacion de ligandos o el intercambio de estos con moléculas de solvente®.

La metodologia consiste en irradiar una muestra en polvo con luz en las regiones
ultravioleta, visible e infrarroja cercana. Parte de esta luz es absorbida por la muestra y
otra parte es reflejada de forma difusa. La radiacion reflejada se recoge mediante una
esfera integradora y es detectada por el equipo. Lo que se mide es la relacién entre la
luz dispersada por una capa de muestra de espesor infinito y la luz reflejada por una

referencia ideal que no absorbe radiacion, en funcion de la longitud de onda™.

Procedimiento experimental: Para las medidas de reflectancia difusa se adicion6 al
equipo “Shimadzu UV 2600” el accesorio ISR-2600PLUS. Se utilizd BaO como

estandar.

2.2.6 Conductividad molar

La conductividad molar es la capacidad, para una sustancia en solucion, de conducir
la corriente eléctrica y se define como la inversa de la resistividad, por lo que posee
unidades de Q'.cm?.mol™. La conductividad dependera tanto del solvente como de la
cantidad y naturaleza de los electrolitos presentes en la solucion, por lo que otorga
informacién importante sobre la estructura de un compuesto disuelto. En este trabajo, la
conductividad fue medida en nuestro laboratorio y comparada con datos bibliograficos
para estimar si los complejos de coordinacion obtenidos se disocian en solucién o son

compuestos del tipo no electrolito’.

Procedimiento experimental: Se prepararon soluciones de los compuestos a estudiar

en un solvente adecuado (tipicamente agua o DMSQO) a concentracién 103 M. La
conductividad fue medida a temperatura ambiente con un conductimetro “TDS Probe
850.084, Sper Scientific Direct”. Se registré6 ademas la variacién de conductividad a lo

largo de 4 horas para evaluar ademas la estabilidad de los compuestos.
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2.2.7 Espectroscopia de fluorescencia

La fluorescencia es el resultado final de un proceso que consta de tres etapas
secuenciales: la excitacion, donde los electrones de la molécula adquieren energia en
forma de radiacion electromagnética y experimentan un salto desde su estado basal a
uno excitado; la relajacion no radiante, donde la molécula pierde energia ya sea por
colisiones con moléculas de solvente (relajacion vibracional) o por la vibracion de la
misma molécula (conversion interna), provocando saltos electronicos a niveles de
menor energia; la fluorescencia propiamente dicha (o relajacion radiante), donde el
electrdn libera su energia restante en forma de radiacion (Figura 2-1l). Debido a que la
radiacién emitida es de menor energia a la incidida, su longitud de onda (Aem) Sera mayor

a la longitud de onda de la radiacion de excitacion (Aex).

Relajacion no radiante

ﬁ

Fluorescencia

Absorcion
ajueipeyuoloelejoy

Figura 2-11l. Esquema del proceso que da lugar al fenémeno de fluorescencia.

Los espectros de fluorescencia son de gran utilidad a la hora de estudiar distintos
procesos quimicos. En este trabajo en particular, fueron utilizados para estudiar la
formacion de complejos de coordinacion (que se evidencia mediante la aparicion o
modificacion de bandas debido a la interaccion metal-ligando) y la interaccién de estos
con albumina sérica bovina, para lo cual se suele estudiar la desactivaciéon (quenching)

de fluorescencia a la longitud de onda de emision caracteristica de la misma.
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Procedimiento experimental: Los espectros de fluorescencia fueron obtenidos en un

espectrofluordmetro “Shimadzu RF-6000" utilizando cubetas de cuarzo con ancho de
rendija de entrada y salida de 10 nm. El paso de longitud de onda de barrido fue de 1
nm y la velocidad de barrido de 6000 nm/minuto. Primero se obtuvieron los espectros
3D para establecer la longitud de onda de excitacion y emisién de los compuestos, y a
partir de estos datos se trabajaron con los espectros 2D correspondientes. Los datos se

procesaron con el software “LabSolutions RF 1.11”.

2.2.8 Medidas de estabilidad

Con el proposito de analizar la estabilidad de los compuestos en solucion y
asegurarse de que no experimenten cambios antes de su aplicacion en pruebas
biologicas, se examind la variacion de sus espectros electronicos a lo largo del tiempo

(ademas de los estudios por medida de conductividad ya mencionados).

Procedimiento experimental: Los compuestos se disolvieron en un solvente

adecuado a concentraciones de entre 102 a 10° M (dependiendo del coeficiente de
extincion molar de la banda de interés) y se midi el espectro en el rango del UV-visible
cada 5 minutos durante al menos 2 horas a temperatura ambiente. La estabilidad de los
compuestos se determiné al observar la variacion de sus caracteristicas espectrales con

el paso del tiempo.

2.2.9 Resonancia magnética nuclear

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica basada
en la capacidad de una muestra (sometida a un campo magnético que desdobla sus
niveles de energia de espin nuclear) para absorber energia en la regién de frecuencias
de las ondas de radio (10 kHz - 10 THz). Para que la muestra pueda estudiarse mediante
RMN, debe poseer nucleos con momento de spin nuclear diferente de cero, siendo los
mas medidos 'H y *C. Los solventes utilizados en la disolucién de las muestras se
utilizan en su forma deuterada (nucleos ?H reemplazando a los nucleos 'H), evitando

asi la interferencia con la medida.

La frecuencia de la radiacion absorbida por el nucleo (que se corresponde con la
cantidad de energia necesaria para cambiar la orientacién de su espin nuclear)
dependera no solo de su naturaleza, sino también de su entorno quimico. Esto se debe
mayoritariamente a procesos de “enmascaramiento”, donde la presencia de electrones

produce un campo magnético opuesto al campo magnético externo aplicado a la
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muestra, haciendo que el nucleo experimente dicho campo externo en menor medida y
por lo tanto absorba radiacion a frecuencias menores. Los procesos de
enmascaramiento se vuelven importantes cuando hay grandes densidades electronicas
cercanas al nucleo, como por ejemplo atomos de oxigeno, nitrégeno, dobles enlaces,
etc. Por este fendmeno, la técnica de RMN ofrece una gran cantidad de informacion
sobre la estructura de una muestra, siendo especialmente util para la elucidacion de

estructuras de moléculas organicas™.

Procedimiento experimental: Todos los espectros RMN fueron medidos mediante

servicios a terceros. Los espectros 'H y "®C de soluciones de las muestras en
dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds) fueron obtenidos a 25 °C utilizando un
espectrometro “Bruker Ultrashield 600”, con frecuencias de 600 y 150 MHz,
respectivamente. Se empled tetrametilsilano como patrén para calibrar el valor 0 de
desplazamiento quimico (d). Los espectros obtenidos se analizaron con el software
“MestReNova 12.0.0”.

2.2.10 Resonancia paramagnética electrénica

La resonancia paramagnética electrénica (RPE) se utiliza para analizar como las
sustancias con uno o mas electrones desapareados (paramagnéticas) absorben
radiacién en la region de microondas (104—106 MHz). Los espectros de RPE surgen a
partir de la interaccion entre los electrones desapareados y el campo magnético
aplicado', y proporcionan informacion sobre la estructura electrénica y el entorno de
coordinacién de una muestra. Entre los parametros que se pueden determinar a partir
de los espectros de RPE se encuentra el tensor giromagnético (g), que describe el
momento magnético de los electrones desapareados y puede dar indicios sobre el
estado de espin de la molécula. Para un electrdn libre, este valor es de 2,0023, mientras

que en el catién oxidovanadio(IV) es mas bajo, alrededor de 1,95.

Los estados electronicos se ven influidos por la interaccion con el espin nuclear, lo
que en el caso del °'V en el catién oxidovanadio(IV) (con espin nuclear (I)= 7/2) resulta
en la division de los estados electronicos en ocho estados energéticos distintos (21 + 1
= 8). Estos estados energéticos estan separados por la constante de acoplamiento

hiperfino, A, y se traducen en un espectro caracteristico de 8 lineas (Figura 2-1V).
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Figura 2-1V. Espectro de RPE en banda X del catién [VO(H,0)s]*? a temperatura ambiente.
Fuente: Chasteen, N. D. (1981)"°.

Cada linea en un espectro de RPE corresponde a una transicion electrénica permitida
en el sistema, ofreciendo informacion sobre el entorno de coordinacién. La magnitud de
A permite identificar los nucleos acoplados y determinar cuantos nucleos estan
involucrados en una transicion de EPR. En particular, la componente paralela, respecto
al campo magnético aplicado, de la constante de acoplamiento hiperfino (As) se puede

relacionar con el tipo y la cantidad de ligandos en el plano ecuatorial®.

Procedimiento experimental: Los espectros de RPE se midieron en colaboracién con

el Departamento de Fisica de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional del Litoral. Los espectros de RPE en banda X se obtuvieron de
muestras en polvo y soluciones en DMSO a temperaturas entre 100 K (-173,15 °C) y
298 K (24,85 °C) en un espectrometro “Bruker EMX-Plus”, equipado con una cavidad
rectangular con modulacion de campo de 100 kHz. Se corrigié la linea base de los
espectros, cuando fue necesario, utilizando el programa de procesamiento “WinEPR”
(Bruker, Inc). Los valores g- y A- se obtuvieron mediante simulaciones utilizando la
herramienta “EasySpin 5.2.3"" y asumiendo un hamiltoniano de spin axial de la forma:
H = ps [g1B2S; + g1 (BxSx + BySy)] + [AiSzlz + AL (Sxlx + Syly)], donde ps es el magneton
de Bohr y gu, g, A, A, son los componentes de los tensores axiales g y A,
respectivamente; Byyz, Swyz, Iz SON los componentes del campo magnético y de los

operadores de spin del electrén y del nucleo V, respectivamente.
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221 Espectroscopia de masas

La espectroscopia de masas es una técnica analitica selectiva y sensible que
consiste en la fragmentacion de una muestra en fase gaseosa por ionizacion, con la
consecuente separacion en base a la relacion carga/masa, y la deteccion de las

especies generadas.

Los componentes principales del espectrémetro de masas incluyen el sistema de
entrada, la fuente de iones, el analizador de masas, el detector y el procesador de
senales. El sistema de entrada permite la introduccion de la muestra sin la pérdida de
vacio del equipo (en caso de requerirlo). La fuente de iones produce la ionizacién y
fragmentacion del analito mediante bombardeo con un haz de electrones o atomos de
alta energia, con luz laser o mediante interaccién con otros iones. Las especies
ionizadas generadas migran hacia el analizador de masas mediante un campo eléctrico.
Dentro de los analizadores mas utilizados se encuentran el analizador cuadrupolar
acoplado a cromatografo de gases, el analizador magnético y el analizador de trampa
de iones. A partir del espectro de masas, se puede inferir el peso molecular del analito
a partir de la masa del ion molecular, y la estructura del mismo a partir del patron de

iones fragmentados™®.

En este trabajo se utilizé la espectrometria de masas de ionizacion por electrospray
(en inglés: Electrospray lonization Mass Spectroscopy, o ESI-MS), en la cual la muestra
en solucién se hace pasar a través de un capilar al que se aplica un alto potencial
eléctrico. A la salida del capilar la solucién se dispersa en forma de spray formado por
pequeias gotas cargadas, que se evaporan por un proceso de desorcion del campo
eléctrico o por evaporacion del solvente, liberando asi los iones de la muestra a la fase
gaseosa. Particularmente, en este tipo de espectrometria de masas, las muestras no

sufren fragmentacién y se opera a presion atmosférica.

Parte experimental: Los espectros de masas se obtuvieron con un espectrometro de

masas “Bruker micrOTOF-Q II”, equipado con una fuente ESI que funciona en modo
positivo. Las medidas se realizaron mediante servicios a terceros en la Unidad de
Microanalisis y Métodos Fisicos en Quimica Orgéanica de la Universidad de Buenos Aires
(UMYMFOR).
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2.3 Ensayos de biodisponibilidad

2.3.1 Interaccion con albumina sérica bovina

La albumina plasmatica es la proteina de mayor abundancia en la sangre y sus
funciones son transportar y distribuir moléculas endégenas y exdgenas, asi como
contribuir a la presion coloidosmoética sanguinea. Que se produzca la unién de un
farmaco con albumina permite su absorcién, distribucion, metabolismo y excrecién. Por
lo tanto, la eficacia de un farmaco estara relacionada, en parte, con su afinidad con la

albumina’®.

Mas alla de sus caracteristicas estructurales, la capacidad de una molécula para
unirse a la albumina dependera de otros factores tales como el pH del plasma, las
concentraciones de la molécula y la proteina, y la presencia de otros agentes con mayor
afinidad por el sitio de unién. La facilidad de disociacion del farmaco también es un factor
importante, ya que cuanto mas fuerte sea la interaccion con la albumina, mas lenta sera

su liberacion desde el reservorio de la proteina’®.

La albumina sérica bovina (ASB) se utiliza frecuentemente en estudios de interaccion
con farmacos debido a su alta homologia (76%) con la albumina sérica humana?®.
Debido a la presencia de residuos aromaticos, ASB presenta fluorescencia intrinseca.
La espectroscopia de fluorescencia es una técnica util para estudiar la interaccién entre
un farmaco (quencher) y ASB, debido a que este proceso puede disminuir la
fluorescencia basal a través de fendmenos tales como reacciones de estado excitado,
reordenamientos moleculares, transferencia de energia, formacion de complejo de
estado fundamental y extincién colisional. Tal disminucion se denomina “desactivaciéon
de fluorescencia” (quenching), y proporciona informacion sobre el mecanismo de union,

las constantes de unidn, los sitios de unién y las distancias intermoleculares?’.

En esta técnica, una solucion de ASB es excitada a 280 nm (longitud de onda a la
que absorben los residuos de tirosina, triptéfano y fenilalanina) y se obtiene una banda
de fluorescencia a 336 nm. La desactivacion de fluorescencia, debido a la interaccion
con diferentes concentraciones del compuesto, se analiza mediante la ecuacion de

Stern-Volmer:

Fy
F =1+ quo[Q] =1+ KSU[Q]
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Donde Fo y F son las intensidades de fluorescencia antes y después del agregado
del compuesto, respectivamente; K; es la constante bimolecular de velocidad de
quenching; o es la vida media del fluoréforo en ausencia del compuesto (se asume igual
a 108 s para albumina??); [Q] es la concentracion del compuesto; Ky es la constante de

quenching de Stern-Volmer.

El quenching de fluorescencia puede darse por medio de un proceso considerado
dinamico (como resultado de un encuentro difusivo entre el quencher y el fluoréforo
durante el tiempo de vida del estado excitado) o estatico (como resultado de la formacion
de un complejo fluorescente en el estado fundamental (quencher - fluoréforo)). El grafico
de Stern -Volmer puede ser lineal si el quenching es simple (estatico o dinamico) o tener
curvatura si es combinado (estatico y dinamico a la vez). Sin embargo, el grafico no
define el tipo de quenching. Para distinguir entre quenching estatico o dinamico se
puede examinar el efecto de la temperatura sobre la constante Ks,; el valor aumentara
con el incremento de la temperatura si el proceso es dinamico, y disminuird con el

aumento de la temperatura si es estatico.

La ecuacion de Scatchard es util para representar el equilibrio entre el quencher libre

y enlazado a los sitios de union de ASB:

F
log (OT) = log(K,) + nlog [Q]

Donde [Q] es la concentracion del quencher, Ky, es la constante de unién y n es el
numero de sitios de unién. El valor de K, es importante para entender la distribucién de
un farmaco en el plasma. En general, debe ser bastante alto como para asegurar el
transporte y distribucién a través del organismo, pero al mismo tiempo lo suficientemente
bajo como para que el compuesto sea capaz de liberarse y asi alcanzar su objetivo. Por

tal motivo, el rango optimo se considera 10* - 10° M 23,

La interaccion entre dos moléculas se da a través de interacciones electrostaticas,
puentes de hidrégeno, fuerzas de Van der Waals, interacciones hidrofébicas, etc?*. Para
caracterizar las fuerzas existentes en la interaccion compuesto-ASB, se pueden analizar
los parametros termodinamicos AG, AH y AS. Las magnitudes y signos de estos
parametros pueden explicar las principales fuerzas involucradas en la union. Las
temperaturas que se utilizan son 25, 30 y 37 °C, ya que en este rango ASB no sufre
ninguna degradacion estructural. Los valores de AH y AS se pueden estimar a través de

la ecuacion de Van't Hoff:
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AH® AS°
k) = — o+ %

Donde T es la temperatura en grados Kelvin, K, es la constante de union a la
temperatura dada y R es la constante de los gases. Luego, AG puede calcularse con la

ecuacion:
AG = AH — TAS

Valores negativos de AG implican que la interaccion ocurre espontaneamente. Ross
y Subramanian han caracterizado los tipos de asociacion a proteinas. Se ha asociado
el signo y la magnitud del parametro termodinamico con varios tipos y combinacién de
interacciones que pueden tener lugar en el proceso de asociacion de proteinas, estos
pueden ser: AH>0 y AS>0, fuerzas hidrofébicas; AH<0 y AS<0, fuerzas de Van der

Waals y puentes de hidrogeno; AH<0 y AS>0, interacciones electrostaticas?.

Procedimiento _experimental: ASB (Sigma-Aldrich) se disolvié en tampoén Tris-HCI
(trishidroximetilaminometano (Tris) 12,11 g/L; NaCl 5,85 g/L; pH ajustado a 7,4 con HCI

concentrado) a una concentracion final de 6 uM. Los compuestos disueltos en DMSO

se anadieron a la solucion de ASB (concentraciones finales variables entre 0 - 100 uM)
y se homogeneiz6 cuidadosamente para evitar la desnaturalizacion de la proteina. Las
mezclas se incubaron por al menos 20 minutos a 25 °C (298 K), 30 °C (303 K) y 37 °C
(310 K), y se midieron los espectros de fluorescencia para cada combinacién de
concentracion y temperatura, con Aex = 280 nm y Aem = 290 - 450 nm, en un
espectrofluordmetro Shimadzu RF-6000. Los valores de fluorescencia obtenidos a partir
de las curvas de quenching de fluorescencia de ASB fueron corregidos por efecto de
filtro2é interno, dado que se puede producir pérdida de la intensidad de la fluorescencia

observada debido a la absorcion de luz de la muestra, con la férmula

Aex+Aem

F.orr = Fops * € 2 . En el caso en que las bandas de fluorescencia de ASB y el

compuesto se solaparan, la correccidon se realizé a través de desconvolucion de las

curvas con el software “Origin 2022”.
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2.3.2 Medidas de reparto en agua/octanol como aproximacion a

la interfaz del sistema sangre/cerebro

El coeficiente de particion (P) se define como la razén entre las concentraciones en
equilibrio de una sustancia disuelta en un sistema bifasico compuesto por dos

disolventes inmiscibles. En el caso del n-octanol y agua:

P = Cn—octanol
ow — C
agua

Con frecuencia, los valores de coeficientes de particion se expresan como log(P).

Se ha demostrado que existe una correlacion entre los valores de Pow y la razén de
concentracion cerebro/sangre?’. Por lo tanto, conocer el Pow de una sustancia da una
idea de su capacidad para cruzar la barrera hematoencefalica (lo cual es requisito si se
desea que dicha sustancia actue sobre neuronas) por difusion simple. En este trabajo,
los valores de P se determinaron mediante el método del frasco de agitacion?®, donde
se miden las concentraciones del compuesto en cada fase antes y después del equilibrio
de particién, el cual es alcanzado mediante una agitacion vigorosa seguida de un tiempo

de reposo donde se alcanza la separacion total de los solventes.

Procedimiento experimental: Las sustancias se disolvieron en agua de manera de

alcanzar una solucion de concentracion 10# M. Volimenes idénticos de solucion y de n-
octanol se colocaron en tubos de ensayo y se agitaron vigorosamente con un agitador
mecanico durante 20 minutos para alcanzar el equilibrio de concentraciones en ambas
fases. Para facilitar la separacion de las fases, los tubos se centrifugaron durante 2
horas. La concentracion antes y después de la particion se determinaron mediante
espectroscopia UV-visible (utilizando un patrén de C vs absorbancia) y el Pow se calculd

en base a estos valores, utilizando la formula:

| - Cn—octanol _ Cagua (inicial) — Cagua (final)
o Cagua Cagua (final)

Donde Caguainicial) Y Caguatinaly SON las concentraciones de la sustancia en la fase acuosa
antes y después de la particion, respectivamente. El uso de esta ecuacion es posible
debido a que los volumenes de solucién y de n-octanol utilizados fueron idénticos, y por

lo tanto puede asumirse que la concentracién del compuesto en la fase organica
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correspondera a la diferencia de las concentraciones en la fase acuosa antes y después

de la particion.

2.4 Estudios de actividad bioldégica in vitro para

compuestos antitumorales

2.4.1 Incubacion de células con compuestos bioactivos

La esterilidad durante el trabajo con células se aseguré mediante la utilizacion de un
flujo laminar “Biotraza BBS-V800”. Las lineas celulares se cultivaron en frascos de 25 o
75 cm? a 37 °C en atmosfera humidificada con 5% CO; (en una estufa “Arcano ECO2”),
en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM; Sigma-Aldrich), el cual contiene
elevadas concentraciones de aminoacidos, glucosa y vitaminas, suplementado con 100
U/ml de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina y 10% de suero fetal bovino (SFB).
Cuando las células alcanzaron el 80 - 90% de confluencia, fueron despegadas utilizando
TrypLE™ (Gibco), una enzima recombinante que sustituye a la tripsina animal. De
acuerdo al experimento, las células se sembraron con DMEM + 10% SFB en placas de
96, 48, 24 o 6 pocillos, o en placas de Petri de 100 mm? y se incubaron en las
condiciones antes descritas. Luego de alcanzar 80 a 90% de confluencia, se removio el
medio y se colocé DMEM fresco con cantidades variables del compuesto de interés
(complejos, ligandos, sales, etc.) disueltos en un solvente adecuado (usualmente DMSO,
con concentracion final de 0,5% DMSO en DMEM). Los controles consistieron en DMEM
+ solvente, sin compuesto. La incubacién con el compuesto fue de entre 24 a 72 horas,

dependiendo del ensayo.
Las lineas celulares utilizadas en este trabajo fueron:

HEK-293: La linea celular HEK-293 (Figura 2-V) es una linea de uso comun en la
investigacion biolégica, derivada originalmente del tejido renal de un embrion humano a
principios de la década de 1970. Surgi6 a partir de la transformacion de dichas células
con adenovirus tipo 5. Presentan una morfologia tipica de células adenotransformadas,
crecen en monocapa Yy son capaces de continuar creciendo luego de alcanzar la
confluencia®. Esta linea celular ha sido utilizada ampliamente como modelo de células

humanas normales en investigacion®’.
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Figura 2-V. Micrografia de células HEK-293 en baja densidad (izquierda) y alta densidad (derecha).

A549: La linea A549 (Figura 2-VI) deriva de un tumor pulmonar de un paciente
masculino caucasico de 58 afios. A partir de alli se realizaron cultivos de explantes y la
linea fue propagada in vitro por mas de 1000 generaciones®'. Las células A549 crecen
en monocapa, son capaces de adherirse al soporte de cultivo y tienen un tamafo de
entre 10 a 14 ym. Su morfologia se caracteriza por ser fibroblastoide con forma de huso
alargado, nucleo centrado y multiples nucleolos®?. Esta linea ha constituido uno de los
modelos preclinicos mas empleados para estudiar las bases genéticas y moleculares
del cancer de pulmén, ya que son células con alta actividad metabdlica, expresan
marcadores y genes tumorales y han servido como base de pruebas de farmacos

antitumorales como paclitaxel, docetaxel y bevacizumab?,

Figura 2-VI. Micrografia de células A549 en baja densidad (izquierda) y alta densidad (derecha).
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MDA-MB-231: La linea MDA-MB-231 (Figura 2-VII) es una linea tumoral de mama
triple negativo, es decir que carece de receptores para estrégeno (ER), progesterona
(PR) y factor de crecimiento epidérmico humano (HER-2), los cuales suelen ser blancos
para el tratamiento del cancer de mama. Fue originada en 1973 a partir de una paciente
de 51 anos de edad. Poseen una morfologia de huso, crecen en monocapa en forma

azarosa y son capaces de alcanzar la confluencia®*.

Figura 2-VII. Micrografia de células MDA-MB-231 en baja densidad (izquierda) y alta densidad (derecha).

LM3: La linea LM3 (Figura 2-VIIl) es una linea celular tumoral mamaria murina
obtenida a partir de la implantacion del tumor M3 en ratones Balb/c. Posee una
morfologia epitelial poliédrica, se adhieren al soporte de cultivo para generar una
monocapa y poseen un tiempo de duplicacion de 19 horas®. Al igual que MDA-MB-231,

carece de receptores ER y PR; sin embargo, si expresa receptores HER-23.

Figura 2-VIII. Micrografia de células LM3 en baja densidad (izquierda) y alta densidad (derecha).
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HCT 116: La linea HCT 116 (Figura 2-1X) es una linea celular de carcinoma colorrectal
humano generada a partir de un vardon adulto. Las células son adherentes, poseen
morfologia epitelial y presentan una mutacién caracteristica en codén 13 del proto-
oncogén ras. In vitro, las células HCT116 presentan un tiempo de duplicacién de

aproximadamente 18 horas®’.

Figura 2-IX. Micrografia de células HCT 116 en baja densidad (izquierda) y alta densidad (derecha).

2.4.2 Analisis morfolégico por tincion con cristal violeta

El cristal violeta es un colorante que tiene una estructura con carga positiva y puede
penetrar la membrana celular y unirse a proteinas aniénicas y al ADN, lo que resulta en
células que exhiben una coloracién violeta. Esto permite evaluar la forma, el tamafio y
la estructura general de las células bajo el microscopio. Ademas, proporciona
informacion sobre los contenidos celulares generales, incluido el citoplasma y, en células

eucariotas, el nucleo®.

Procedimiento experimental: Luego de la incubacion con los compuestos de interés,

se retird el medio de cultivo y se lavd la monocapa celular con tampdn fosfato salino
(PBS. Composicion: NaCl 8,0 g/L, KCI 0,2 g/L, Na:HPO4 1,44 g/L, KH2PO4 0,24 g/L).
Luego, se fijaron las células con metanol por 5 minutos y posteriormente se tifieron con
una solucién de cristal violeta 0,5% p/v en metanol al 25% v/v. Por ultimo, se lavaron los
pocillos con agua y se observé la morfologia de las células en un microscopio 6ptico

“Semedix”. Las imagenes se registraron con una camara fotografica “Tucsen ISH500”.
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2.4.3 Ensayo de viabilidad celular

El ensayo de viabilidad celular se realizé mediante el método de MTT, el cual se basa
en la reduccién, por accion de la enzima mitocondrial Succinato Deshidrogenasa, del
compuesto soluble y de coloracién amarilla 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
bromuro (MTT). Cuando esto ocurre, se forma la especie reducida formazan, que es
insoluble y de coloracion azul - violacea (Figura 2-X). La cantidad de formazan producida
se evalla espectrofotométricamente una vez disuelto en DMSO, siendo la absorbancia

obtenida proporcional a la cantidad de células vivas.

@ NADH NAD* Q
N;N\ s CHy ;4 N#HN\ s CHs
O/LN/N.\{‘I Succinato deshidrogenasa ! N/N\gI
MTT

Formazan

Figura 2-X. Reaccion de reduccion de MTT a formazan por accién de la enzima succinato deshidrogenasa.

Procedimiento _experimental: Se incubaron células en placa de 96 o 48 pocillos

durante 24 horas con el compuesto a estudiar. Luego, se quité el medio y se lavd con
PBS. Se agreg6 una solucién de MTT (Sigma-Aldrich) en DMEM (0,5 mg/ml) y se incubd
durante 2 - 4 horas para que ocurra la reaccién de reduccién. Se descarté el medio con
MTT, y los cristales de formazan formados se disolvieron con 50 - 100 yL de DMSO. La
absorbancia de la solucion de coloracion violeta resultante se midié en un lector de
placas Ivdiagnostik M201 a 560 nm. Los valores de concentracién inhibitoria media
(IC50) se definieron como la concentracion del compuesto a la cual se obtuvo una
viabilidad del 50% del control, y provinieron de una regresion logistica ajustada a los

puntos de viabilidad vs. concentracién obtenidos en el ensayo.

2.4.4 Determinacién del potencial de membrana mitocondrial

El metabolismo celular involucra la oxidacién de moléculas organicas para la
obtencion de energia. Los electrones liberados en el proceso son transportados a través
de una serie de moléculas que se encuentran en la membrana mitocondrial interna y

que reciben el nombre de “cadena transportadora de electrones”, siendo el O, el aceptor
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final de electrones que se reducira a H»O. La energia liberada durante este transporte
de electrones es aprovechada para bombear cationes H* hacia el espacio
intermembrana, creando asi un gradiente electroquimico que da lugar al potencial de
membrana mitocondrial. Este gradiente impulsa el reingreso de H* al interior de la
mitocondria a través del canal de la enzima ATP sintasa, que destina esta energia a la

generacion de ATP (adenosin trifosfato) (Figura 2-XI).

bajo pH

.. Espacio alta concentracién H*
intermembrana

Mitocondria

2HY cito-2H™

cromo
C

2H +15,0,

ATP .

ADP oyt Matriz Ciclo
P; alto pH de
baja concentracién H* Krebs

Figura 2-XI. Esquema del funcionamiento de la cadena transportadora de electrones en la mitocondria.

El potencial de membrana mitocondrial puede medirse mediante fluorometria a través
de sondas fluorescentes lipofilicas y cationicas, que tienen tendencia a ingresar al
interior de la mitocondria debido a la densidad de carga negativa que se genera alli
durante la creacion del gradiente electroquimico. Una disminucion en los niveles basales
de fluorescencia indica una pérdida de la integridad de la membrana mitocondrial y una
subsecuente liberacién de la sonda. En este trabajo se utilizé la sonda fluorescente 3,3'-

dihexiloxocarbocianina ioduro (DiOC6) (Figura 2-XII).
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Figura 2-XIl. Estructura de la sonda DiOC6.

Procedimiento experimental: Se incubaron células en placa de 48 pocillos durante 24

horas con el compuesto a estudiar. Luego se quité el medio y se lavé con PBS. Se
agregod una solucion de la sonda DiOC6 (Santa Cruz Biotechnology) en PBS con
concentracion final de 400 nM y se incubd durante 30 minutos a 37 °C. Posteriormente
se removié la sonda, se afadieron 500 uL de PBS en cada pocillo y se raspd el fondo
con una espatula de metal. La suspension obtenida se midié en el espectrofluorémetro
Shimadzu RF-6000 a Aex= 485 nm y Aem= 535 nm.

2.4.5 Medida de especies reactivas de oxigeno

Las EROs se cuantificaron mediante el método del diacetato de 2,7-
diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA). Este compuesto no posee fluorescencia, pero la
adquiere al transformarse en 2',7'-diclorofluoresceina (DCF). Para que este proceso
ocurra, es necesario que H2DCFDA pierda sus grupos acetato (gracias a la accién de
esterasas intracelulares) y se oxide. Dicha oxidacion es inducida por la presencia de
EROs, por lo que los niveles de fluorescencia seran directamente proporcionales a la

concentracion de las mismas (Figura 2-XIII).

Esterasa ROS

H2DCFDA H2DCF DCF

Figura 2-XIIl. Reaccién de conversion de H2DCFDA al compuesto fluorescente DCF.
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Procedimiento experimental: Se incubaron células en placa de 48 pocillos durante 24

horas con el compuesto a estudiar. Luego se quité el medio y se lavé con PBS. Se
agrego una solucion de H2DCFDA (Santa Cruz Biotechnology) en PBS (Cina =10 uM) y
se incub6 durante 90 minutos a 37 °C. Posteriormente, se removié la sonda y se anadio
Triton X-100 0,1% para conseguir la lisis de las células. El lisado obtenido se midi6 en

el espectrofluorémetro Shimadzu RF-6000 a Aex: 485 nm y Aem: 520 nm.

2.4.6 Determinacioén de la relacidon entre glutation reducido y

oxidado

Glutation es un tripéptido (acido glutamico - cisteina - glicina) que actua como uno de
los principales antioxidantes en la célula. El grupo sulfhidrilo de la cisteina, gracias a su
capacidad de participar en reacciones de reduccién y conjugacion, es el responsable de
la accién antioxidante de esta molécula®. Los niveles relativos de glutation oxidado
(GSH) y glutatién reducido (GSSG) son un indicativo del estado redox de la célula, y en
condiciones fisiologicas normales el balance es mantenido mediante reacciones de
oxidacion y reduccion mediadas por las enzimas Glutation Reductasa y Glutation
Peroxidasa (Figura 2-XIV). Un desbalance en la relacion GSH/GSSG da cuenta de un

estado de estrés oxidativo o reductivo?.

Reducido (2 GSH)

COOH 0

H
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— HzN)\/\(,)r \ﬁ‘\u COOH
. SH

COOH 0
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HZN)\/Y \[u\ﬁ/\COOH
0
T
NADPH+H* S
0 H
H,N NVCOOH
COOH o

Oxidado (GSSG)

Figura 2-XIV. Interconversion entre glutation reducido (GSH) y oxidado (GSSG) mediada por la accién de las enzimas

glutation reductasa (GR) y glutation peroxidasa (GP).
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En este trabajo, los niveles de GSH y GSSG intracelulares se determinaron a través
del uso de la sonda fluorescente o-ftalaldehido (OPT), la cual es capaz de reaccionar
de forma selectiva con dichas especies formando la especie GS-OPT, cuyos maximos
de absorcién y emisién son 340 nm y 420 nm, respectivamente. Para la determinacion
de GSH, la sonda fue anadida directamente a la suspension celular previamente lisada
con detergente Triton X-100. Para que la especie fluorescente GS-OPT se forme es
necesario que los residuos de cisteina del glutation se encuentren libres, por lo que en

estas condiciones el GSSG no es capaz de reaccionar con el OPT (Figura 2-XV).

CHO
O: COOH
IH O-ftalaldehido ~s NH
(OP\T)\ )I ~cooH

_{H 5 GS-OPT
Mo (ex/em 340/420 nm)
Grupos -SH libres

. Grupos -SH bloqueados CHO
:_‘ NH, ‘ o Oi
HO. _OH CHO

~~

7/&&/\[]/ \l/\ 3 it
o \ o

O-ftalaldehido
(OPT)

ﬂ—-\fJJ

A J

Sin reaccion

o
‘ = )L /E V/U\ OH
Nll;

GSSG]
Figura 2-XV. Reaccién que permite la cuantificacion de GSH a través de la sonda OPT.

Para la determinacién del GSSG, antes de anadir OPT es necesario agregar N-
etilmaleimida (NEM), un compuesto que se encarga de bloquear los residuos de cisteina
libres del GSH. Luego, se afiadié NaOH para alcanzar pH 12, logrando asi la hidrdlisis
del GSSG a GSH. Finalmente, se coloco la sonda OPT para cuantificar el GSH
proveniente de dicha hidrélisis (Figura 2-XVI). Cabe recalcar que la especie GS-NEM

no se ve afectada por este cambio de pH.
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Paso 1: Bloqueo de GSH
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Paso 2: Hidrdlisis de GSSG
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Paso 3: Conjugacion entre GSH y OPT

@zcuo

GSH S ¥ o

O-ftalaldehido @ . NH
IOPQ‘_ L COOH

0 NH

Y

GS-OPT
(ex/em 340/420 nm)

Figura 2-XVI. Reacciones que permiten la cuantificacion de GSSG con la sonda OPT.

Procedimiento experimental: Se incubaron células en placa de 48 pocillos durante 24

horas con el compuesto a estudiar. Luego, se quité el medio y se lavd con PBS. Se
agregaron 300 pL de Triton X-100 0,1% y se incubd durante 1 hora para que ocurra la

lisis celular.

Para la determinacion de GSH: Para cada pocillo se realizé una mezcla de reaccién
con 100 pL de lisado, 100 yL de solucién metandlica de OPT (Sigma-Aldrich; 1 mg/mL)
y 2800 pL de tampon fosfato-EDTA (Na:HPO4-12H20 0,1 M; etilendiamintetraacetato de
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sodio (EDTA) 5 mM; pH 8). Se incubd durante 15 minutos y se midié la absorbancia a
Aex: 340 nm y Aem: 420 nm.

Para la determinacion de GSSG: Para cada pocillo se realizé una mezcla de 100 pyL
de lisado y 100 yL de NEM (Sigma-Aldrich) 0,04 M. Se incub6 durante 10 minutos. Luego,
se agregaron 1700 uL de NaOH 0,1 M y se incub6 30 minutos. Finalmente se afiadieron
100 pL de solucion metandlica de OPT (1 mg/mL), se incubd 15 minutos y se midio la

absorbancia a Aex: 340 nm y Aem: 420 nm.

2.4.7 Determinacion de vanadio intracelular

La determinacién de vanadio intracelular se realizé utilizando un plasma de
acoplamiento inductivo (ICP) en conjunto con un espectrofotémetro de emisién éptica
(OES). Este método ofrece bajos limites de deteccion, un amplio rango dinamico lineal
y alta precision. Permite la determinacion simultanea de todos los elementos metalicos
y presenta ventajas sobre las técnicas de absorcion atémica, como la atomizacion

completa y la ausencia practicamente total de radiacion de fondo.

Las mediciones para la cuantificacion de vanadio por ICP-OES en este estudio se
llevaron a cabo en el espectrofotdmetro de emision 6ptica “Shimadzu ICPE-9800”,
siguiendo la norma EPA 6010, y fueron realizadas en la Planta Piloto Multipropésito -
Laboratorio de Servicios a la Industria y al Sistema Cientifico (PLAPIMU-LaSelSiC) de

la Universidad Nacional de La Plata.

Procedimiento_experimental: Se cultivaron 2x10° células por pocillo en 10 mL de

DMEM con SFB 10% v/v en placas de 100 mm?2. Después de 24 horas de crecimiento,
habiendo alcanzado una confluencia de 70 a 80%, se realiz6é un lavado de la monocapa
con PBS y se incubaron las células a concentraciones correspondientes a la IC50
(determinado en el ensayo de viabilidad celular) del complejo a estudiar en DMEM
durante 24 horas. Luego, se removié el medio, se lavdé la monocapa con PBS y se
disociaron las células de la placa utilizando TrypLE™ (Gibco). La suspension celular
obtenida fue centrifugada y el pellet resultante se lavé con PBS y se lis6 durante toda la
noche con 100 uyL NaOH 0,1 M a 4 °C. Al dia siguiente, se cuantificd el contenido de
proteinas de 2 uL de los lisados celulares utilizando el método de Bradford, utilizando
albumina sérica bovina como estandar, con el fin de normalizar las concentraciones de
vanadio luego obtenidas. Los volumenes restantes de lisado fueron aforados a 1 mL con
HNO3 20% v/v y se trataron en un bafio ultrasénico “Ney Ultrasonik 300” a 50 °C durante

1 hora. Luego, se calentaron a 80 °C durante 1 hora, se centrifugaron y se almacenaron
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los sobrenadantes a 4 °C para cuantificar la concentracion de vanadio mediante ICP-
OES.

2.4.8 Estudios de actividad antimetastasica

2.4.8.1 Ensayo de sanacion de herida

El ensayo de sanacion de herida es una técnica in vitro ampliamente utilizada para
evaluar la capacidad de migracién de distintos tipos de lineas celulares, entre las cuales
se hallan las lineas tumorales. Este método simula el proceso de cierre de una herida in
vivo en condiciones controladas, permitiendo estudiar como las células migran para

cubrir un espacio vacio creado artificialmente*'.

Procedimiento _experimental: Se sembraron células en placas de 12 pocillos. Al

alcanzar la confluencia, se realizé un rasgufio en la monocapa celular utilizando una
punta de micropipeta de 200 uL para generar un espacio sin células. Luego, se
afadieron los compuestos a estudiar en concentraciones no deletéreas.
Una vez que el grupo control (DMSQO) alcanzé el cierre completo de la herida (100% de
migracion), las células fueron tefidas con cristal violeta, y las heridas fueron
fotografiadas y comparadas con su tamafio original antes de la migracion. El porcentaje
de migracion (100 - % del area de la herida) se cuantifico utilizando el software “ImageJ
1.54)".

2.4.8.2 Ensayo de migraciéon en Transwell

El ensayo de migracion en Transwell (Figura 2-XVII) es otra alternativa para estudiar
la capacidad de migracion de una linea celular. En este caso, se utilizan camaras de
plastico huecas, selladas en un extremo con una membrana con poros a través de los
cuales pueden migrar las células; estas camaras son una version modificada de las
“camaras de Boyden”? para poder ser utilizadas en placas de cultivo. Dentro de las
cdmaras Transwell se depositan las células a estudiar (con o sin tratamiento con
compuestos). Las camaras se colocan dentro de placas de 24 pocillos, las cuales
contienen medio de cultivo con algun compuesto que induce la migracion de las células

a través de los poros (quimioatrayente).
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Camara Transwell

Monocapa celular —— Células sin migrar

—— Células migradas

Quimioatrayente

Antes de migracién Luego de migracion

Figura 2-XVII. Esquema del sistema utilizado para el ensayo de migracion en Transwell.

Procedimiento experimental: Se afiadié una soluciéon de colageno (10 L en 10 mL
de medio de cultivo DMEM) a las camaras Transwell de 24 pocillos y se incubé durante
toda la noche a 37 °C; el colageno facilita la adhesién de las células a la membrana
porosa. Posteriormente, se retird la solucidon de colageno y se sembraron en las camaras
2x10* células suspendidas en DMEM con 10% SFB, y se agregé DMEM suplementado
con 10% SFB a los pocillos situados debajo de las camaras. Se incubé durante 4 horas
a 37 °C para lograr la adhesién de las células a las membranas de las camaras. Después
de este periodo, se retird el medio tanto del interior como del exterior de las camaras.
Se afiadi6 DMEM (sin SFB) con concentraciones no deletéreas de los compuestos a
estudiar dentro de las camaras y DMEM con 10% de SFB (quimioatrayente) a los
pocillos debajo de las camaras. Se realizé una nueva incubacién durante toda la noche
para permitir la migracion de las células. Se retird el medio y las células se fijaron con
metanol durante 10 minutos, para luego ser coloreadas con cristal violeta durante otros
10 minutos. Las camaras se lavaron con agua para eliminar el exceso de colorante, y
sus membranas se colocaron en portamuestras y se montaron con balsamo de Canada.
Se contaron las células a partir de imagenes de microscopia, y la capacidad de

migracion se calculé como el porcentaje de la migracion del control (DMSO).

2.4.8.3 Ensayo de invasion en Transwell

El ensayo de invasion en Transwell (Figura 2-XVIIl) es similar al ensayo de migracion,
pero con el agregado de una capa de Matrigel (membrana basal soluble extraida del
tumor Engelbreth-Holm-Swarm) que actia como un analogo de la membrana basal de
las células de mamiferos. Las células tumorales deberan degradar, a través de la
secrecion de enzimas digestivas, la capa de Matrigel antes de ser capaces de atravesar
por la membrana porosa. Esto se asemeja al proceso que ocurre in vivo con la

membrana basal durante la metastasis®.
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Figura 2-XVIIl. Esquema del sistema utilizado para el ensayo de invasion en Transwell.

Procedimiento experimental: Se afiadié una solucién fria de Matrigel (25 pL en 100

ML finales de medio de cultivo DMEM) a las camaras Transwell de 24 pocillos y se incubé
durante 2 horas a temperatura ambiente para lograr la solidificacion del mismo.
Posteriormente, se retiré el liquido remanente y se sembraron 2x10* células
suspendidas en DMEM con 10% SFB, y se afiadié6 DMEM suplementado con 10% SFB
a los pocillos situados debajo de las camaras. Se incubd durante 4 horas a 37 °C para
lograr la adhesion de las células a las membranas de las camaras. Después de este
periodo, se retird el medio tanto del interior como del exterior de las camaras. Se anadio
DMEM (sin SFB) con concentraciones no deletéreas de los compuestos a estudiar
dentro de las camaras y DMEM con 10% de SFB (quimioatrayente) a los pocillos debajo
de las camaras. Se realizé una nueva incubacion durante toda la noche para permitir el
proceso de invasion de las células. Se retiré el medio y las células se fijaron con metanol
durante 10 minutos, para luego ser coloreadas con cristal violeta durante otros 10
minutos. Las camaras se lavaron con agua para eliminar el exceso de colorante, y sus
membranas se colocaron en portamuestras y se montaron con balsamo de Canada. Se
contaron las células a partir de imagenes de microscopia, y la capacidad de invasion se

calculé como el porcentaje de la invasion del control (DMSO).

2.5 Estudios de actividad biolégica in vivo para
compuestos antihipertensivos

Estos experimentos se llevaron a cabo en el Centro de Investigaciones

Cardiovasculares (CONICET - UNLP), con la colaboracion de la Dra. Valeria Martinez.
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2.5.1 Animales

Los procedimientos con animales se realizaron de acuerdo con las pautas
establecidas en la "Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio" del Instituto
Nacional de Salud. Ademas, fueron aprobados por el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias
Médicas de la Universidad Nacional de La Plata, bajo el nimero de protocolo T02-02—
2023. Las ratas SHR (derivadas de la cepa Wistar Kyoto), machos, de 12 semanas de
edad y con un peso corporal de 200-300 g fueron obtenidas del Instituto de
Investigaciones Médicas "Dr. Alfredo Lanari" de la Universidad de Buenos Aires. La edad
de 12 semanas fue seleccionada basada en evidencia previa de hipertrofia cardiaca y
desarrollo de hipertension en esta etapa**. Las ratas fueron asignadas aleatoriamente a
cuatro grupos (n = 4-5 por grupo) utilizando el método de la ecuacién de recursos*. Los
animales fueron alojados en condiciones estandarizadas de laboratorio con una
temperatura de 23 £ 1 °C, un ciclo de luz y oscuridad de 12 horas, y un rango de
humedad del 60 al 70%. Se les proporciond acceso ad libitum a alimento comercial

estandar para ratas y ratones (Cooperacion, Buenos Aires, Argentina) y agua.

a-metildopa (MD), su complejo con Zn(ll) (ZnMD) y ZnCl, fueron administrados a las
ratas SHR a través de la dieta utilizando bolas de mantequilla de mani como transporte,
siendo una alternativa mas rentable e induciendo un menor estrés que los métodos de
administracion tradicionales*®. Las ratas consumieron 200 mg/dia de mantequilla de
mani comercial (Mani King, Buenos Aires, Argentina) conteniendo 100 mg/kg/dia de MD
o el equivalente molar para ZnMD (164,12 mg/kg/dia) o ZnCl, (64,52 mg/kg/dia). Las
dosis fueron seleccionadas en base a informes previos del efecto antihipertensivo de
MD en ratas SHR*'. El grupo de control recibié la mantequilla de mani sin el agregado

de compuestos.

Cada semana los animales experimentales fueron pesados y su presion arterial
sistolica fue evaluada mediante pletismografia de cola no invasiva, como se describira
luego. Para examinar la hipertrofia cardiaca, se realizd ecocardiografia transtoracica
bidimensional utilizando un transductor de 7 MHz en las ratas, al principio y al final del
protocolo experimental, bajo anestesia con aproximadamente 2-3% de isoflurano en un
flujo de oxigeno. Las mediciones se realizaron siguiendo las directrices proporcionadas
por la Sociedad Americana de Ecocardiografia®®. La masa del ventriculo izquierdo (MVI)
se calculo utilizando el método delineado por Devereux y Reichek*®. Ademas, el indice

de masa del ventriculo izquierdo (IMVI) se determind como la relacién entre la MVl y la
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longitud tibial. Por ultimo, se calculd la fraccion de acortamiento (FA) utilizando la

siguiente ecuacion:

_ (DVI; = DVI,) * 100

FA
DVI,

Donde DVl es el diametro del ventriculo izquierdo en diastole y DVIs es el diametro

del ventriculo izquierdo en sistole.

Al finalizar el protocolo de 8 semanas los animales fueron sacrificados administrando
una unica dosis de uretano (1 g/kg de peso corporal). Después de confirmar la ausencia
de reflejos, se extrajo el corazén y se separé el ventriculo izquierdo. La tibia fue removida
para calcular la relacidén entre la masa del ventriculo izquierdo y la longitud de la tibia.
Posteriormente, los ventriculos izquierdos fueron divididos y congelados rapidamente
en nitrogeno liquido, preservandolos a una temperatura de -80 °C. Las fracciones
congeladas fueron luego utilizadas para medir niveles de EROs, peroxidacion lipidica y

oxido nitrico, y llevar a cabo determinaciones de inmunoblot.

Se fijaron secciones coronales (5 pm) derivadas del ecuador del ventriculo izquierdo
en formaldehido al 10% durante 24 horas. Después de la fijacion, las secciones se

embebieron en parafina y se tifieron para realizar el analisis histolégico.

2.5.2 Determinacién de presion sanguinea sistélica en ratas

espontaneamente hipertensas

La presion arterial sistolica (PAS) de las ratas SHR fue determinada mediante el uso
de un pletismografo de cola. Este método es no invasivo y barato, por lo cual resulta
muy util en experimentos donde es necesario realizar mediciones de un gran grupo de
animales y/o durante un periodo prolongado de tiempo. Se requiere una exposicion a
altas temperaturas para dilatar las arterias de la cola, seguida de la inmovilizacion del
animal en un cepo, lo cual supone un estrés que puede influir en los valores de PAS,

siendo esta la principal desventaja del método®°.

Procedimiento experimental: La PAS fue medida semanalmente utilizando un

pletismografo en la cola de las ratas. Para esto, cada rata fue colocada en un recipiente
cerrado con un flujo de aire a 37 °C durante 5 minutos. Luego, el animal fue colocado
en un cepo inmovilizador, y se insertod en su cola un manguito de oclusién, un sensor de

presion y un sensor de pulso (Figura 2-XIX). Tanto la presion como el pulso fueron
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representados simultaneamente mediante un software, pudiendo asi determinar la PAS
(presion minima a la cual el pulso desaparece en el grafico) y la presién arterial diastélica

(presion a la cual el pulso es recuperado) (Figura 2-XX).

Manguito de oclusion
Sensores

Figura 2-XIX. Esquema del sistema utilizado para medir la presién arterial sistdlica de ratas SHR.

Presion por insuflado
PAS PAD

200

Presion por desinsuflado

mmHg

50F

Figura 2-XX. Medida representativa de la presién y sefiales de pulso utilizando un esfigmomanémetro de cola. PAS:

Presion arterial sistolica. PAD: Presion arterial diastolica.
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2.6 Estudios de actividad biolégica ex vivo para

compuestos antihipertensivos

2.6.1 Preparacion de homogenato de tejido cardiaco

Se homogeneizé una fraccién de tejido proveniente de la auricula izquierda del
corazén de ratas SHR sobre hielo con 1 mL de tampdn Tris (Tris 40 mM; pH ajustado a
7,4 con HCI 1M) por cada 100 mg de tejido utilizando un homogeneizador Pro-Scientific
Bio-gen Series Pro 2000. EI homogenato obtenido se utilizé para las determinaciones

de EROs, 6xido nitrico y peroxidacion lipidica.

2.6.2 Determinacién de especies reactivas de oxigeno en tejido

cardiaco

La determinacion de EROs se llevd a cabo utilizando la misma técnica descrita

anteriormente para los cultivos celulares.

Procedimiento experimental: Se tomaron 50 yL de homogenato de tejido cardiaco y

se mezclaron con 2 mL de buffer Tris 40 mM y la sonda H.DCFDA a una concentracién
final de 2,7 uM. La mezcla se incub6 durante 30 minutos a 37 °C. Finalmente, se
detectaron las EROs por fluorometria con un lector de placas “Varioskan LUX Multimode
Microplate Reader” (Thermofisher) a Aex; 485 nm y Aem: 535 nm. Los datos se

normalizaron asignando un valor arbitrario de 100% al grupo control sin tratamiento.

2.6.3 Medida de peroxidacion lipidica en tejido cardiaco

La peroxidacion lipidica es un proceso necesario para generar moléculas de
sefnalizacién, y normalmente ocurre gracias a la accion de radicales libres generados en
reacciones del tipo Fenton (Figura 2-XXI) o mediado por enzimas tales como la
lipoxigenasa. Los niveles altos de radicales libres asociados al estrés oxidativo provocan
un aumento desmedido en la peroxidacién lipidica, causando cambios en los fosfolipidos
de las membranas celulares y resultando en alteraciones en la fluidez, permeabilidad y

de gradientes idnicos de la misma, lo cual puede llevar a la muerte celular®'.
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Figura 2-XXI. Reacciones de Fenton, donde la dupla Fe*?/Fe*® esta involucrada en un ciclo que genera radicales

hidroxilo e hidroperoxilo a partir de peroxido de hidrégeno.

El proceso de peroxidacion lipidica (Figura 2-XXIl) genera un subproducto
denominado malondialdehido (MDA), que puede ser cuantificado a través del aducto
que se forma en su reaccion con acido tiobarbiturico (TBA) mediante espectrofotometria

(maximo de absorbancia a 532 nm a pH 3,5)%.

@ +2Y = “Y o
N g T T

OH OH

MDA TBA aducto MDA-TBA

Figura 2-XXII. Reaccion entre acido tiobarbiturico y malondialdehido.

Procedimiento experimental: Se preparé una mezcla de reaccion conteniendo 200 uL

de homogenato de tejido cardiaco, 50 L de solucidén acuosa de dodecilsulfato de sodio
(SDS) 8,1%, 375 pL de solucién acuosa de acido acético 10% ajustada a pH 3,5 con
NaOH y 375 pL de solucion acuosa de TBA 0,8%. La mezcla de reaccion se incubd
durante una hora a 95 °C. Luego se realizé una centrifugacion para eliminar los
remanentes de tejido, y se midi6é en un lector de placas “Thermofisher Varioskan LUX”
la absorbancia a 532 nm del sobrenadante para determinar la concentracién del aducto
MDA-TBA..
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2.6.4 Determinacién de niveles de 6xido nitrico en tejido

cardiaco

El 6xido nitrico (NO) es una molécula de sefalizacion que esta involucrada en el
descenso de la hipertension arterial, mediante la induccién de la relajacion del musculo
liso de los vasos sanguineos®®. Ademas, el NO actia como un regulador del remodelado
cardiaco, especificamente como un mediador que inhibe la cascada de sefalizacion que

conduce a la hipertrofia cardiaca®.

Se determinaron los niveles de NO fluorométricamente a través del seguimiento del
producto de la reaccion de 2,3-diaminonaftaleno con iones nitrito (Figura 2-XXIlII), los

cuales provienen de la rapida oxidacién de NO en las células®®.

Hre NO," N

+H* A

NHE -2 HED

LZ

2,3-diaminonaftaleno 2,3-naftotriazol

Figura 2-XXIIl. Reaccion entre 2,3-diaminonaftaleno y aniones nitrito.

Procedimiento _experimental: 20 uL de una solucién de 2,3-diaminonaftaleno (0,05

mg/mL en HCI 0,62 N) se combinaron con 200 pL de lisado. La mezcla fue incubada
durante 15 minutos a 25 °C. La reaccion fue detenida mediante la adicion de 10 uL de
NaOH 2,8 N. La intensidad de fluorescencia del producto de reaccion, 2,3-naftotriazol,
fue medida a Aex = 365 nm y Aem = 450 nm en un lector de placas “Thermofisher Varioskan
LUX”. Se realiz6 una curva de calibracion con soluciones de nitrito de sodio de
concentracion conocida para correlacionar la fluorescencia medida con valores de

concentracion.

2.6.5 Determinacion del area de seccion transversal de

cardiomiocitos de ratas SHR

Un indicador de hipertrofia cardiaca asociada a hipertensién es el aumento del area

transversal de los cardiomiocitos®, por lo que fue evaluado para estudiar el grado de
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hipertrofia cardiaca en las ratas SHR luego del tratamiento de 8 semanas con MD, ZnMD
y ZnCls.

Procedimiento experimental: Las secciones coronales embebidas en parafina fueron

tefidas con hematoxilina eosina para determinar el area transversal (AT) de los miocitos
cardiacos. Las imagenes histoldgicas se digitalizaron a 40x de magnificacién utilizando
una camara de video digital “Olympus DP71” montada en un microscopio de campo
amplio “Olympus BX53”. Las mediciones se limitaron a células que eran redondeadas a
ovoides con nucleos redondos visibles, y se contaron 50 células en al menos 10
imagenes obtenidas de cada ventriculo izquierdo. Las determinaciones de AT se

realizaron utilizando software de analisis de imagenes “Image-Pro Plus v6.3”.

2.6.6 Determinacién de colageno tipo | y tipo lll en tejido

cardiaco de ratas SHR

Se ha observado que la hipertrofia cardiaca provoca un aumento de tejido conectivo
(fibrosis) donde se presenta una sobreproduccién de colageno tipo | y una disminucion
en la proporcién de colageno tipo lll, lo cual provoca un aumento en la rigidez de la
matriz extracelular y dificulta la contraccién de los cardiomiocitos®’. Por lo tanto, en este
trabajo se evaluo el contenido de colageno tipo | y Il para estimar el impacto negativo

de la fibrosis sobre el funcionamiento de dichas células.

Procedimiento experimental: Para evaluar los niveles de colageno, las secciones del

ventriculo izquierdo fueron tefiidas con la técnica de Picrosirius rojo (Direct Red 80,
Aldrich, Milwaukee, WI 53233, EE. UU.). Las muestras fueron observadas bajo luz
polarizada utilizando un analizador “U-ANT” (Olympus) y un polarizador “U-POT”
(Olympus) para analizar la birrefringencia del colageno tefido. Las imagenes
histolégicas se digitalizaron a 20x de magnificacion utilizando una camara de video
digital “Olympus DP71” montada en un microscopio de campo amplio “Olympus BX53”.
El contenido de colageno total se calculé sumando los contenidos de colageno tipo | y

Il en cada seccion.

2.6.7 Analisis de expresion proteica por Western Blot

La técnica de Western Blot (Figura 2-XXIV) es utilizada para detectar y cuantificar
proteinas utilizando anticuerpos especificos. En primer lugar, la muestra a evaluar es

lisada en presencia de inhibidores de proteasas, inhibidores de fosfatasas y detergentes,
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a fin de solubilizar y mantener la integridad de las proteinas presentes. Luego, la
muestra se centrifuga para recuperar el sobrenadante y descartar la fraccion solida que
no es de interés. El contenido de proteinas es cuantificado para asegurar que se parte
de la misma masa total en todos los casos y que las diferencias detectadas
posteriormente se deban sélo a cambios en la expresion proteica. Las muestras se
siembran en geles de poliacrilamida-SDS donde las proteinas son desnaturalizadas y
pierden la estructura secundaria y terciaria, pudiendo ser asi separadas en base a su
relacion carga/masa mediante una electroforesis. Luego de la separacién, las moléculas
alojadas en el gel se transfieren (utilizando un campo eléctrico) a una membrana de
fluoruro de polivinilideno (PVDF), que posteriormente se bloquea con proteinas de leche
para evitar que los anticuerpos se unan de forma inespecifica a sus sitios vacantes.
Finalmente, el revelado se lleva a cabo con anticuerpos primarios (que reconocen a las
proteinas de manera especifica) y secundarios (que se unen a los anticuerpos primarios
y estan acoplados a algun marcador medible, como un fluoréforo o una enzima). La
intensidad de las bandas obtenidas es proporcional a la cantidad de proteinas

detectadas y por ende a los niveles de expresién de estas.

@ Separacién por electroforesis @ Transferencia a membrana de PVDF
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Figura 2-XXIV. Esquema de un protocolo de Western Blot.
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Procedimiento experimental: Se prepararon homogenatos a partir de tejido

ventricular tratado con inhibidores de proteasas y fosfatasas provenientes del tampdn
RIPA (10 mM Tris-HCI pH 8,0; EDTA 1 mM; 0,5 mM acido etilenglicol-bis(2-
aminoetiléter)-N,N,N'N'-tetraacético; 1% Triton X-100; 0,1% desoxicolato de sodio; 0,1%
SDS; 140 mM NaCl; 1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo; diluido con agua bidestilada).
Después de una centrifugacion, se recuperé el sobrenadante y se cuantifico el contenido
de proteinas utilizando el método de Bradford con albumina sérica bovina como estandar.
Las proteinas de los homogenatos cardiacos (60 ug) se separaron en geles de
poliacrilamida-SDS y se transfirieron a membranas de PVDF. Luego, las membranas se
sondaron con anticuerpos desarrollados contra p47°Ph°* (sc-17845; Santa Cruz
Biotechnology, 1:1.000), gp91P"* (sc-130548; Santa Cruz Biotechnology, 1:1.000),
SOD1 (sc-17767; Santa Cruz Biotechnology, 1:1.000), Na*/K* ATPasa (ST0533,
Thermofisher, 1:1.000) y GAPDH (sc-47724, Santa Cruz Biotechnology, 1:1.000). Se
utilizaron anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa anti-conejo (sc-2004;
Santa Cruz Biotechnology, 1:10.000) o anti-ratén Ig-G H&L (ab 205719; Abcam,
1:10.000). La inmunorreactividad se visualizd mediante un kit de deteccion de
quimioluminiscencia basado en peroxidasa (Merck Millipore). La intensidad de la senal
de las bandas en las immunoblot fue cuantificada por densitometria utilizando el

software “Imaged 1.54j".

2.7 Estudios de neuroproteccion in vitro

2.7.1 Cultivo primario de neuronas corticales de embriones de

rata y pretratamiento con compuestos de interés

Las neuronas corticales de embriones de ratas Sprague-Dawley de 18 dias de edad
se sembraron en placas de 96 pocillos recubiertas de poli-L-lisina a razén de 30.000
células por pocillo. Las células se mantuvieron en medio neuronal completo (medio
neuronal BrainPhys™ suplementado con suplemento neuronal SM1 (Neurocult™)
durante 8 dias a 37°C en una atmdsfera humidificada con 5% de CO.. Posteriormente,
las células fueron pretratadas con diferentes concentraciones de los compuestos a
estudiar (ZnCl, L-Dopa y Zn-L-Dopa, a concentraciones de 1y 10 uM) durante 1 h en
medio neuronal completo. Luego, se removieron los compuestos y se realizd una

incubacién de 18 horas con medio neuronal completo. Al finalizar este periodo de
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incubacion, las neuronas se encontraron listas para realizar los ensayos in vitro

pertinentes.

Todos los procedimientos en neuronas se realizaron en la empresa Innoprot (Bizkaia,

Espana) en colaboracion con la Dr. Clarisa Salado.

2.7.2 Tratamiento con el agente excitotoéxico glutamato

Para evaluar los efectos neuroprotectores de los compuestos a estudiar, se realizd
una incubacion en presencia del agente excitotdxico glutamato (Figura 2-XXV) luego del
pretratamiento con dichos compuestos. El glutamato, en condiciones fisiolégicas, es uno
de los principales neurotransmisores, pero resulta toxico en concentraciones elevadas®.
La neuroproteccion de los compuestos se asocid con la capacidad de evitar el efecto
negativo del glutamato sobre distintos parametros, tales como la viabilidad, el
crecimiento de neuritas, la integridad de la membrana plasmatica y la activacion de las

caspasas 3/7.

®NH3

Figura 2-XXV. Estructura de glutamato.

Procedimiento experimental: Para este ensayo, las células se incubaron con 100 pM

de glutamato durante 15 min en medio sin suplemento neuronal SM1. Después de la
exposicion al glutamato, el medio se reemplazé por un medio completo y las células se
incubaron durante 24 horas adicionales. Como control de neuroproteccion se realizd, de
la misma manera que con los compuestos a estudiar, un pretratamiento con MK801
10 pM (dibenzocicloheptenimina; un antagonista no competitivo del receptor de N-metil-

D-aspartato, un receptor de glutamato).
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2.7.3 Determinacion de viabilidad de neuronas

Para la determinaciéon de la viabilidad celular, se utilizé la tincion con bisbenzimida
(Hoechst 33342; Figura 2-XXVI), un compuesto fluorescente capaz de unirse a las

regiones del ADN ricas en adenina-timina.

~

Figura 2-XXVI. Estructura de bisbenzimida (Hoechst 33342).

Procedimiento experimental: La solucién madre de Hoechst 33342 se prepard en

PBS (1 mg/mL). Se realiz6é una dilucién de trabajo en PBS de concentracion final de 1
Mg/mL. Las células se tifieron durante 5 minutos con la solucién de trabajo y luego se
lavaron 3 veces para eliminar el exceso de colorante. Los nucleos se contaron con un
microscopio de fluorescencia “Cell Insight CX7”, utilizando valores de Aex ¥ Aem de 380 y

460 nm, respectivamente.

2.7.4 Activacion de caspasas 3/7

La activacion de las caspasas 3/7 se determind utilizando el reactivo de deteccion
CellEvent™ (Invitrogen), el cual consta de un colorante fluorescente conjugado con un
tetrapéptido (Asp-Glu-Val-Asp) que impide la unién de dicho colorante al ADN. Cuando
las caspasas 3/7 (relacionadas con el proceso de apoptosis®®) se encuentran activadas,
el tetrapéptido se escinde y el colorante se une al ADN, pudiendo asi ser detectado

mediante microscopia de fluorescencia.

Procedimiento experimental: Las neuronas corticales se tifieron con 5 yM de

CellEvent™ durante 1 h, se lavaron 3 veces y se observaron mediante un microscopio
de fluorescencia “Cell Insight CX7” a Aex:488 nm y Aem:530 nm. Se calcul6 la proporcion

de células apoptoticas respecto al numero de células totales.
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2.7.5 Crecimiento de neuritas

Para estudiar el crecimiento de las neuritas se las visualizd mediante
inmunocitoquimica usando anticuerpos anti Blll-tubulina®®, una proteina constituyente

de los microtubulos que se encuentra casi exclusivamente en neuronas (Figura 2-XXVII).

Figura 2-XXVII. Estructura terciaria de la proteina BllI-tubulina.

Procedimiento _experimental: Las células se fijaron con metanol durante 10 min.

Después de la fijacién, se realizaron tres lavados con PBS y se bloqued con solucion de
3% ASB en PBS durante 30 min. El anticuerpo TUJ-1 (especifico de Blll-tubulina) se
afiadio, en relacion 1/1000, a una solucién 0,5% ASB en PBS y se incubod durante 60
min a temperatura ambiente. A continuacion, se afadieron anticuerpos secundarios
marcados con fluoréforo Alexa 488 (1/400) y se incubaron durante 30 minutos. Por
ultimo, las células se observaron en un microscopio de fluorescencia “Cell Insight CX7”
a Aex:488 nm y Aem:515 nm. Se adquirieron cuatro imagenes por pocillo y se analizaron
con el software “Cellomics” (Thermofisher) para determinar la longitud total de las

neuritas.

2.7.6 Ensayo de lactato deshidrogenasa

La enzima lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima citoplasmatica que es
liberada al espacio extracelular cuando la membrana plasmatica pierde su integridad.
Por lo tanto, puede estimarse el dafio a la membrana cuantificando la actividad de dicha
enzima en el medio de cultivo®'. LDH cataliza la reduccion reversible de piruvato a acido
lactico en presencia de nicotina adenina dinucleétido (NADH), el cual es

simultaneamente oxidado a NAD" (Figura 2-XXVIII).
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Figura 2-XXVIII. Reaccién de reduccién de piruvato catalizada por la enzima lactato deshidrogenasa (LDH).

Procedimiento experimental: Se recolecté el medio de cultivo 24 horas después de

la induccion de la toxicidad por glutamato y se realizé un ensayo de LDH utilizando un
"kit de deteccion de citotoxicidad (LDH)" (Roche, Mannheim, FR, Alemania) para medir
la liberacion de LDH. El funcionamiento de este kit se basa en la incubacion del medio
de cultivo con lactato, NAD™, iodonitrotetrazolio (INT) y la enzima diaforasa. La presencia
de LDH convierte NAD* en NADH, el cual es utilizado por la enzima diaforasa para
convertir el compuesto amarillo INT en una sal roja de formazan (Figura 2-XXIX). Dicha
sal fue cuantificada a 490 nm utilizando el lector “Microplater Multi Mode Synergy 2”
(Biotek).

Lactato Piruvato
CcOO” COO"

| Lactato deshidrogenasa I
OH—C—H C=0

(|3H3 /\ (I3H3

NAD+ NADH/H+

N,—N—Q/ v CIN—N
"'* Diaforasa C \N_

H N02 N02

{2 _

Sal de formazan (rojo) lodonitrotetrazolio (amarillo)

Figura 2-XXIX. Reaccion utilizada por el “kit de deteccion de citotoxicidad (LDH)” de Roche para cuantificar niveles de

enzima lactato deshidrogenasa en el medio de cultivo.
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2.8 Analisis estadistico

Todos los valores se expresaron como la media £ desviacién estandar (SD) y se
considero estadisticamente significativo un valor de p < 0,05. La evaluacién de las
diferencias entre grupos se realiz6 mediante analisis de varianza (ANOVA), usando para
el analisis post-hoc la prueba de Tukey. Para comparar los valores de la presién arterial
sistélica se utilizd un ANOVA bifactorial usando la prueba post-hoc de Bonferroni. Los
resultados se presentaron en graficos generados con el programa SigmaPlot 12.0 o

GraphPad Prism 9.3.0, y este ultimo se utilizé para realizar los test estadisticos.
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Capitulo 3

Cancer

Compuestos antitumorales de V(IV) y Zn(II)
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3.1 Introduccion — Complejo antitumoral de V(IV)

El flavonoide crisina (Cris) (Figura 3-1) posee varias actividades bioldgicas, entre las
cuales se hallan las actividades antioxidante, anticancerigena, antiviral y
neuroprotectora. Tiene baja solubilidad en condiciones fisiolégicas, baja
biodisponibilidad, metabolismo rapido y excrecién rapida, lo que limita su utilizacién
como agente quimioterapéutico’. Debido a esto, se busco modificar su estructura para

mejorar sus actividades biologicas.

HO O

OH O

Figura 3-I. Estructura de la molécula crisina.

Trabajos previos realizados en nuestro grupo de investigacidén se dedicaron al estudio
del comportamiento anticancerigeno de crisina y de su complejo con vanadio
[VVO(Cris)2(EtOH)]2 (VOCris) (Figura 3-11) en células de osteoblastos?, células de cancer
de mama® y células de cancer de pulmén humano®*. Los resultados obtenidos
demostraron que la formaciéon del complejo de coordinacién mejord los efectos
biologicos del flavonoide. Con la finalidad de aumentar el numero de compuestos
correlacionados estructuralmente con crisina y su complejo VOCiris, en este trabajo se
selecciond la base heterociclica fenantrolina (Fen) como segundo ligando debido a su
caracter lipofilico y planar. Ligandos con estas caracteristicas pueden unirse el ADN
mediante intercalacidn con sus pares de bases, mejorando la accion anticancerigena de
los complejos binarios de partida, ademas de conferir lipofilicidad, lo que podria mejorar
el transporte del compuesto a través de las membranas celulares®. Hasta la fecha, sélo
se han informado unos pocos complejos ternarios de crisina basados en los metales
Ga(lll), Cu(ll) y Ru(ll), que demostraron ser mas citotéxicos que la crisina libre en

diferentes lineas celulares de cancer %78,
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Figura 3-I1. Estructura del complejo [V'VO(Cris),(EtOH)], (VOCris).

En este trabajo se sintetizd el complejo heteroléptico [VVOCrisFenCl] (VOCrisFen)
con el objetivo de mejorar el comportamiento biolégico del complejo VOCiris, y se lo
caracterizé en estado soélido y en solucién. La actividad biolégica del complejo como
farmaco anticancerigeno se estudié en la linea celular de cancer de pulmén humano
A549 y se evalud la toxicidad en la linea celular no tumoral derivada de rifion embrionario
humano HEK293. El mecanismo de accion se estudi®é mediante el estudio de la
generacion de EROs intracelulares, la deplecion de antioxidantes naturales (glutation),
el dafo de la membrana mitocondrial y la captacién celular de vanadio. También se
determind la interaccion del complejo con ASB como una aproximacion a la interaccion

con la proteina plasmatica humana.

3.2 Resultados

3.2.1 Sintesis del complejo [VO(Cris)(Fen)CI] (VOCrisFen)

El complejo VOCiris, reportado previamente por nuestro grupo de investigacion, se
utilizd como reactivo de partida para obtener el complejo ternario de VO-crisina-

fenantrolina deseado.

El complejo VOCrisFen (Figura 3-lll) se sintetizd afiadiendo 0,1 mmol de VOCris y
0,2 mmol de fenantrolina clorhidrato (Fen.HCI) a 25 mL de acetona. La suspension se
mantuvo en reflujo durante 3 horas. El sdlido verde-amarillento obtenido se filtré en

caliente, se lavo con acetona caliente reiteradas veces y se seco al aire.
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HO

Figura 3-lll. Estructura del complejo [VO(Cris)(Fen)CI] (VOCrisFen).

3.2.2 Caracterizacion fisicoquimica

Estudios en fase sélida

3.2.2.1 Analisis elemental

El analisis elemental realizado para el compuesto VOCrisFen mostré porcentajes de
carbono, nitrégeno e hidrégeno consistentes con los porcentajes teodricos esperados
para la férmula Cy7Hi7OsN2VCI propuesta. Asimismo, el contenido de vanadio
determinado en nuestro laboratorio por métodos espectrofotométricos (Seccién 2.2.4.2)

fue similar al calculado (Tabla 3-I).

Tabla 3-I. Porcentajes elementales esperados (de acuerdo a la férmula C,7H4;0sN,VCl) y obtenidos para VOCrisFen.

Elemento % Calculado % Experimental
C 60,5 60,4
N 5,2 53
H 3,2 3,3
Vv 9,5 9,6

3.2.2.2 Analisis termogravimétrico

El TGA (atmdsfera de oxigeno, 50 mL/min) mostré que el complejo es estable hasta

260 °C, lo que indica que no hay presencia de moléculas de solvatacion o de solvente
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coordinado (Figura 3-1V). El compuesto se degradé en dos etapas consecutivas,
observadas entre 295 y 400 °C y entre 400 y 525 °C. A partir de 525 °C se alcanzo6 una
masa porcentual constante de 17,2%, coincidente con el valor esperado de 17,0% para
el residuo de V,0s (cuya identidad fue confirmada por espectroscopia FTIR (Figura 3-V))
obtenido en la descomposicién del complejo de acuerdo a la estructura [VO(Cris)(Fen)CI]
propuesta. Las bandas caracteristicas de V,Os aparec  en en 1018, 829, 611 y 476
cm™y corresponden a la vibracion de estiramiento de los enlaces terminales de oxigeno
(vW=0), la vibracion de los enlaces de oxigeno doblemente coordinados (puente de
oxigeno) y las vibraciones de estiramiento asimétricas y simétricas de oxigeno

triplemente coordinado, respectivamente®.
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Figura 3-1V. Curva del TGA de la descomposiciéon de VOCrisFen.
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Figura 3-V. Espectro FTIR del residuo final obtenido en la termogravimetria del complejo VOCrisFen.

3.2.2.3 Espectroscopia FTIR

El espectro infrarrojo de VOCrisFen permanecié similar al del compuesto binario de
partida VOCris (Figura 3-VI), manteniendo las modificaciones en las bandas
vibracionales del estiramiento vC=0 (1635 cm™') y de las torsiones de O-H (1596, 1351
y 1247 cm™) que indican la coordinacién de crisina al centro metalico. Los modos
vibracionales de fenantrolina en el rango de 1600-1400 cm™ (intensidades medias)
estan asociados con los modos de estiramiento de los enlaces vC=C y vC=N. Dichas
bandas parecen estar superpuestas con las de crisina, sin embargo, puede observarse
que la banda de estiramiento vC=N de fenantrolina a 1646 cm™ se desplazé a 1635
cm™' luego de la coordinacién, y se encuentra enmascarada por la banda de
estiramiento vC=0 (alta intensidad) del ligando crisina. Las bandas principales de
movimiento de los hidrogenos aromaticos en fase y fuera de fase para fenantrolina (852
y 738 cm™, respectivamente) se desplazaron a 847 y 725 cm™', mostrando que
fenantrolina también esta interaccionando con el cation oxidovanadio (IV)'°. Ademas, la
sustitucién de un ligando de crisina por uno de fenantrolina podria producir una
disminucién de la donacion de electrones 1 al grupo V=0. El cambio de la banda de
estiramiento vV=0 de 968 a 957 cm™ es indicativo de una disminucion del orden de
enlace y un aumento de la longitud del enlace de acuerdo con el reemplazo de una

molécula de crisina por fenantrolina.
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En resumen, estos resultados sugieren que el ion metalico interactua con crisina a

través de los grupos C=0 y C(5)—0 desprotonado, y con los atomos de N de fenantrolina.
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Figura 3-VI. Espectros FTIR de los compuestos VOCris y VOCrisFen.

3.2.2.4 Resonancia paramagnética electronica

El espectro de resonancia paramagnética electronica (RPE) del polvo microcristalino
de VOCrisFen a 120 K (Figura 3-VII) mostré una linea RPE Unica (cuasi-isotropica) que
no presenta el tipico patron de division hiperfina de ocho lineas del nucleo 'V (I = 7/2).
Este tipo de espectro sugiere la presencia de interacciones espin-espin entre iones de
oxidovanadio(lV) vecinos en el complejo sélido, que colapsan la interaccién hiperfina en
una sola linea'". El espectro a temperatura ambiente presenté las mismas
caracteristicas. Este formato de espectro fue observado previamente para los complejos
de oxidovanadio(lV) con otros flavonoides como apigenina, naringenina y quercetina
121314 siendo un patrén caracteristico de los sistemas magnéticamente extendidos de

este cation.
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Figura 3-VII. Espectro RPE del polvo de VOCrisFen a 120 K. Condiciones experimentales: modulacién de 100 kHz,

amplitud de modulacion de 4 Gpp, potencia de microondas de 2 mW.

El espectro RPE de la solucién de VOCrisFen en DMSO medido a 120 K muestra el
patrén tipico de ocho lineas para sistemas V(IV) axiales, como se muestra en la Figura
3-VIII. La simulacién (ver Figura 3-VIIl) predijo que la sefial observada es consistente
con el ion oxidovanadio(lV) en un campo ligando pseudoaxial. Los parametros
hamiltonianos de espin, factor g- y constante de acoplamiento hiperfina resultaron: gi =
1,941; Ay = 162,2 x 10* cm™; g, = 1,977; AL = 59,5 x 10 cm™". Estos parametros se
ajustan razonablemente bien en el diagrama gi vs. Ay correspondiente a una esfera de
coordinacién 2N, 20'. Debido a que el componente paralelo de la constante de
acoplamiento hiperfina es sensible al tipo de atomos donantes en las posiciones

ecuatoriales de la esfera de coordinacion de un complejo, la relacion empirica A, = >

niA.i se usa frecuentemente para determinar la identidad de los ligandos ecuatoriales

en complejos de V(IV) (ni, nimero de ligandos ecuatoriales de tipo i; A, contribucion al

acoplamiento hiperfino paralelo de cada uno de ellos)'®. Considerando las
contribuciones a la constante de acoplamiento hiperfina paralela de los diferentes modos
de coordinacion (CO = 44,7 x 10#cm™, ArO™ = 38,6 x 10*cm™)'?, y 2 x N(Fen) = 2 x
40,4 x 10™* cm™ '8, el valor calculado para A, de 164,1 x 10™* cm™ concuerda con el
valor experimental. De los parametros de RPE, concluimos que la esfera de
coordinacién corresponderia a un modo de unién de (CO, O7, 2N) en el plano ecuatorial.
Dados los resultados, se puede concluir que el ion cloruro, que también esta unido al
centro metalico, estaria ubicado en posicion trans. Ademas, se observa que gi < g.< ge

= 2,0023 y |Ai| > |AL|, que resulta caracteristico de un sitio octaédrico con compresién
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tetragonal con el orbital dx, como el estado basal del ion V*4* (3d'). Ademas, la relacién

Ag/Ag. ([9i1-ge)/[91-ge]) resultd ser 2,37, lo que muestra una distorsion tetragonal

octaédrica.
. A N
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Figura 3-VIII. Espectro RPE de una solucion de VOCrisFen en DMSO a 120 K (negro)
y su simulacién correspondiente (rojo). Condiciones experimentales: modulacion de 100 kHz,

amplitud de modulacién de 4 Gpp, potencia de microondas de 2 mW.

Estudios en solucién

El complejo VOCrisFen resulté ser muy soluble en DMSO y ligeramente soluble en

etanol.

3.2.2.5 Espectroscopia de masas

La espectrometria de masas de ionizacion por electrospray (ESI-MS; Seccion 2.2.11)
es util para hacer determinaciones estructurales, identificaciones y analisis de trazas.
Con la finalidad de obtener una mayor informacion sobre la masa molecular de
VOCrisFen, se realiz6 el analisis de ESI-MS para el complejo disuelto en una relacién
1:2 de DMSO:acetona. El espectro de masa (Figura 3-1X) revela un pico mayoritario de

m/z = 558,02 correspondiente con el valor calculado de m/z = 558,01 para la especie
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[VO(Cris)(Fen)CI-Na]* (C2rH17CIN2NaOsV). La presencia de esta especie se debe a la
contaminacion con cationes Na* que se encuentra en la gran mayoria de las muestras
analizadas; el cation Na* es el cation metalico mas comdn en la naturaleza, y se
encuentra presente en el material de vidrio de laboratorio, solventes y reactivos. Por otra
parte, se detecté un pico de m/z = 500,05 que pudo asociarse a la presencia de la
especie [VOCrisFen]* (C2rH17N20OsV). Esto puede explicarse porque el ligando cloruro
es capaz de disociarse en las condiciones de la técnica ESI-MS, pero los ligandos
bidentados permanecen unidos al ion metalico debido al efecto quelato que les confiere
mayor estabilidad. De este modo, se confirma la estequiometria propuesta para el

complejo VOCrisFen.
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Inhe1|1]ss. B, 131 amin B9173 MS, 1.2-1.2min #71-73
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1500 31 5580151
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Figura 3-1X. Espectro de masas de VOCrisFen. El espectro de masa exacto se obtuvo usando un espectrometro de masa Bruker
micrOTOF-Q I, equipado con una fuente ESI operando en modo positivo.

3.2.2.6 Medidas de conductividad molar

La conductividad molar (Am) de una solucién 10° M de VOCrisFen en DMSO
fue medida durante 4 horas (Tabla 3-Il). Se observé un valor constante de Am = 11 Q™"
cm?mol™, por lo que se trataria de un compuesto no-electrolito’”. Este resultado sugiere
que la especie en solucién se mantiene estable al menos por 4 horas y que el anién CI-
(que confiere electroneutralidad al complejo) se encuentra dentro de la esfera de

coordinacioén y por lo tanto no se disocia durante la solubilizacion de VOCrisFen.
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Tabla 3-l. Variacion de la conductividad molar en el tiempo de una solucion 10 M de VOCrisFen en DMSO.

Tiempo (min) | Am (Q7'cm?mol™)
0 11
5 12
10 13
15 11
20 11
30 12
60 10
90 10

120 11
180 12
240 13

3.2.2.7 Espectroscopia UV-Vis y medidas de estabilidad en solucion

A partir del espectro electronico de VOCrisFen (Figura 3-X) se calcularon los
siguientes coeficientes de extincion molar (€): 105300 M~'em™' (273 nm); 91100 M~'cm™’
(288 nm); 12341 M~'em™ (326 nm); 6134 M~'cm™ (392 nm); 68 M~'cm™ (769 nm). La
banda del espectro electrénico para la transicién d-d de VOCrisFen disuelto en DMSO
se desplazé hacia el azul con respecto al complejo precursor VOCris (769 nm y 796 nm,
respectivamente), lo que se corresponde con los cambios en la esfera de coordinacion
que resultan de reemplazar una molécula de crisina por una de fenantrolina (Figura 3-X).
La posicion de la banda de absorcién de VOCrisFen resulté similar a la de complejos de
VO(IV) con entorno de fenantrolina, como el compuesto [VO(SO4)(fen).] en DMSO (765

nm)'é.

Las medidas de reflectancia difusa de VOCrisFen (Figura 3-XI) mostraron una banda
a 773 nm, que se asemeja a la posicion de la banda del mismo compuesto en DMSO.
Esto indicaria que no hay reemplazos ni disociacion de ligandos en VOCrisFen a raiz

de su solubilizacion en DMSO.
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Figura 3-X. Espectros electronicos UV-Vis de VOCris y VOCrisFen en DMSO (102 M).

0.3

0.2

Reflectancia

500 600 700 800 900
A (nm)

Figura 3-XI. Espectro de reflectancia difusa de VOCrisFen.

Se midi6 ademas la estabilidad del complejo VOCrisFen en DMSO (1072 M) por medio
de la variacién de su espectro UV-Vis en el tiempo. Este no mostré cambios significativos
durante 4 horas (Figura 3-XII.A), indicando su alta estabilidad en este solvente. La
Figura 3-XII.B muestra los cambios espectrales para una solucién del complejo en
DMSO/H,0 1/99 (1072 M) durante 4 h. EI complejo resultdé menos estable en solucion
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acuosa, pero al menos durante 15 min (tiempo de manipulacion para los estudios
celulares) el complejo permanecio estable en ambas soluciones. Se sabe que una vez
que el complejo se agrega a las células vivas, podria sufrir varias interacciones quimicas
con los sistemas celulares oxidantes y antioxidantes, incluida la liberacién de ligandos,
pero las diferencias en el efecto anticancerigeno entre los ligandos libres y VOCrisFen,
las cuales se discutiran en el apartado de actividad antitumoral, demostraron que la
eficacia mejorada de este compuesto fue debida a la formacion del complejo de

coordinacion y no a la suma del efecto de los ligandos libres.
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Figura 3-XII. Variacion en el tiempo del espectro electrénico de soluciones 102 M de
VOCrisFen en DMSO puro (A) y DMSO/H20 1/99 (B).

3.2.3 Ensayos de biodisponibilidad

3.2.3.1 Interaccion con albumina sérica bovina

El ensayo de interaccion entre VOCrisFen y ASB se realiz6 con concentraciones
finales de VOCrisFen de 0, 2, 5, 10, 20 y 30 uM. En la Figura 3-XIll se muestran los
espectros de quenching de fluorescencia obtenidos en dicho ensayo para diferentes
temperaturas: 25°C, 30°C y 37°C (298K, 303K, 310K, respectivamente). Los valores

maximos de fluorescencia (F) para cada curva fueron corregidos por filtro interno

Aex+Aem

(Frorr = Fops * € 2 )'® para evitar la interferencia de la emision propia del ligando, y
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los valores resultantes fueron utilizados en los calculos para determinar los parametros

cinéticos y termodinamicos de la interaccion.
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Figura 3-XIIl. Gréaficos de quenching de fluorescencia para una solucién de ASB 6 uM incubada por 1 hora con
concentraciones crecientes (0, 2, 5, 10, 20, 30 pM) de VOCrisFen a distintas temperaturas (298, 303 y 310 K).

El quenching estatico y dinamico se pueden diferenciar mediante el andlisis de la

dependencia del proceso con la temperatura. En la Figura 3-XIV se muestran los
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graficos de Stern-Volmer (Fo/F vs [Q]) de la interaccion de ASB con VOCrisFen. Los
graficos resultaron lineales en el rango de concentracion de trabajo y de la pendiente se
obtuvieron las constantes Ky, cuyos valores se muestran en la Tabla 3-Ill. Los valores
de Ks mostraron una disminucion al aumentar la temperatura, lo que sugiere un
mecanismo de quenching estatico. Otro criterio para concluir un tipo de quenching
estatico es que el resultado de la constante de quenching bimolecular (Kq) debe ser
mayor que la constante de quenching dinamica maxima para un biopolimero, que se
asume igual a 2,0 x 10" M-'s™" de acuerdo a la literatura?’. Como se puede observar en
la Tabla 3-111, todos los valores de K, obtenidos fueron mayores que ese valor, reforzando
la suposicion de que se produce un tipo de interaccion de quenching estatico entre el

complejo y la albumina.

2.0
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1.8 = 303K
| = 310K
w 1.6
:I-a 4
1.4
1.2
1.0 T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 1%x10-5 2%x10°5 3x10-5

[Q] (M)

Figura 3-XIV. Gréafico de Fo/F vs [Q] para la interaccion ASB - VOCrisFen
a diferentes temperaturas (e 298K, m 303K, A 310K). Los valores se representan como la media + SEM

de tres experimentos independientes.

El niumero de sitios de union y la constante de union (Ky) de la interaccion ASB -
VOCrisFen se obtuvieron del grafico de log[(Fo-F)/F] vs log [Q] (Figura 3-XV). Los
valores obtenidos para K, se hallaron entre 10* - 10° M-', estando dentro del rango
optimo para el transporte de una sustancia en el organismo, y disminuyeron al aumentar
la temperatura, sugiriendo una reduccién en la estabilidad del complejo ASB -
VOCrisFen. Los valores de n fueron cercanos a 1, indicando que hay un solo sitio de

union con la proteina (Tabla 3-Ill).
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Figura 3-XV. Grafico de log[(Fo-F)/F] vs log [Q] de ASB - VOCrisFen
a diferentes temperaturas (e 298K, m 303K, A 310K). Los valores se representan como la media £+ SEM

de tres experimentos independientes.

Tabla 3-ll. Constante de Stern-Volmer (Ks,), constante de velocidad de quenching bimolecular (K,), constante de unién
(Kb) y numeros de sitio de union (n) para la interaccion entre ASB y VOCrisFen a diferentes temperaturas. Los valores

se expresan como la media + SEM de tres experimentos independientes.

T(K) [ Ko (x 10* M) | Kq (x 102 M's") | log Ky | Ko (x 10° M) n

298 3,06 £ 0,11 3,06 £ 0,11 554+0,37| 3,47+£0,23 | 1,24 +0,07
303 2,94 + 0,07 2,94 + 0,07 521+0,31| 1,62+0,10 | 1,17 £0,06
310 2,34 £ 0,10 2,34 £0,10 416 +0,31( 0,14 +£0,01 [0,96 £ 0,06

Los parametros termodinamicos se determinaron con la ecuacién de Van’t Hoff. Los
valores negativos de AH y AS indican que la unién ocurre a través de fuerzas de Van
der Waals y puentes de hidrogeno?', y el valor negativo de AG indica que el proceso es
espontaneo (Tabla 3-1V).

Tabla 3-1V. Parametros termodinamicos de la interaccion entre ASB y VOCrisFen a diferentes temperaturas.

AH (kJ mol") | AS (kd K'mol") | T (K) AG (kJ mol)
298 -31,98
-207,80 -0,59 303 -29,03
310 -24,90
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3.2.3.2 Estudios de absorcion de vanadio intracelular

La técnica de espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-
MS) permite cuantificar la mayoria de los elementos de la tabla periddica a nivel de traza.
El contenido intracelular de vanadio después de 24 h de tratamiento de los compuestos
a una concentraciéon de 28,9 uM (valor de la IC50 de VOCrisFen; concentracion que
inhibe un 50 % de la viabilidad celular) se determiné mediante ICP-MS y los datos fueron
normalizados por contenido de proteinas (Tabla 3-V). La sal acetilacetonato de vanadilo
(VO(AcAc).) exhibio casi los mismos niveles de vanadio intracelular que el control sin
tratamiento. Los resultados son comparables con los datos informados para las células
de cancer de ovario humano A2780%. Para VOCrisFen, la cantidad total de vanadio
captada por las células fue de alrededor de cinco veces mayor que para el complejo
binario VOCris. Estos datos sugieren que su mayor citotoxicidad podria estar
directamente relacionada con la incorporacion de fen a la estructura de complejo, que
al aumentar su lipofilicidad podria mejorar el transporte a través de las membranas

celulares.

Tabla 3-V. Contenido intracelular de vanadio (determinado por ICP-MS) luego del tratamiento con 28,9 uM del

compuesto a 24h. Los resultados se expresan como la media + SEM de dos experimentos independientes.

Compuesto Contenido de vanadio (nmol V/mg proteina)
Control 46+0,5

VO(AcAc), 49+0,2
VOCris 47 +0,1

VOCrisFen 23,5+1,3

3.2.4 Estudios de actividad antitumoral in vitro

3.2.4.1 Ensayo de viabilidad celular (MTT)

La linea celular A549 fue tratada con concentraciones crecientes (0 - 100 uM) de
VOCrisFen durante 24,48 y 72 h (Figura 3-XVI). Se observé que la actividad antitumoral
del complejo VOCrisFen aumenta con el tiempo de incubacion. En comparacién con el
complejo binario VOCris, VOCrisFen mostré una mayor actividad antitumoral en todos
los tiempos, demostrando que esta actividad se vio mejorada gracias al reemplazo de
una molécula de crisina por una de fenantrolina. Ambos complejos mostraron mayor
actividad antitumoral que sus constituyentes, lo que sugiere que la accién no ocurre en

consecuencia de la descomposicion de estos (Tabla 3-VI).
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Figura 3-XVI. Viabilidad (MTT) de linea A549 luego de incubacion a 24, 48 y 72 horas con
concentraciones variables de VOCrisFen. Los valores se representan como la media + SEM

de tres experimentos independientes. * p < 0,05.

Tabla 3-VI. Comparacion entre los valores de IC50 del cation oxidovanadio(lV), crisina, fenantrolina,
VOCris y VOCrisFen, a 24, 48 y 72 horas. Los valores de IC50 se obtuvieron a partir de la curva dosis-respuesta

generada mediante una regresion logistica, y se expresan como la media * limites del intervalo de confianza 95%.

IC50 (pM)
24 h 48 h 72 h
VO*? >100 >100 8,7+0,6
Crisina >100 66,4+4,9 | 37,3+3,5
Fenantrolina 66,1+ 3,4 239+25 1,9+0,5
VOCris >100 41,2+ 3,9 6,1+1,2
VOCrisFen 28,9+4,0 8,3+1,0 1,7+ 0,1

La viabilidad celular de la linea HEK-293 (no tumoral) luego de 24 horas de

incubacién con VOCrisFen no se vio afectada, por lo que se puede concluir que el

complejo actua de forma selectiva sobre las células tumorales A549 (Figura 3-XVII).
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Figura 3-XVII. Viabilidad de la linea no tumoral HEK-293 luego de 24 horas de incubacién con VOCrisFen. Los valores
se representan como la media + SEM de tres experimentos independientes. Ninguno de los puntos presentd una

diferencia significativa respecto al control sin tratamiento.

3.2.4.2 Medida de especies reactivas de oxigeno

En el ensayo de produccion de EROs a 24 horas de incubacion se observo que el
cation oxidovanadio(lV) no aumenté los niveles de EROs de manera significativa,
mientras que el flavonoide crisina generdé un pequeno aumento de estos. Se observé
también que, en comparacion, el complejo ternario presenté una mayor capacidad de
generar EROs debido a la presencia de fenantrolina en su esfera de coordinacion, la

cual mostro ser prooxidante (Figura 3-XVIII).
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Figura 3-XVIII. Efecto de crisina, VOCrisFen, fenantrolina y catiéon oxidovanadio (IV) sobre la oxidacion de H2DCFDA a
DCF. Las células A549 se incubaron a 37 °C en presencia de H2DCFDA 10 uM. Los resultados se expresan como la

media + SEM de tres experimentos independientes. * p < 0,05; ns: no significativo.

3.2.4.3 Determinacion de los niveles de glutatién oxidado y reducido

Para ampliar el estudio del estado redox de las células, se midi6 el contenido de GSH
en la linea A549 después de la incubacion con VOCrisFen durante 24 horas (Figura
3-XIX.A), viéndose una disminucién respecto al nivel basal. Para demostrar que dicha
disminuciéon no fue debida a un numero menor de células en las concentraciones
citotoxicas, se evalud la acumulacion de GSSG y se calculé la relacién GSH/GSSG, que
resulta independiente del numero de células (Figura 3-XIX.B). Se puede concluir que el
dafio celular en la linea celular A549 se manifestd por niveles elevados de EROs que
exceden los mecanismos de defensa que inducen la oxidacién de GSH con la
consiguiente reduccion de GSH celular. Por lo tanto, se podria asumir un mecanismo de

estrés oxidativo para la actividad citotéxica de VOCrisFen.
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Figura 3-XIX. Efecto de VOCrisFen sobre los niveles de glutation normalizado por contenido de proteinas (A) y la relacion GSH/GSSG (B) en
células A549, 24 h de incubacion. Los resultados se expresan como la media del porcentaje del control + SEM para tres experimentos

independientes. * p < 0,05.

3.2.4.4 Determinacion del potencial de membrana mitocondrial

La pérdida de la funcion mitocondrial y la posterior liberacion de citocromo C al
espacio intracelular son algunos de los mecanismos asociados al proceso de
apoptosis?®®. Los niveles elevados de EROs intracelulares pueden alterar la
permeabilidad de l|la membrana mitocondrial, lo que ademas provoca una
retroalimentacién positiva donde hay una mayor liberacion de EROs desde el interior de
la mitocondria®*. Este dafio a la membrana se refleja en la pérdida de su potencial, el
cual es necesario para cumplir las funciones relacionadas con el metabolismo celular y
la generacién de ATP, por lo que la despolarizacion de la membrana puede relacionarse
con su pérdida de integridad. Con la finalidad de evaluar estos efectos, se realizaron las
determinaciones del potencial de membrana mitocondrial utilizando el método descripto
en la seccidon 2.4.4. La Figura 3-XX muestra la pérdida de potencial de membrana
mitocondrial cuando las células A549 fueron tratadas con concentraciones crecientes de
VOCrisFen (0 — 100 uM), que concuerda con los niveles de estrés oxidativo antes

medidos.
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Figura 3-XX. Cambios en el potencial de membrana mitocondrial (% Ay) en células A549 tratadas
con concentraciones crecientes de VOCrisFen (0 — 100 uM) durante 24 h. Cada punto representa la media + SEM

de tres experimentos independientes. * p < 0,05.

3.3 Discusion

Para mejorar la accién biolégica del complejo VOCiris, se reemplazé en la esfera de
coordinacién del metal un ligando crisina por el ligando planar fenantrolina. El nuevo
complejo, VOCrisFen, se caracteriz6 mediante técnicas analiticas habituales. La
espectroscopia FTIR indicoé que el ion oxidovanadio(lV) interactua con los grupos C=0
y C(5)-O" de crisina y los atomos de N de fenantrolina. Los estudios de conductividad
indicaron que el ion cloruro, que contribuye a la electroneutralidad del complejo, esta
unido al grupo V=0 en posicién trans (determinaciones de RPE en solucion). Las
medidas espectrales y de conductividad en DMSO y DMSO/H>O mostraron que el
complejo no produjo especies hidroliticas durante el tiempo de manipulacién requerido
para los estudios biolégicos. Cabe sefialar que, al evaluar la estabilidad para los
ensayos en células, también se deberian considerar los componentes celulares
(incluidos los compuestos antioxidantes naturales que podrian retrasar la oxidacién del
complejo). Sin embargo, la determinacién de la especiacion en solucién acuosa del

complejo dentro de la célula esta fuera del alcance de este estudio.

Existen estudios previos donde los efectos observados en un complejo se relacionan
con su descomposicién en el medio de cultivo celular, resultando en la liberaciéon de los

ligandos y la oxidacion del vanadio, como es el caso del compuesto cis-
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[VVO(OSOs)(fen),] a las 72 h de incubacién en la linea celular A549%. A partir de los
datos de la Tabla 3-VI, podemos descartar que el efecto citotéxico de VOCrisFen se
deba a ligandos fenantrolina y/o crisina generados luego de procesos de
descomposicion al menos hasta las 24 h de incubacién, debido a que VOCiris y crisina
no mostraron efectos deletéreos, mientras que el valor de IC50 para fenantrolina fue 66

MM, correspondiente a mas del doble del valor de IC50 del complejo.

Es sabido que la sobreproduccién de EROs es la causa del desarrollo de numerosas
enfermedades. La acumulacion excesiva de EROs y el agotamiento de compuestos
antioxidantes naturales como el GSH pueden causar dafio celular irreversible e incluso
la muerte celular?®. Para VOCrisFen, determinamos que el mecanismo involucrado en
el proceso de muerte celular es la induccién de estrés oxidativo acompafado de la
alteracion del potencial de membrana mitocondrial. La pérdida del potencial de
membrana mitocondrial esta relacionada con la activacién de las vias de apoptosis
mitocondrial. Por otro lado, la presencia del ligando lipofilico fenantrolina en la esfera de
coordinaciéon del cation oxidovanadio(lV) favorecié la captacion celular del vanadio
(Tabla 3-V), lo que contribuy6 al mayor efecto citotéxico respecto al observado para el

complejo binario VOCris.

Finalmente se puede concluir que el nuevo compuesto VOCrisFen seria capaz de
unirse a ASB de forma espontanea e impulsada por el cambio de entalpia, con una
afinidad adecuada para su transporte y liberacion en el organismo (valores de Ky en el
rango de 10* a 10% M™").

3.4 Introduccion — Complejo antitumoral de Zn(ll)

Como fue mencionado en la seccioén 2.4.1, la linea celular de cancer de mama MDA-
MB-231 se caracteriza como triple negativa, es decir, que no sobreexpresa el receptor
2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) y carece de la expresion de los
receptores de estrogeno (ER) y de progesterona (PR). Estos receptores son blancos
terapéuticos para el tratamiento del cancer de mama, por lo que las células tumorales
triple negativas son dificiles de eliminar y suelen ser altamente invasivas. Esta dificultad
ha impulsado el desarrollo de diversas estrategias de tratamiento, incluyendo

quimioterapia, inmunoterapia y conjugados de anticuerpo-farmaco?.
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Carbidopa (CD, Figura 3-XXI), acido (2S) - 3 - (3,4 - dihidroxifenil) - 2 - hidrazinil - 2 -
metilpropanoico, es un medicamento anti-Parkinsoniano usado en tratamientos
sintomaticos que, debido a su accion inhibitoria de la enzima Dopa Descarboxilasa, se
coadministra con L-dopa para asegurar que esta ultima llegue intacta al cerebro y pueda
ser convertida en dopamina (ver seccién 5.1). Ademas, debido a su similitud estructural
con fenilhidrazina, CD puede funcionar como agonista del receptor nuclear de
hidrocarburos aromaticos (AhR). Se ha observado que la activaciéon de este receptor
induce la supresion tumoral en algunos canceres de mama, colon y pancreas?’. CD es
eficaz para inhibir el crecimiento y proliferacién de las lineas celulares de cancer de
préstata y mama AR-positivas (que expresan receptor de andrégenos) LNCaP y MCF-
7, respectivamente, pero no afecta a las células de cancer de prostata AR-
independientes DU145 y PC3282°, Estudios in vitro han demostrado que CD inhibe el
crecimiento tumoral promoviendo la degradacion del receptor de estrégeno (ER) en la
linea celular MCF-7 ERa-positiva. In vivo, CD suprimié el crecimiento de células de

cancer de mama ER-positivas en modelos de xenoinjertos en ratones®%:3":32,

Figura 3-XXI. Estructura de carbidopa.

Como se mencionod en la Seccién 1.1.3.2, la deficiencia de Zn puede conducir a un
estado de estrés oxidativo que puede desencadenar numerosas enfermedades.
Ademas, como se discutid en la seccion 1.2.2, niveles altos de EROs pueden conducir
a mutaciones en el ADN que conlleven a la aparicién de células neoplasicas. Como un
acido de Lewis fuerte, Zn(ll) puede interactuar con bases de Lewis para formar diversos
compuestos con diferentes ndmeros de coordinacién. Se ha informado que los
complejos metalicos de Zn(Il) poseen potenciales actividades antitumorales, exhibiendo

baja toxicidad y efectos secundarios minimos33 34,

En este trabajo se propuso mejorar los efectos biologicos de CD modificando su

estructura a través de la complejacion con Zn(ll), logrando asi efectos sinérgicos. Se
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llevé a cabo la sintesis y caracterizacion fisicoquimica del complejo [ZnCD(H20),].2H.0O
(ZnCD). Luego, evaluamos sus efectos anticancerigenos, antimetastasicos y su
mecanismo de accién sobre la linea MDA-MB-231, y los comparamos con los efectos
observados para el ligando precursor CD. Ademas, examinamos su interaccion con ASB
para determinar si los compuestos podrian unirse, ser transportados y liberados de

manera reversible por la proteina.

3.5 Resultados

3.5.1 Sintesis del complejo [ZnCD(H20)2].2H20 (ZnCD)

Se prepard una solucion de CD disolviendo 0,5 mmol en 40 mL de metanol anhidro.
Luego se le incorporo, lentamente y con agitacion, 1 mmol de ZnCl, en 700 uL de agua.
La mezcla se mantuvo con agitacién y burbujeo de nitrégeno gaseoso (para evitar la
oxidacion de CD) durante 4 horas, manteniendo constante el volumen mediante el
agregado de metanol cuando fuera necesario. Se obtuvo el complejo ZnCD (Figura
3-XXIl) en forma de precipitado blanco que fue filtrado, lavado con metanol y agua, y

secado con una corriente de nitrégeno gaseoso.

HO

2 H,0

HO

Figura 3-XXII. Estructura del complejo [ZnCD(H;0),].2H,0 (ZnCD).
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3.5.2 Caracterizacion fisicoquimica

Estudios en fase soélida

3.5.2.1 Analisis elemental

El analisis elemental realizado para el compuesto ZnCD mostré porcentajes de
carbono, nitrégeno e hidrégeno consistentes con los porcentajes tedricos esperados
para la formula CioH20N20sZn propuesta. El contenido de zinc determinado por el
método espectrofotométrico de Zincon (ver seccion 2.2.4.1) fue similar al calculado
(Tabla 3-VII).

Tabla 3-VII. Porcentajes elementales esperados (de acuerdo a la férmula C1oH2N20sZn) y obtenidos para ZnCD.

Elemento % Calculado % Experimental
C 33,2 33,1
N 7,7 7,6
H 5,6 55
Zn 18,1 18,2

3.5.2.2 Analisis termogravimétrico

El TGA para ZnCD (Figura 3-XXIlI; atmdsfera de oxigeno, 50 mL/min) mostré la
pérdida de dos moléculas de agua de hidratacién (calc. 10,9%; exp. 9,8% hasta 172 °C)
y dos moléculas de agua de coordinacion (calc. 10,9%; exp. 10,8% hasta 207 °C). El
porcentaje del residuo final a 600 °C (22,5%) coincide con el calculado para la formacion
de Zn0O (22,5%). Dicha identidad fue confirmada mediante espectroscopia FTIR (Figura
3-XXIV).
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Figura 3-XXIV. FTIR del residuo de la termogravimetria de ZnCD, el cual coincide con el del compuesto ZnO.

3.5.2.3 Espectroscopia FTIR

Los espectros FTIR de CD y ZnCD se muestran en la Figura 3-XXV. El espectro FTIR
de CD exhibe bandas fuertes y anchas entre 3000 y 2400 cm™, que se atribuyen a la

formacién de puentes de hidrégeno entre los grupos COO---H---NH. La banda intensa
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localizada en 3531 cm™ se desplazé a 3432 cm™ al formarse el complejo, mientras que

las bandas asociadas con los puentes de hidrogeno intraligando desaparecieron.

Para el compuesto relacionado con CD, L-dopa, el estiramiento vC=0 del grupo
COOH aparece a 1656 cm™ (ver seccién 5.2.2.3), indicando la presencia de un doble
enlace C=0 del grupo carboxilico®*. En CD, sin embargo, esta banda se divide en dos
nuevas, localizadas en 1604 cm™ y 1405 cm™, correspondientes a las vibraciones de
estiramiento antisimétrico y simétrico del grupo carboxilato. Este desdoblamiento
sugiere la desprotonacion del acido y la formacion de su anion COO™, consistente con
su estructura zwitteridnica®®". En el caso de ZnCD, estas bandas se observaron a 1604
cm™y 1394 cm™, indicando una coordinacion monodentada a través de dicho grupo de

acuerdo al valor calculado para Av=199 cm™'.

La banda asociada con el movimiento de flexién del grupo C-OH, que se encuentra
a 1242 cm™ en CD, se mantuvo en 1236 cm™ después de la formacién del complejo,

indicando que el grupo catecol no participa en la complejacion con Zn.

Las bandas correspondientes a los modos de flexion NH y NH3* en CD (1529, 1371
y 1100 cm™) mostraron intensidades reducidas debido a la desprotonacion del nitrégeno
y su coordinacién con el metal. El efecto de esta interaccion también se evidencia en los
modos de estiramiento vN-N (1017 cm™) y vC-N (1175 cm™), cuyas intensidades

disminuyen notoriamente en ZnCD?%,

En conjunto, estos datos espectrales sugieren que CD coordina con el ion Zn(ll) a

través de los grupos carboxilato y NH desprotonado.
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Figura 3-XXV. Espectros FTIR para CD y ZnCD.

Estudios en solucién

3.5.2.4 Medidas de conductividad molar

La conductividad molar (Am) de una solucion 103 M de ZnCD en DMSO fue medida
durante 4 h (Tabla 3-VIIl). Se observé un valor constante de alrededor de 12 Q™' cm?
mol™', lo que indica que el complejo ZnCD es eléctricamente neutro y permanece sin

disociacién durante al menos 4 horas luego de su disolucion en DMSO.
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Tabla 3-VIII. Conductividad en funcion del tiempo para una solucién 10°M de ZnCD en DMSO.

Tiempo (min) | Am (Q™'cm?mol™)

0 12

10 11

20 13

40 11
120 12
180 12
240 11

3.5.2.5 Espectroscopia UV-Vis y medidas de estabilidad

La coordinacion de CD y Zn(ll) también se evidencid en el espectro electrénico
medido para una solucion 10 M de ZnCD en DMSO. En la region UV-visible, el espectro
mostro una banda bien definida localizada en 286 nm, que se asigna a transiciones
electrénicas propias del ligando. La solucion de CD en DMSO mostré una banda con
valor de longitud de onda maxima idéntica a la del complejo, pero un coeficiente de

extincion molar menor (3234,6 vs. 3040,1 M-'cm™).

En la Figura 3-XXVI puede observarse la variaciéon del espectro de ZnCD en el tiempo,
a lo largo de 4 horas, que se midi6 para estudiar su estabilidad. Este se mantuvo
relativamente estable durante el tiempo de manipulacion del compuesto durante la

preparacion de los ensayos biolégicos previstos (aproximadamente 30 minutos).
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Figura 3-XXVI. Variacion del espectro electronico UV-Visible en el tiempo de una solucion 10 M de ZnCD en DMSO.

3.5.2.6 Resonancia magnética nuclear

Los espectros de RMN de ZnCD (cuyas asignaciones pueden verse en las Tabla 3-IX
y Tabla 3-X) se compararon con datos publicados para CD3°4°. En el espectro 'H RMN
de ZnCD (Figura 3-XXVII) se observan los desplazamientos quimicos de los grupos OH
(8,67 y 8,86 ppm), sugiriendo que estos permanecieron intactos después de la
complejacion con el metal. Los desplazamientos quimicos de los grupos COOH y NH;
no pudieron ser determinados, posiblemente debido al intercambio de protones unidos
alos atomos de O y N con los atomos de deuterio del solvente (ds-DMSO). No obstante,
la banda del protén del grupo (Cgquiral)-NH-(NH2) de CD (5,20 ppm) desaparece al
formarse el complejo, lo que indica la desprotonacion e interaccion de dicho nitrégeno

con el Zn.

Los espectros de "*C-RMN de ZnCD (Figura 3-XXVIIl) muestran un corrimiento en el
desplazamiento quimico del grupo COO" (174,9 ppm para CD y 177,2 ppm para ZnCD,
muy débil), indicando una posible coordinacién del anion carboxilato con el centro
metalico. Ademas, el desplazamiento quimico del &tomo Cquiral S€ desplazo de 65,2 ppm
(CD) a 66,3 ppm (ZnCD), sugiriendo que el nitrdgeno unido a este, (Cquiral)-NH-(NH>),
interactia con el centro metdlico. Estos resultados concuerdan con los modos de

coordinacion observados en el analisis FTIR, y que se ilustran en la Figura 3-XXII.
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Figura 3-XXVII. Espectro '"H RMN para ZnCD.

Tabla 3-IX. Asignaciones para las bandas observadas en el espectro TH RMN de ZnCD.

Desplazamiento & (ppm) Asignacion
1,18 s, 3H, CH3
2,79 dd, 2H, ArCHz; J1 =9 Hz, J, =72 Hz
3,35 s,8H, H20
6,49 d, 1H, arom.; J =4.5Hz
6,60 d, 1H, arom.; J =4.5 Hz
6,67 s, 1H, arom.
8,67 s,1H, OH
8,86 s, 1H, OH
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Figura 3-XXVIII. Espectro *C RMN para ZnCD.

Tabla 3-X. Asignaciones para las bandas observadas en el espectro *C de ZnCD.

Desplazamiento & (ppm) Asignacion
20,30 CHs
40,15 CH2
66,26 C quiral
115,66 C arom.
118,32 C arom.
121,64 C arom.
127,61 C arom.
144,49 C arom.
145,28 C arom.
177,2 COOH
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3.5.3 Ensayos de biodisponibilidad

3.5.3.1 Interaccién con albumina sérica bovina

El ensayo de interaccion entre CD/ZnCD y ASB se realizé con concentraciones
finales de los compuestos de 0, 30, 40, 50, 75 y 100 uM. En la Figura 3-XXIX se
muestran los espectros de quenching de fluorescencia de ASB a 25, 30 y 37°C (298K,
303K, 310K, respectivamente). Dichas curvas se obtuvieron a partir de la
desconvolucién de la curva medida y la subsecuente resta de la contribucion del
compuesto (debido a que los espectros de ASB y CD/ZnCD se superponen, con
maximos en 336 y 315 nm, respectivamente). Los valores maximos de fluorescencia de
los espectros de quenching de ASB se utilizaron para calcular los parametros Ky, Kq, Kb

y n (Tabla 3-XI) y los parametros termodinamicos (Tabla 3-XII) de la interaccion.
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Figura 3-XXIX. Graficos de quenching de fluorescencia para una solucién de ASB 6 pM incubada

por 1 hora con concentraciones crecientes (0, 30, 40, 50, 75y 100 uM) de CD (Azul)
0 ZnCD (Rojo) a distintas temperaturas (298, 303 y 310 K).
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FolF

A partir de la pendiente de los graficos de Stern-Volmer (Fo/F vs [Q]; Figura 3-XXX)
se obtuvieron las constantes Ky, y K;*'. La linealidad de dichos graficos a bajas
concentraciones y los valores de K, mayores a 2 x 10" M-'s™", como se discutié para
VOCrisFen (Seccion 3.2.3.1), son indicativos de que el tipo de quenching estatico es el

mas probable para esta interaccion.
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Figura 3-XXX. Grafico de Fo/F vs [Q] para la interaccion ASB y CD/ZnCD a diferentes temperaturas

(¥ 298K, A 303K, e 310K). Los valores se representan como la media + SEM de tres experimentos independientes.

El nimero de sitios de unién y la constante de union (Kp) de la interaccién ASB y
CD/ZnCD se obtuvieron del grafico de log[(Fo-F)/F] vs log [Q] (Figura 3-XXXI). Se puede
observar que las constantes de unién de ambos compuestos aumentan con el aumento
de la temperatura. Ademas, ZnCD muestra una union mas fuerte con ASB que CD. El
numero de sitios de unién resulté ser de aproximadamente 1 en ambos casos. Los
valores de K}, obtenidos para CD y ZnCD se encuentran dentro del rango de 103 - 108
L.mol", lo que sugiere una afinidad moderada de estos compuestos por ASB, pudiendo

asi ser almacenados, transportados y liberados de la proteina en el organismo.
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Figura 3-XXXI. Grafico de log[(Fo-F)/F] vs log [Q] de la interaccién entre ASB y CD/ZnCD a diferentes temperaturas
(¥ 298K, A 303K, e 310K). Los valores se representan como la media + SEM de tres experimentos independientes.

Los parametros termodinamicos fueron calculados a partir de la ecuacion de van't

Hoff. Se obtuvieron valores negativos de AG para ambos compuestos a las tres

temperaturas, por lo que se presenta una interaccion espontanea con ASB en todos los

casos. Tanto para CD como para ZnCD, los cambios en entalpia y entropia resultaron

positivos. Esto concuerda con una asociacién hidrofébica, en la cual se produce una

enmascaracién parcial de la regién no polar de dichos compuestos por interaccién con

ASB, lo que produce una desestructuracién del agua y un consecuente aumento en la

entropia del sistema?".

Tabla 3-XI. Constante de Stern-Volmer (Ks,), constante bimolecular de quenching (K,), constante de union (Ky) y

numeros de sitio de unién (n) para la interaccion entre ASB y CD/ZnCD a diferentes temperaturas.

T (K)

Kev (x 103 M)

Kq(x 10" M-'s™)

log K

Ko (x 103 M)

n

CD

208

3,12+0,13

3,12

3,46 £ 0,20

2,88 £0,17

1,00 + 0,05

303

3,44 +£0,18

3,44

3,61 +0,37

4,07 0,42

1,02 + 0,09

310

6,58 + 0,43

6,58

3,93 + 0,31

8,51 £ 0,67

1,03 £ 0,07

ZnCD

298

3,30 + 0,26

3,30

3,73+0,43

5,37 £ 0,62

1,06 £ 0,10

303

4,42 + 0,35

4,42

4,04 £ 0,33

10,96 + 0,90

1,11 £ 0,08

310

7,27 £ 0,56

7,27

4,74 + 0,37

54,95 + 4,29

1,23+ 0,08
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Tabla 3-XII. Parametros termodinamicos de la interaccion entre ASB y CD/ZnCD a diferentes temperaturas.

AH (kJ mol™) AS (kJ K'mol) T (K) AG (kJ mol*)
298 -19,73
cD 60,43 0,27 303 -21,08
310 -22,96
298 -20,95
ZnCD 129,91 0,51 303 -23,48
310 -27,03

3.5.4 Estudios de actividad antitumoral in vitro

3.5.4.1 Ensayo de viabilidad (MTT)

Inicialmente, se probaron los efectos de 24 horas de incubacién con ZnCD 100 uM
en diferentes lineas celulares (Figura 3-XXXII). El complejo no ejercié efectos deletéreos
en células de adenocarcinoma de pulmén humano (A549), células de cancer de colon
humano (HCT116) y células de cancer de mama murino (LM3). Por el contrario, la linea
celular de cancer de mama MDA-MB-231 sufri6 una disminucién significativa de su

viabilidad, por lo que fue elegida para realizar los estudios posteriores.

125 M3
’ ns 0 A549
— 100 T ns ns HCT 116
o ] * MDA-MB-231
]
0 754
X ]
T ]
T 50-_
'-E -
8 ]
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T T
Control (DMSQO) 100 UM ZnCD

Figura 3-XXXII. Efecto de 24 horas de incubacién con ZnCD 100 puM sobre las lineas tumorales LM3, A549, HCT 116 y
MDA-MB-231. Los resultados son expresados como la media del porcentaje de viabilidad respecto al control + SEM. *:

p<0,5 respecto al control (0,5% DMSO); ns: diferencias no significativas.
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Como se menciond anteriormente, MDA-MB-231 es una linea celular de cancer de
mama triple negativa que carece de la sobreexpresién del receptor HER2, y de la
expresion de los receptores ER y PR, lo cual limita las opciones terapéuticas. Estas

células exhiben invasividad in vitro y metastatizan a los ganglios linfaticos in vivo.

Para evaluar la citotoxicidad tanto del ligando como del complejo en la linea celular
MDA-MB-231, se evaluaron los efectos de estos compuestos mediante el ensayo de
MTT (Figura 3-XXXIII). La viabilidad celular disminuy6é de manera dosis-dependiente, y
la complejacidn con Zn(Il) mejoré las propiedades anticancerigenas del ligando; las IC50
resultaron ser 206,28 + 3,16 uyM para CD y 151,48 £ 2,99 uM para ZnCD. Se evalu6
también el efecto de ZnCl, sobre la viabilidad para asegurar que el aumento en la
citotoxicidad de ZnCD no fue debido a la presencia del cation Zn(ll). Se observé que

dicha especie no presenta efectos deletéreos hasta 300 uM (Figura 3-XXXIV).
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Figura 3-XXXIII. Viabilidad de la linea tumoral MDA-MB231 frente a 24 horas de incubacion
con concentraciones variables (0 - 300 uM) de CD y ZnCD. *: p<0,5 respecto al control (0,5 % DMSO).
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Figura 3-XXXIV. Viabilidad de la linea tumoral MDA-MB231 frente a 24 horas de incubacion
con concentraciones variables (0 - 300 uM) de ZnCl,, Ningun punto fue significativamente diferente al control.

También se evalud la accion del complejo ZnCD sobre la linea celular no tumoral
HEK293 para determinar si los efectos citotdxicos presentan selectividad para células
tumorales. Los resultados (Figura 3-XXXV) mostraron que ZnCD no afecta la viabilidad
de la linea normal (hasta 200 uM, concentracion mayor a la IC50 en la linea MDA-MB-
231).
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Figura 3-XXXV. Viabilidad de la linea no tumoral HEK293 frente a 24 horas de incubacién

con concentraciones variables (0 - 200 uM) de ZnCD. Ningun punto fue significativamente diferente al control.

Existe evidencia experimental que vincula al receptor de hidrocarburos de arilo, AhR,
con la alteracién de diversos procesos celulares como proliferaciéon celular, apoptosis,

diferenciacién, promocion de tumores, reproduccion y respuesta inmune*?. Un
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antagonista competitivo del receptor AhR que crea un complejo ligando-receptor
inactivo*® es el compuesto a-naftoflavona (aNF). Resulto interesante comprobar si la
accién citotoxica de CD y ZnCD observada sobre MDA-MB-231 era resultado del
agonismo del receptor AhR. Para evaluarlo, se realizé un ensayo de MTT coincubando
durante 24 horas concentraciones variables de CD/ZnCD y aNF 50 uM. Los resultados
(Figura 3-XXXVI) demostraron que la citotoxicidad no se vio afectada por la presencia
de aNF, lo que indicaria que el mecanismo de muerte celular no esta relacionado con el

agonismo del receptor AhR por parte del ligando ni del complejo.

I CD mm 7nCD
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ﬁ 60 -g 60
L ] L |
2 40 2 40
20+ 20
0- 0-

0 50 100 150 200 300 0 50 100 150 200 300
Ccp (1M) Czncp (HM)

Figura 3-XXXVI. Efecto de la coincubacion de concentraciones variables de CD/ZnCD y aNF sobre la viabilidad celular
de la linea MDA-MB-231. Los resultados se expresan como la media del porcentaje
de viabilidad del control + SEM para tres experimentos independientes.

No se vieron diferencias significativas entre la presencia o ausencia de aNF en ningun caso.

Para estudiar mas a fondo la posible via citotoxica, investigamos los efectos de los
compuestos en la morfologia celular, el estado redox (mediante la medicion de los
niveles de EROs y GSH/GSSG), la inhibicion de la muerte celular inducida por H202 y

la alteracion del potencial de membrana mitocondrial.

3.5.4.2 Medidas de especies reactivas de oxigeno

Las propiedades antioxidantes de CD se han documentado en células de
neuroblastoma“®, en linfocitos de sangre periférica, y mediante el ensayo antioxidante
Trolox*. Se ha demostrado que CD interactta con la via intracelular antioxidante, lo que
lleva a una regulacién positiva de la expresion de enzimas antioxidantes. Hemos
encontrado resultados similares al medir los niveles de EROs en la linea celular MDA-

MB-231 después de 24 horas de incubacién con CD y ZnCD. Ambos compuestos
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Intensidad de fluorescencia (% control)

provocaron una disminucién en los niveles de EROs, como se ilustra en la Figura 3-

XXXVII.A, lo que sugiere que la muerte celular puede ocurrir a través de mecanismos

de estrés reductivo. De manera consistente, los niveles de EROs se vieron disminuidos
luego de la incubacién con CD/ZnCD por 4 horas (Figura 3-XXXVII.B).
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Figura 3-XXXVII. Efectos de la incubacién con concentraciones variables (0 — 300 uM) de CD y ZnCD en los niveles de

EROs intracelulares. A: 24 h de incubacion. B: 4 h de incubacion. *: p<0,5 respecto al control (0,5% DMSO).

3.5.4.3 Determinacion de los niveles de glutation oxidado y reducido

Se midi6 el contenido de GSH y GSSG en la linea celular MDA-MB-231 después de

la incubacion con CD y ZnCD durante 24 horas, y se calcul6 el cociente GSH/GSSG

(Figura 3-XXXVIII). Se observé un aumento de dicho cociente, lo que apoya la hipétesis

de la muerte celular por estrés reductivo propuesta a partir de la medida de los niveles

de EROs. Los efectos observados para ZnCD fueron mas pronunciados que para CD,

lo cual concuerda con la mayor citotoxicidad del complejo en MDA-MB-231.
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Figura 3-XXXVIII. Efecto de 24 h de incubacién con concentraciones variales (0 — 300 uM) de CD y ZnCD sobre el
cociente GSH/GSSG en células MDA-MB-231. Los resultados se expresan como la media del porcentaje del control +

SEM para tres experimentos independientes. * p < 0,05.

3.5.4.4 Proteccion frente a la muerte celular inducida por H202

Se ha observado con anterioridad que CD presenta efectos antioxidantes**. Por otra
parte, se ha demostrado que compuestos de estas caracteristicas son capaces de lograr
la muerte celular de lineas tumorales mediante la generacion de un estado de estrés
reductivo*®. Decidimos, por lo tanto, evaluar la capacidad del ligando y el complejo para
actuar como antioxidante en el interior de las células MDA-MD-231 a través de su
capacidad para secuestrar EROs y evitar asi la muerte celular inducida por H2O-. Los
resultados obtenidos (Figura 3-XXXIX) mostraron que ambos compuestos poseen dicho
efecto, siendo mas pronunciado en ZnCD que en CD (se necesité ZnCD 100 pM para
revertir de manera significativa la muerte, mientras que el mismo efecto se logré con CD
150 uM).

146



] e m DMSO ] e m DMSO
1 100
e ns Bl 7ZnCD 50 uM ] i, B CD 100 uM
£ o .. M zocp1oopM 8 g rexe W GD 150 uM
|5 5 ns
8 ns 8
R 60 2 60+
T ©
3 b
2 40- = a0-
2 3
> 20 5 20—
0- 0-
0 100 300 0 100 300
C H20; (uM) C H;0; (kM)

Figura 3-XXXIX. Ensayo de viabilidad celular (MTT) con 24 horas de co-incubacién con H,O, y CD/ZnCD en
concentraciones variables. Los resultados se expresan mediante el porcentaje de absorbancia respecto al control sin
H,O, y sin CD/ZnCD + SEM para tres experimentos independientes. ***: p < 0,001; ****: p < 0,0001 (diferencias
respecto a la condicién sin CD/ZnCD (DMSO) a la concentracion de H,O, correspondiente).

3.5.4.5 Determinacion del potencial de membrana mitocondrial

Se evaluaron los efectos de 24 horas de incubacion con CD y ZnCD sobre el potencial
de membrana mitocondrial de células MDA-MB-231. Como se muestra en la Figura 3-XL,
tanto el ligando como el complejo indujeron la despolarizacidon mitocondrial, lo que
podria conducir al desarrollo de procesos apoptéticos, tal y como se discutié en la
Seccién 3.3. ZnCD provocé cambios significativos a una concentracién menor que CD
(150 y 300 uM, respectivamente), lo cual concuerda con los niveles de viabilidad, EROs
y GSH/GSSG medidos previamente. Todos estos resultados evidencian la potenciacion

de CD como compuesto anticancerigeno luego de la complejacion con Zn(ll).
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Figura 3-XL. Cambios en el potencial de membrana mitocondrial (% Aw) en células MDA-MB-231 tratadas con
concentraciones variables (0 — 300 pM) de CD y ZnCD durante 24 h.

Cada punto representa la media + SEM de tres experimentos independientes. *: p < 0,05 respecto al control.

3.5.4.6 Analisis de morfologia

Los efectos morfolégicos de los compuestos estudiados en la linea celular MDA-MB-
231 se evaluaron mediante el ensayo de tincion con cristal violeta (ver seccion 2.4.2). A
partir de las fotografias obtenidas (Figura 3-XLI), puede observarse que las células
MDA-MB-231 no tratadas exhiben su morfologia epitelial caracteristica y apariencia
fusiforme (larga y delgada). En comparacion, el tratamiento con CD 151,5 yM no indujo
cambios morfolégicos apreciables. Sin embargo, después de 24 horas de tratamiento
con ZnCD a su valor de IC50 (151,5 uM), hubo una notable reduccién en el volumen
nuclear celular, presencia de nucleos picnéticos, protrusiones de membrana y una
disminucion considerable en el numero de células. Estas observaciones sugieren la

activacion de procesos de muerte celular programada, como la apoptosis.

148



Control

Figura 3-XLI. Micrografias correspondientes al estudio de morfologia de células MDA-MB-231 tratadas con 151,5 yM
de CD y ZnCD, y 0,5% DMSO (control).

3.5.5 Estudios de actividad antimetastasica

Es interesante que un compuesto antitumoral posea, ademas de citotoxicidad
selectiva por células cancerigenas, capacidad para inhibir la metastasis de estas. Por lo
tanto, una vez determinado el mecanismo de accion de los compuestos CD/ZnCD, se
evalud su capacidad de inhibir la migracion e invasion (dos procesos cruciales para que
ocurra la metastasis de cualquier tumor primario*’) en células de la linea MDA-MB-231,

las cuales se caracterizan por ser altamente invasivas “.

3.5.5.1 Ensayo de sanacion de herida

La migracién celular juega un papel crucial en la metastasis del cancer. Para simular
la migracion celular in vivo durante la cicatrizacion de heridas, se aplicé el ensayo de
sanacion de herida para medir la migracion en dos dimensiones. La Figura 3-XLIII
presenta imagenes de dicho ensayo para el control (0,5 % DMSO), CD y ZnCD. La
monocapa de células MDA-MB-231 fue rasgada con una punta de micropipeta p200 y
tratada con 50 yM de CD o0 ZnCD (concentracion no citotdéxica para ambos compuestos).
Las observaciones microscopicas se registraron en el rasgufio inicial y una vez que el

control sano su herida completamente (aproximadamente 48 horas).
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Como se muestra en la Figura 3-XLII, tanto CD como ZnCD inhibieron la migracion
de las células tumorales en comparacion al control sin tratamiento. En contraste, otro
estudio mostré que el tratamiento con CD no afecté a la migracion de la linea celular
MDA-MB-231 en el ensayo de sanacion de herida®, pero esto pudo deberse a la
concentracién de CD utilizada (15 uM), que corresponde a menos de la tercera parte de
la concentracion usada en nuestro trabajo. ZnCD mostré una mayor inhibicién de la
migracion celular que CD, lo cual sugiere que la complejacion con Zn(ll) potencia los

efectos inhibitorios de la migracion de CD.
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Figura 3-XLII. Niveles de migracion en ensayo de sanacion de herida para células MDA-MB-231 tratadas con 50 uM de
CD y ZnCD, y 0,5% DMSO (control). Los resultados fueron calculados a partir de 20 micrografias por cada tratamiento

y estan expresados como porcentaje de migracion + SEM para tres experimentos independientes.
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Control

Figura 3-XLIII. Micrografias representativas del ensayo de sanacion de herida para células MDA-MB-231
tratadas con 50 yM de CD y ZnCD, y 0,5% DMSO (control). En las figuras se muestra el estado inicial (izquierda) y el

estado final (derecha) de la herida.
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3.5.5.2 Ensayo de migracién en Transwell

El ensayo de sanacion de herida mide la migracion celular aleatoria, ya que no crea
un gradiente quimioatractor. En contraste, el ensayo de migraciéon en Transwell permite
el estudio de la migracion direccional al establecer un gradiente quimioatractor utilizando
un quimioatrayente (ver seccién 2.4.8.2). Se observo que el tratamiento con 50 uM de
CD y ZnCD (mismas concentraciones que las utilizadas en el ensayo de sanacion de
herida) redujo significativamente el numero de células MDA-MB-231 que migraron en
un 57% y un 71%, respectivamente (Figura 3-XLIV y Figura 3-XLV). Estos resultados

confirman el efecto inhibitorio de CD y ZnCD en la migracion celular de MDA-MB-231.

Figura 3-XLIV. Micrografias representativas de la migracion de células MDA-MB-231 tratadas con 50 uM de CD y

ZnCD, y 0.5% DMSO (control) en el ensayo de migraciéon en Transwell in vitro.
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Figura 3-XLV. Analisis de la migracion celular de células MDA-MB-231 mediante el ensayo de migracién en Transwell in
vitro. Los conteos celulares se registraron después de 24 h de tratamiento con 50 yM de CD y ZnCD, y 0.5% DMSO
(control), a partir de 20 campos microscopicos aleatorios para cada muestra. Los valores se representan como la media
del conteo celular (porcentaje relativo al control) + SEM para tres experimentos independientes. * P < 0.05 en

comparacion con el control y # P < 0.05 entre CD y ZnCD.

3.5.5.3 Ensayo de invasion en Transwell

En el ensayo de invasion en Transwell, las células deberan degradar el Matrigel para
atravesar la membrana porosa, simulando de esta manera el proceso de metastasis in
vivo donde se requiere la degradacion de la membrana basal (ver MyM). Como se
muestra en las Figura 3-XLVI y Figura 3-XLVII, el tratamiento con ZnCD 50 pyM resulto
en una reduccion del 40% en la invasion celular. En contraste, CD no mostré diferencias
significativas en comparacién con las células no tratadas. Con estos resultados se
puede concluir que la complejacion con Zn(ll) le confiere a CD propiedades inhibitorias

de la invasion que no poseia originalmente.
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Figura 3-XLVI. Micrografias representativas de la invasion de células MDA-MB-231 tratadas con 50 uM de CD y ZnCD, y

0.5% DMSO (control) en el ensayo de invasion en Transwell in vitro.
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Figura 3-XLVII. Analisis de la invasion celular de células MDA-MB-231 mediante el ensayo de invasion en Transwell in
vitro. Los conteos celulares se registraron después de 24 h de tratamiento con 50 yM de CD y ZnCD, y 0.5% DMSO
(control), a partir de 20 campos microscopicos aleatorios para cada muestra. Los valores se representan como la media
del conteo celular (porcentaje relativo al control) + SEM para tres experimentos independientes. * P < 0.05 en
comparacion con el control y # P < 0.05 entre CD y ZnCD.
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3.6 Discusion

Un equilibrio entre los sistemas oxidantes y antioxidantes es crucial para mantener
la homeostasis redox celular y el metabolismo, previniendo asi danos oxidativos o
reductivos. El estrés reductivo ocurre cuando hay un exceso de especies reductoras,
tales como NADPH, que son cruciales para generar poder reductor (capacidad para
actuar como donadoras de electrones o receptoras de protones en reacciones
metabdlicas de reduccidn-oxidacion). Al igual que el estrés oxidativo, el estrés reductivo
es perjudicial, pudiendo evolucionar en disfuncion mitocondrial y muerte celular®®. Esto
se debe a que las células requieren de la presencia de EROs para cumplir funciones de
senalizacion y mantener el equilibrio redox. Se ha demostrado que las sustancias que
inducen estrés reductivo, al igual que las que inducen estrés oxidativo, pueden causar

de manera efectiva la muerte celular en células tumorales*®5:51,

En el presente estudio, demostramos que CD exhibe efectos antioxidantes en la linea
celular de cancer de mama MDA-MB-231, y que estos efectos se potencian cuando CD
esta coordinada con Zn(ll). El estrés reductivo inducido por el complejo metalico resulté
en una muerte celular a dosis mas bajas respecto a su ligando precursor, y en una mayor
alteracion del potencial de membrana mitocondrial. Ademas, ambos compuestos
mostraron la capacidad de mejorar la supervivencia celular a la apoptosis inducida por
H.O, (la cual produce estrés oxidativo) mediante la eliminacién de radicales libres.

Nuevamente, este efecto fue mas pronunciado en el complejo ZnCD.

El proceso de metdastasis involucra varios pasos, incluyendo la invasion de la célula
tumoral, la migracion hacia el torrente sanguineo, la extravasacion y la proliferacion en
sitios metastasicos. Entre estos, la invasion y la migracion se consideran cruciales para
la metastasis del tumor primario*’. En este estudio, demostramos que ZnCD redujo
significativamente tanto la migracién como la invasion de las células cancerosas MDA-
MB-231, altamente agresivas, invasivas y poco diferenciadas. Estos efectos fueron
observados a concentraciones no deletéreas, lo que sugiere que no se deben a la

citotoxicidad del complejo.

Por ultimo, se realizaron estudios de interaccion entre ZnCD y ASB a través de
experimentos de quenching de fluorescencia. Los constantes de unidn obtenidas se
hallaron en el rango de 10® a 10* M, indicando una afinidad del complejo por ASB
adecuada. Los resultados revelaron un quenching de tipo estatico y una unién dominada
por interacciones hidrofébicas. Ademas, los estudios sugieren la presencia de un solo

sitio de union para el complejo en la molécula de ASB.
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3.7 Conclusion

Se sintetiz6 y caracterizdé un nuevo complejo metalico de oxidovanadio (IV) con el
flavonoide crisina y fenantrolina. Las pruebas de citotoxicidad in vitro mostraron que el
compuesto exhibe una citotoxicidad significativa y selectiva hacia la linea celular A549
en diferentes tiempos de incubacion, lo que indica que el compuesto tendria la
capacidad de actuar como un farmaco anticancerigeno eficaz. La induccién de la
produccion de especies reactivas de oxigeno intracelulares, la perturbacion del potencial
de membrana mitocondrial, el agotamiento de GSH y la caida en la relacion GSH/GSSG
sugirieron la capacidad del complejo para inducir la muerte celular mediante estrés
oxidativo. Se puede observar que, mientras la complejacién del antioxidante natural
crisina con el catién oxidovanadio (IV) aumentoé el efecto anticancerigeno del flavonoide,
la adicién de fenantrolina en la esfera de coordinacién produjo un mayor efecto citotéxico
y una mejor captacion celular de vanadio. Se pudo descartar que estos efectos se deban
a una descomposicioén total del complejo seguida de la liberacién de sus ligandos libres
(siendo solo uno de ellos, fenantrolina, biolégicamente activo, pero con baja citotoxicidad)
a 24 h de incubacién. Adicionalmente, los estudios de interaccion con ASB sugirieron

que podria unirse a albumina y ser transportado eficazmente en el organismo.

Por otro lado, este estudio demostré que la complejacion de CD con el metal esencial
Zn mejoro su eficacia anticancerigena contra la linea celular de cancer de mama ftriple
negativo MDA-MB-231, logrando la muerte celular a concentraciones menores. El
aumento del cociente GSH/GSSG, la disminucién de los niveles de EROs y la proteccion
contra el dano celular inducido por H>O; sugieren un mecanismo de citotoxicidad por
estrés reductivo. Los cambios morfologicos y la alteracion de la membrana mitocondrial
indican que la apoptosis podria ser un mecanismo clave de accién. Se observé también
que ZnCD redujo significativamente la invasiéon y migracién de las células MDA-MB-231,
procesos necesarios en la metastasis. Los estudios de unién con ASB indican, ademas,

que el complejo podria ser transportado y distribuido en el organismo por la albumina.

El mecanismo de accién de los complejos VOCrisFen y ZnCD deja en evidencia la
importancia del equilibrio redox celular, dado que se logré un efecto citotoxico tanto a
través de la sobreproduccidon de especies oxidantes como a través de la
sobreproduccion de especies reductivas. Ademas, la selectividad de estos compuestos
por lineas celulares tumorales frente a lineas normales también demuestra la mayor
susceptibilidad de las células neoplasicas al cambio en su estado redox. Las células

normales poseen menor cantidad de EROs y agentes antioxidantes comparados con las
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células tumorales y emplean diversos mecanismos para mantener la homeostasis redox
y evitar el dafio sobre sus estructuras. Por el contrario, las células tumorales presentan
un metabolismo acelerado y niveles elevados de EROs, debido a un desbalance entre
agentes oxidantes y antioxidantes, que son necesarios tanto para la progresion del
cancer (gracias a la inestabilidad genética causada por el dafno al ADN) como para
varios procesos de sefalizacion propios de la enfermedad que confieren una mayor
proliferacion celular y supervivencia®?. La alteracion de los niveles de EROs en las lineas
tumorales (ya sea por su excesiva generacion o deplecion) puede inducir a la muerte

celular, resultando ser una estrategia terapéutica para el tratamiento del cancer.
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Capitulo 4

Hipertension

Complejo de Zn(II) y el farmaco

antihipertensivo a-metildopa
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4.1 Introduccion

La molécula a-metildopa (MD) (Figura 4-l) actua principalmente dentro del sistema
nervioso central como un agonista a-2 adrenérgico. Es captado por neuronas
adrenérgicas y sufre descarboxilacion e hidroxilacion para formar el falso transmisor a-
metilnoradrenalina. Sin embargo, en comparacion con la noradrenalina, es menos activa
sobre los receptores a y, por lo tanto, menos eficaz para provocar vasoconstriccion”.
Para lograr un efecto hipotensor con MD, normalmente se requieren dosis altas?. Estas
dosis elevadas pueden provocar efectos adversos sobre el sistema nervioso, incluidos
sintomas como mareos, somnolencia, cansancio, sequedad de boca, dolor de cabeza y
depresion®. A pesar de estos posibles efectos secundarios, MD todavia se usa
ampliamente para controlar los trastornos hipertensivos durante el embarazo, como la
hipertensién gestacional y la preeclampsia, y se destaca por no causar ningun efecto
teratogénico*. En este trabajo se buscé modificar su estructura quimica mediante
complejacion con un metal para mejorar sus efectos beneficiosos y lograr asi una

administracion en concentraciones mas bajas.

HO

HO

Figura 4-I. Estructura de la molécula a-metildopa.

En la literatura se encuentran ejemplos de complejos de coordinacion formados entre
biometales y ciertos farmacos antihipertensivos. Sin embargo, los efectos bioldgicos de
estos complejos solo se han estudiado en un nimero limitado de casos®® 7. Hasta donde
sabemos, no hay informes disponibles sobre los efectos biolégicos de complejos de
coordinacion solidos que involucran a-2 agonistas como ligandos. Por lo tanto, la
realizacion de dichos estudios podria proporcionar una via alternativa prometedora para

el desarrollo de nuevas familias de compuestos antihipertensivos.

Como ya se menciond en la seccién 1.1.3.2, el zinc es el segundo metal traza mas

abundante en el cuerpo humano y cumple mdltiples funciones esenciales, incluidas
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funciones cataliticas, estructurales y reguladoras. Estas funciones son cruciales para el
crecimiento y desarrollo de todos los seres vivos®. Ademas, estudios han demostrado
que la carencia de zinc en la dieta puede aumentar la susceptibilidad celular al estrés
oxidativo, alterando asi diversas funciones fisioldgicas y metabdlicas. En consecuencia,
muchas enfermedades se han asociado con la deficiencia de zinc®. La coordinacion del
Zn(ll) a un determinado ligando tiene el potencial de alterar sus propiedades biologicas
al influir en su conformacion, la cual se vera afectada dependiendo de la geometria de
coordinacién especifica y los grupos funcionales involucrados (que usualmente
contienen atomos de azufre (S), nitrogeno (N) u oxigeno (O))'°. Debido a esto, se

selecciono este metal para su complejacion con MD.

En la Figura 4-1 puede verse que MD posee varios sitios de coordinacion capaces de
coordinar con iones metalicos: grupo carboxilato (COO-), amino (NH:) e hidroxo (OH).
Los estudios en solucién que involucran cationes Cu(ll) y MD, realizados mediante
técnicas potenciométricas, han descrito diferentes modos de coordinacién en diferentes
condiciones experimentales. Estos modos incluyen la coordinaciéon N,O que involucra a
los grupos NHz y COO-, asi como la coordinacion O,0 que involucra el grupo catecol".
Resultados similares se han observado en estudios que utilizaron mediciones
termodinamicas en soluciones acuosas de Cu(ll) y ligandos entre los cuales se
encuentran MD, catecol y metiltirosina'. Para el caso del cation Zn(ll), se ha observado
que el compuesto L-Dopa (3-(3,4-Dihidroxifenil)-L-alanina), emparentado con MD,
coordina a través de los grupos amino y carboxilato dentro de un rango de pH de 6-9'3.
Por lo tanto, se puede concluir que la coordinacién N,O se produce a valores de pH
bajos, mientras que en soluciones alcalinas el grupo catecol de MD es el que participa
en la coordinacion con el ion metalico. Si bien el farmaco puede sufrir inestabilidad en
un ambiente alcalino debido a la presencia del sistema catecol, es posible prevenir este
tipo de descomposicién trabajando bajo una atmdsfera de nitrégeno, incluso a altas

temperaturas’.

En este trabajo sintetizamos y caracterizamos un complejo sélido de Zn/MD a pH 6,4
con formula [Zn(MD)(OH)(H20)2].H20 (ZnMD) que mostré una estequiometria 1:1 y
coordinacién a través del grupo carboxilato. Con el fin de simular la interaccién con
seroalbumina humana, se estudi6 la interaccién de ASB con MD y el nuevo complejo
mediante determinaciones fluorométricas. Los efectos bioldgicos de ZnMD se evaluaron
en ratas SHR para evaluar sus propiedades antihipertensivas. Ademas, evaluamos la
mejora de la funcion cardiaca mediante la disminucion de la hipertrofia, la fibrosis y el

estrés oxidativo.

164



4.2 Resultados

4.2.1 Sintesis del complejo ZnMD

El complejo ZnMD (Figura 4-11) se sintetizé afiadiendo 0,2 mmol de MD en 10 mL de
metanol y 0,2 mmol de ZnCl; en 0,4 mL de metanol. Ambas soluciones se combinaron
y se llevaron a agitacion por 10 minutos bajo burbujeo de N2 para prevenir la oxidacion
de MD. Se aiadio, gota a gota, una soluciéon acuosa 1M de KOH hasta alcanzar pH 6,4.
El precipitado obtenido se filtr, se lavé con metanol y se secd bajo corriente de Nz
gaseoso.

Figura 4-11. Estructura del complejo [Zn(MD)(OH)(H20),].H.O (ZnMD).

4.2.2 Caracterizacion fisicoquimica

Estudios en fase soélida

4.2.2.1 Analisis elemental

El andlisis elemental realizado para el compuesto ZnMD mostré porcentajes de
carbono, nitrégeno e hidrégeno consistentes con los porcentajes tedricos esperados
para la formula C1oH19OsNZn propuesta. El contenido de Zinc determinado en nuestro
laboratorio por el método espectrofotométrico de Zincon también fue similar al calculado
(Tabla 3-I).
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Tabla 4-I. Porcentajes elementales esperados (de acuerdo a la formula C1oH190sNZn) y obtenidos para ZnMD.

Elemento % Calculado % Experimental
C 34,6 34,4
N 4,0 3,9
H 55 54
Zn 18,9 19,0

Debido a que ZnMD se sintetizé utilizando ZnCl,, existia la posibilidad de que un
anién CI formara parte de la estructura del complejo (en lugar del anion OH™ propuesto).
Para evaluarlo, se llevo a cabo la determinacién de aniones cloruro utilizando el método
de Mohr. Se obtuvo instantaneamente el precipitado de Ag.CrO, correspondiente al
punto final, lo cual es indicativo de que no hubo una reaccion previa de precipitacion
entre Ag* y CI'. Por lo tanto, se pudo concluir que no hay presencia de cloruros en la

estructura de ZnMD.

4.2.2.2 Espectroscopia FTIR

En la Figura 4-11l se muestran los espectros FTIR de MD y ZnMD, y en la Tabla 4-I
se muestran las asignaciones correspondientes. En el espectro FTIR de MD se destaca
la ausencia de la banda de estiramiento de vC=0 a 1657 cm™ (que aparece en el
compuesto emparentado L-dopa), lo que indica que MD se encuentra en forma
zwitteridnica. Las bandas asociadas con el grupo carboxilato en MD, como vas(COO-) y
v5(COO-) en 1617cm™ y 1442cm™, respectivamente (A=177 cm™), cambiaron a
1584 cm™ y 1419 cm™ (A =165 cm™) tras la interaccion del metal. Los valores de delta
sugieren una coordinacion monodentada del grupo carboxilato. Fue dificil hacer
comparaciones directas de los modos vibratorios NH entre MD y ZnMD, debido a la
protonacion del grupo NHz en el ligando y la desprotonacién del mismo en el complejo.
Sin embargo, las bandas asignadas a la vibracién de estiramiento que involucra vC-NH
para MD a 1289 cm™ y 1257 cm™ se fusionaron en el complejo metalico mostrando una
banda ancha centrada en 1269 cm™, lo que indica la interaccion del Zn con el grupo
amino. Las bandas relacionadas con las vibraciones de los grupos OH (catecol) en
1492 cm™, 1462 cm™, 1402 cm™, 1376 cm™, 1158 cm™ y 1128 cm’* (ver asignaciones en
Tabla 4-11) no se desplazaron durante la coordinacion, lo que sugiere que estos grupos
no estuvieron involucrados en la interaccion con el centro metalico'. Ademas, la
ausencia de bandas a aproximadamente 1700 cm™ (vibraciones de estiramiento de
vC=0) indica que no se produjo la oxidaciéon de los grupos catecol a quinona’®. Los

modos vibracionales por debajo de 1300 cm™' se deben principalmente a combinaciones
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de vibraciones de flexién dentro de la molécula. El modo de balanceo del grupo NH3*
puede asignarse a la banda ubicada a 1219cm™, que esta ausente en el complejo

metalico. El modo vibracional vZn-O se ubic6 en 616 cm™ 17,
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Figura 4-11l. Espectros FTIR de los compuestos MD y ZnMD.
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simétrico.
MD ZnMD Asignacion
- 3316 f vas(NH2)
- 3256 f vs(NH2)
3100 - Vas(NH3™)
3046 - vs(NH3")
1617 f 1584 mf vas(COO")
1604 mf, 1586 h - O(NHs")
1492 f 1496 f Oep(Canilo OH)
1462 m 1462 m 5(COH), v(CO)
1442 m 1419 m vs(COO")
1402 f, 1376 f 1403 m, 1372 m | Gep(CHanio), Dep(CaniteOH), S(CCH)
1289 mf, 1257 f 1269 mf, a 8(CNH), dep(CHoanio), V(CanitoO)
1219 f - v(C-OH) + p(NHs")
1160 d,1126 m 1158 d,1128 m v(CC), v(CN)+ v(C-OH)senol
- 616 m v(Zn-0)

Tabla 4-11. Asignaciones para las bandas obtenidas en los espectros FTIR de MD y ZnMD. Abreviaturas: mf, muy fuerte;

f, fuerte; m, media; d, débil; a, ancha; h, hombro; ep, en plano; fp, fuera del plano; arom, aromatico; as, asimétrico; s,

4.2.2.3 Analisis termogravimétrico

El TGA para ZnMD (Figura 4-1V) (atmésfera de oxigeno, 50 mL/min) mostrd una
pérdida de masa de 15,5% en el rango de temperatura de 40 a 160°C, lo que se
corresponde con el 15,6% de las tres moléculas de agua que componen la estructura
propuesta (dos moléculas de coordinacion y una de hidratacién). La molécula de agua
de hidratacion se perdié a los 60 °C. Se alcanzé un peso constante de 24,0% a 800 °C,
similar al valor esperado de 23,5% para el residuo ZnO, cuya identidad fue confirmada

a través de espectroscopia FTIR (ver Seccion 3.5.2.2).
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Figura 4-1V. Curva del TGA de la descomposicion de ZnMD.

Estudios en solucién

El compuesto ZnMD present6 una solubilidad baja en la mayoria de los solventes
probados (agua, metanol, etanol, isopropanol, acetona, éter etilico, dimetilformamida,

acetonitrilo), siendo moderadamente soluble sélo en DMSO.

4.2.2.4 Medidas de conductividad molar

La conductividad molar (Am) de una solucién 10 M de ZnMD en DMSO fue medida
durante 4 h (Tabla 4-l11). Se observé un valor constante de alrededor de 11 Q' cm?mol™,
por lo que ZnMD seria un compuesto no-electrolito que no genera especies cargadas

en DMSO durante al menos 4 horas.
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Tabla 4-11l. Conductividad en funcién del tiempo para una solucion 10 M de ZnMD en DMSO.

Tiempo (min) | Am (Q™'cm?mol™)

0 12

10 10

30 11

60 13
120 11
180 12
240 10

4.2.2.5 Espectroscopia UV-Visible y medidas de estabilidad

El espectro electronico de una solucién 104 M de ZnMD en DMSO en la region UV-
visible mostré una banda bien definida a 284 nm originada por transiciones electronicas
propias del ligando. En la Figura 4-V puede observarse la variacion de dicho espectro
en el tiempo, a lo largo de 4 horas. El espectro se mantuvo relativamente estable durante
el tiempo de manipulacion de la droga en la preparacion de los ensayos bioldgicos

previstos (aproximadamente 30 minutos).

0.4

Absorbancia

| | | | 1
300 350 400 450 500
Longitud de onda (nm)

Figura 4-V. Variacién del espectro electronico UV-Visible en el tiempo de una solucién 10* M de ZnMD en DMSO.

4.2.2.6 Resonancia magnética nuclear

Debido a la baja solubilidad de ZnMD, sdélo pudo medirse el espectro '"H RMN en

DMSO-ds (Figura 4-VI). En la Tabla 4-1V pueden observarse las asignaciones realizadas
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para ZnMD y las obtenidas para MD a partir de predicciones y de la literatura®. Puede
observarse que el complejo conserva los picos correspondientes a los hidrégenos del
grupo catecol (8,36 y 8,84 ppm), lo que indica que dicho grupo no se ve desprotonado
y por tanto no interactia en la coordinacién con el metal. El anillo aromatico de MD
tampoco interviene, por lo que los valores del desplazamiento quimico de dichos
hidrogenos resultan practicamente inalterados. Dado que los protones acidos de las
moléculas son capaces de intercambiarse con los ?H del solvente deuterado, los picos
de los acidos carboxilicos no suelen detectarse en las medidas de 'H RMN. El pico
correspondiente al grupo CHz no pudo apreciarse en el espectro de ZnMD por estar
superpuesto con el pico del DMSO (alrededor de 2,60 ppm). Por ultimo, no se hallé un
valor experimental de desplazamiento quimico para el grupo NH> de MD en la literatura,
sin embargo, se encontrd un pico a 4,22 ppm en el espectro de ZnMD que se asemeja

al predicho para MD en DMSO-ds con el software MestreNova (4,05 ppm; ver Tabla 4-1V).

3 (ppm)

Figura 4-VI. Espectro '"H RMN de ZnMD en DMSO-ds.

Tabla 4-1V. Asignaciones de los desplazamientos quimicos en 'H RMN predichos en el software MestreNova y

obtenidos de literatura para MD, y medidos para ZnMD. En todos los casos se utiliz6 DMSO-ds como solvente.

Grupo MD predicciéon MD experimental ZnMD experimental
CHs 1,20 1,314 1,25
CH- 2,72 2,939; 2,698 ~2,60
NH2 4,05 - 4,22

C arom. 6,51-6,64-6,68 | 6,505-6,633-6,722 6,53 -6,69 -6,70
OH 8,08 — 8,91 8,36 — 8,84
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4.2.3 Ensayos de biodisponibilidad

4.2.3.1 Interaccion con albumina sérica bovina

El ensayo de interaccién entre MD/ZnMD y ASB se realizd con concentraciones
finales de los compuestos de 0, 5, 10, 20, 30, 40 y 50 pM. En la Figura 4-VIl se muestran
los espectros de quenching de fluorescencia de ASB a diferentes temperaturas: 25°C,
30°C y 37°C (298K, 303K, 310K, respectivamente). Dichas curvas se obtuvieron a partir
de la desconvolucién de la curva medida (debido a que los espectros de ASB y
MD/ZnMD se superponen, con maximos en 336 y 312 nm, respectivamente). Los
valores maximos de fluorescencia de los espectros de quenching de ASB se utilizaron
para calcular los parametros Ksy, Kq, Ko y 0 (Tabla 4-V) y los parametros termodinamicos

(Tabla 4-VI) de la interaccion.
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Figura 4-VII. Graficos de quenching de fluorescencia para una solucion de ASB 6 uM incubada por 1 hora con concentraciones crecientes

(0, 5, 10, 20, 30, 40, 50 uM) de MD (violeta) o ZnMD (naranja) a distintas temperaturas (298, 303 y 310 K).
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FolF

A partir de la pendiente de los graficos de Stern-Volmer (Fo/F vs [Q]) (Figura 4-VIII)
se obtuvieron las constantes Ky, que se vieron disminuidas al aumentar la temperatura,
indicativo de un mecanismo de quenching estatico. Los valores de K, fueron mayores a
2.10" L mol' s, lo que también sugiere un mecanismo estatico, tal y como se discutié

en la seccion 3.2.3.1.

MD: ZnMD:
1.3 1.3
- 310K —— 310K i
1 — 303k —
124+ o298k 129
L
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Figura 4-VIII. Gréafico de F/F vs [Q] para la interaccion ASB y MD/ZnMD a diferentes temperaturas
(¥ 298K, A 303K, e 310K). Los valores se representan como la media £+ SEM de tres experimentos independientes.

El nimero de sitios de unién y la constante de union (Ky) de la interaccién ASB y
MD/ZnMD se obtuvieron del grafico de log[(Fo-F)/F] vs log [Q] (Figura 4-1X). Las
constantes de estabilidad disminuyeron al aumentar la temperatura, lo que es
consistente con la disminucién de la estabilidad de los complejos ASB-compuesto. Los
valores de n fueron aproximadamente 1, lo que indica que los compuestos interactuaron
con solo un sitio de union de ASB. Los valores de Ky obtenidos para MD y ZnMD se
encuentran dentro del rango de 10° - 10® L.mol", lo que sugiere una afinidad moderada
de estos compuestos por ASB, pudiendo asi ser almacenados, transportados y liberados

de la proteina en el organismo.
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Figura 4-1X. Grafico de log[(Fo-F)/F] vs log [Q] de la interaccion entre ASB y MD/ZnMD a diferentes temperaturas
(¥ 298K, A 303K, e 310K). Los valores se representan como la media + SEM de tres experimentos independientes.
Los parametros termodinamicos fueron calculados a partir de la ecuacién de Van't
Hoff. Se obtuvieron valores negativos de AG para ambos compuestos a las tres
temperaturas, por lo que se presenta una interaccion espontanea con ASB en todos los
casos. Los valores de AH y AS fueron negativos, lo que es caracteristico de una
interaccion con ASB impulsada por entalpia, y primada por fuerzas de Van der Waals y
puentes de hidrégeno™®.
Tabla 4-V. Constante de Stern-Volmer (K,), constante bimolecular de quenching (K,), constante de unién (Ky) y
ndmeros de sitio de unién (n) para la interaccion entre ASB y MD/ZnMD a diferentes temperaturas.
T (K) | Kev (x 10* M) | Kq(x 102 M-1s™) log Ky Kb (x 103 M) n
298 4,41 £ 0,66 4,41 £ 0,66 407+0,73 | 11,86 +£2,12 | 1,10£0,15
MD 303 3,28 + 0,45 3,28 £ 0,45 3,42+0,70 | 264£0,54 | 0,98 0,15
310 1,98 £ 0,18 1,98 £ 0,18 291+047 | 0,81+0,13 | 0,91+£0,10
298 4,22 £ 0,63 4,22 £ 0,63 3,94+0,54 | 8,73+1,20 1,08 £ 0,11
ZnMD | 303 5,18 £ 0,71 5,18 £ 0,71 345+0,59 | 2,80+£0,48 | 0,94+0,12
310 2,98 + 0,45 2,98 £ 0,45 3,05+ 0,58 1,11 £ 0,21 0,90+0,12
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Tabla 4-VI. Parametros termodinamicos de la interaccion entre ASB y MD/ZnMD a diferentes temperaturas.

AH (kJ mol) AS (kJ K'mol™) T (K) AG (kJ mol)
298 -22,92
MD -169,31 -0,49 303 -20,46
310 -17,02
298 -22,25
ZnMD -130,08 -0,36 303 -20,44
310 -17,91

4.2.4 Estudios de actividad biolégica in vivo

4.2.4.1 Determinacién de presion arterial sistélica en ratas SHR

El numero de ratas SHR utilizado en cada grupo, y las dosis de ZnCl;, MD y ZnMD
administradas se seleccionaron en base a lo discutido en la seccién 2.5.1. Al comienzo
del experimento, los valores de presion arterial sistdlica (PAS) de las ratas SHR
oscilaban entre 189 y 210 mmHg. Una vez comenzada la administracion diaria de los
compuestos, la presion arterial fue medida semanalmente durante el periodo de 8
semanas (Figura 4-X). Luego de este periodo, los niveles de PAS del grupo tratado con
ZnCl, se vieron inalterados respecto al grupo control sin tratamiento. Tanto el grupo
tratado con MD como el tratado con ZnMD mostraron un descenso en la PAS. El grupo
al cual se la administré el ligando mostré un valor medio de PAS de 144,2 + 4,3 mmHg
(descenso de 28,4% respecto al control), mientras que el grupo al cual se le administro
el complejo tuvo un valor medio de PAS de 123,8 £ 6,3 mmHg (descenso de 38,6%
respecto al control). Esto demostré que la complejacion con Zn(ll) presenta un efecto de

potenciacién, mejorando al menos un 10% la actividad antihipertensiva de MD.
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Figura 4-X. Variacién de la presion arterial sistolica en funcién del tiempo en ratas SHR no tratadas (control) y tratadas
con MD, ZnMD y ZnCl, (dosis de 100, 164,12 y 64,52 mg/kg/dia, respectivamente).
*P<0.05, *: P<0.01, **: P <0.001,****: P <0.0001 (vs control).
#: P <0.05, ##: P < 0.01, ###: P < 0.001, ####: P < 0.0001 (MD vs ZnMD).

4.2.4.2 Medida de parametros de hipertrofia a través de ecografia

Dado que, frente a una condicién de hipertension arterial, normalmente se desarrolla
hipertréfia cardiaca, resultd relevante realizar un monitoreo mediante ecografia para
evaluar la misma en las ratas SHR. Las mediciones incluyeron el cambio en el grosor
de la pared posterior del corazén en diastole (AGPPd) antes y después del tratamiento
con los compuestos, el IMVI normalizado por longitud de tibia al final del tratamiento y

el porcentaje de la fraccion de acortamiento (%) al final del tratamiento (Figura 4-XI).

Se observé que la pared del corazéon se engrosé debido a la hipertrofia provocada
por la hipertension en el grupo no tratado y en los tratados con MD y ZnCl,. Para el
grupo tratado con ZnMD no se observé este engrosamiento, por el contrario, se observo
una disminucion del grosor luego del tratamiento (Figura 4-XI.A). Esto sugiere que el
complejo no sélo previno el desarrollo de la hipertrofia durante las 8 semanas, sino que
esta se redujo respecto al estado inicial. Por otro lado, se observé una disminucién del
IMVI normalizado por longitud de tibia para las ratas tratadas con ZnMD que no ocurrié
en el resto de los grupos (Figura 4-X1.B). Este resultado también demuestra la capacidad

del complejo para prevenir la hipertrofia cardiaca. La fraccion de acortamiento se ve
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aumentada en el tratamiento con el complejo, lo que refleja una mejor contractibilidad y

funcionamiento cardiaco (Figura 4-XI.C).
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Figura 4-XI. A: Diferencia del grosor de la pared posterior del corazén durante la didstole antes y después del tratamiento de 8 semanas

con MD, ZnMD y ZnCl, para ratas SHR. B: indice de masa ventricular izquierda normalizado por longitud de tibia para ratas SHR luego

del tratamiento de 8 semanas con MD, ZnMD y ZnCl,. C: fraccién de acortamiento del corazén de ratas SHR luego del tratamiento de 8
semanas con MD, ZnMD y ZnCl, (dosis de 100, 164,12 y 64,52 mg/kg/dia, respectivamente).

*: P <0.05, **: P £0.01, ns: diferencia no significativa.

4.2.5 Estudios de actividad biolégica ex vivo

4.2.5.1 Determinacién de especies reactivas de oxigeno en tejido cardiaco
de ratas SHR

El estrés oxidativo puede provocar varias alteraciones cardiacas, incluyendo la
disfuncion mitocondrial, donde las EROs interrumpen la cadena respiratoria y activan
multiples proteinas quinasas y factores de transcripcién implicados en la senalizacion

hipertrofica®.

Las medidas en el tejido cardiaco mostraron que el tratamiento con ZnMD disminuye
los niveles de EROs, a diferencia del tratamiento con MD que no produjo cambios
significativos respecto al control. El tratamiento con ZnCl, tampoco tuvo efecto sobre los
niveles basales de EROs (Figura 4-XIl). Esto demuestra que la coordinacién entre MD

y Zn(ll) confiere el efecto antioxidante observado en este ensayo.
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Figura 4-XII. Niveles de especies reactivas de oxigeno en tejido cardiaco de ratas SHR luego del tratamiento
durante 8 semanas con MD, ZnMD y ZnCl, (dosis de 100, 164,12 y 64,52 mg/kg/dia, respectivamente).

*: P <0.05, **: P £0.01, ns: diferencia no significativa.

4.2.5.2 Medida de peroxidacion lipidica en tejido cardiaco de ratas SHR

Para continuar los estudios de estrés oxidativo, se midieron los niveles de
peroxidacion lipidica en tejido cardiaco, que es un indicativo del dafio provocado por los
niveles elevados de EROs. En este ensayo se observé que el tratamiento con ZnMD
provocé un descenso significativo de peroxidacion lipidica respecto al control, mientras
que el tratamiento con MD no mostr6 mejorias (Figura 4-XIlll). Este resultado es
consecuente con el observado para la determinaciéon de EROs en tejido cardiaco y a
partir de ellos se puede concluir que la complejacion con Zn(ll) conduce a la aparicién

de actividades antioxidantes y cardioprotectoras que el ligando no posee por si mismo.
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Figura 4-XIII. Niveles de MDA normalizados por mg de proteina en tejido cardiaco
de ratas tratadas durante 8 semanas con MD, ZnMD y ZnCl, (dosis de 100, 164,12 y 64,52 mg/kg/dia, respectivamente).

*: P <0.05, **: P £0.01, ns: diferencia no significativa.

4.2.5.3 Produccion de oxido nitrico en tejido cardiaco de ratas SHR

El éxido nitrico (NO) es producido por los cardiomiocitos gracias a la enzima Oxido
Nitrico Sintasa (ONS) y actua como un potente vasodilatador, ejerciendo un efecto
relajante sobre el miocardio?'. Las ERQOs, al hallarse en exceso, pueden reaccionar con
las moléculas de NO disminuyendo su biodisponibilidad y provocando disfuncion
cardiaca e hipertensién. Ademas, dentro de las posibles especies generadas en estas
reacciones se encuentra el anion peroxinitrito (ONOy’), el cual es un poderoso oxidante
capaz de generar dafio en los componentes celulares y alterar el funcionamiento de la
ONS2.

Se midieron entonces los niveles de NO en el tejido cardiaco de las ratas SHR para
investigar si los efectos benéficos de ZnMD sobre la funcién cardiaca estaban
relacionados con el aumento en la biodisponibilidad de NO. Se observé un aumento en
dichos niveles para los grupos tratados con MD y ZnMD, siendo los valores de este
ultimo significativamente mayores a los obtenidos con el ligando precursor (Figura
4-XIV). Estos resultados indican que el aumento de los niveles de NO estarian
relacionados con la disminucién de las EROs, y a su vez seria uno de los responsables

de los efectos antihipertensivos y antihipertroficos hallados en ZnMD.
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Figura 4-XIV. Niveles de éxido nitrico en homogenatos de tejido cardiaco de ratas SHR tratadas durante 8 semanas
con MD, ZnMD y ZnCl, (dosis de 100, 164,12 y 64,52 mg/kg/dia, respectivamente).

*: p £0.05, ***: p £0.001, ns: diferencia no significativa.

4.2.5.4 Estudios de expresion proteica por western blot

Para investigar el mecanismo por el cual ZnMD disminuye el nivel intracelular de
EROs, se midi6 mediante Western Blot, en homogenatos cardiacos de ratas SHR, la
expresion de las subunidades gp91°P"°* catalitica y p47°"°* citoplasmatica de la enzima
NADPH Oxidasa 2 (NOX2), la cual genera EROs durante su funcionamiento, y la
expresion de la enzima antioxidante SOD1 (Figura 4-XV). Los resultados mostraron que
el complejo ZnMD ejercié un efecto inhibidor sobre la expresion de gp91Pox y p47pPhox
mientras que aumento los niveles de expresion de SOD1. Por el contrario, MD no mostré
ningun efecto significativo sobre la expresion de SOD1, lo que concuerda con informes
anteriores??. Estos resultados sugieren que la disminucion de los niveles de EROs
podria deberse en parte a los cambios en la expresion de estas proteinas, las cuales

estan relacionadas con el estado redox celular.
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Figura 4-XV. Bandas representativas y graficos de intensidad de banda de Western Blot para las subunidades
gp91°Pho* y p47P"> v la enzima SOD1. Los datos se expresan como media + SEM.
*1p<0,05; **: p<0.01; ***: p<0.001; ****: p<0.0001, ns: diferencia no significativa.

4.2.6 Estudios histolégicos ex vivo

4.2.6.1 Determinacién de colageno tipo | y tipo lll en tejido cardiaco de
ratas SHR

Cuando la hipertrofia cardiaca asociada a la hipertensién ocurre, se observa un
proceso denominado fibrosis, donde hay una alteraciéon en la matriz extracelular con un
incremento en los niveles de colageno, lo cual dificulta la contraccion y relajacion de los
miocitos?3. El colageno puede clasificarse en diversos subtipos, entre los cuales se
destacan el colageno tipo |, asociado a rigidez, y el colageno tipo lll, asociado a una
mayor flexibilidad?*. En base a esto, se decidio investigar la proporcion de colageno tipo
| 'y tipo Ill en el tejido cardiaco de las ratas SHR luego del tratamiento con los
compuestos antihipertensivos. Para medirlas, se utilizd6 una tinciéon con el colorante
Picrosirius Red (Figura 4-XVI). Se observdé que MD no provocé cambios respecto al
control sin tratamiento, mientras que ZnMD provoco un descenso en la proporcion de
colageno tipo | y un aumento en la proporcién de colageno tipo Il (Figura 4-XVII). Esto

indicaria que el tratamiento con ZnMD contribuiria a un menor aumento de rigidez de la
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matriz extracelular debida a la fibrosis, y por tanto a una mejor contractibilidad de los

cardiomiocitos.

Control

MD ZnMD

Figura 4-XVI. Imagenes representativas de la tincién de colageno con Picrosirius Red en tejido cardiaco de ratas
SHR. El colageno tipo | aparece en color rojo-amarillo brillante, mientras que el colageno tipo IlI
aparece en color verde.
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Figura 4-XVII. Porcentajes de colageno tipo | y Ill en tejido de ratas SHR tratadas con
ZnCl,, MD y ZnMD (dosis de 64,52, 100 y 164,12 y mg/kg/dia, respectivamente).
Los valores se expresan como la media £+ SEM (n =4-5).

(*) Valores estadisticamente diferentes entre MD, ZnMD y control (*p <0,05; **p < 0,01; ns: diferencia no significativa).

4.2.6.2 Determinacién del area de seccion transversal para cardiomiocitos

de tejido cardiaco de ratas SHR

La hipertrofia cardiaca provoca un agrandamiento en el tamafio de los cardiomiocitos,
el cual puede medirse a través de la determinacion del area de seccidn transversal de
estas células en micrografias del ventriculo izquierdo del corazén (Figura 4-XVIII). Se
observé que solo las ratas tratadas con ZnMD mostraron un area de seccion transversal
menor que las ratas SHR sin tratamiento, lo cual refuerza la hipotesis de que la
complejacion entre MD y Zn(ll) confiere efectos anti-hipertroficos ausentes en los

constituyentes del complejo (Figura 4-XIX).
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Control

Figura 4-XVIII. Micrografias de cortes transversales de musculo cardiaco perteneciente al ventriculo izquierdo de
corazon de ratas SHR tratadas con ZnCl,, MD y ZnMD (dosis de 64,52, 100 y 164,12 y mg/kg/dia, respectivamente),
y no tratadas (ctrl).
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Figura 4-XIX. Area de seccién transversal de cardiomiocitos de ventriculo izquierdo perteneciente a corazén de ratas
SHR tratadas con ZnCl,, MD y ZnMD (dosis de 64,52, 100 y 164,12 y mg/kg/dia, respectivamente), y no tratadas (ctrl).
**: p<0,01; ns: diferencia no significativa.
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4.3 Discusion

Se ha sintetizado un nuevo complejo de Zn(ll) con el farmaco antihipertensivo MD y
se ha caracterizado mediante espectroscopias de RMN, FTIR y UV-Vis, analisis
elemental y determinaciones termogravimétricas y de conductividad molar. La
interaccion entre MD y ZnMD con ASB ocurre como un proceso de union espontaneo y
reversible, exhibiendo constantes K, similares. Al determinar los parametros
termodinamicos se observa que el proceso de unién esta impulsado por la entalpia, lo
que implica la formacion de fuerzas de Van der Waals y puentes de hidrogeno. Se puede
concluir que el complejo tiene potencial para ser transportado de forma reversible por la

albumina en el organismo.

Anteriormente se report6 la reduccion de la presion arterial y la disminucién de la
masa del ventriculo izquierdo después de la administraciéon prolongada de MD a ratas
espontaneamente hipertensas?. Los receptores a2-adrenérgicos son parte de la familia
de receptores acoplados a proteina G y funcionan como inhibidores de retroalimentacion
negativa de la liberacion de norepinefrina en las neuronas adrenérgicas?®. Desempefian
un papel importante en la regulacién del flujo sanguineo al inducir constriccién/relajacion
en la pared del musculo liso de las arterias principales, influyendo asi en la fisiologia
cardiaca. Estos receptores se expresan en la terminal nerviosa simpatica presinaptica
cardiaca, asi como en el rindn, los vasos sanguineos y el corazon. La disfuncion de
estos receptores puede provocar un aumento de la liberacién de norepinefrina en el
corazoén, o de su secrecion en la glandula suprarrenal, lo que resulta en presion arterial
elevada, estrés oxidativo e hipertrofia de cardiomiocitos en el tejido ventricular
izquierdo?”%2%, Varios farmacos agonistas, como MD, clonidina, brimonidina y
moxonidina pueden activar estos receptores, previniendo asi la hipertension, la
hipertrofia cardiaca y la fibrosis®**3'. En resumen, los receptores a2-adrenérgicos tienen
un papel crucial en el mantenimiento de la homeostasis cardiovascular y su activacion
adecuada mediante farmacos especificos puede ser beneficiosa para prevenir las

complicaciones cardiacas asociadas con la hipertension y la hipertrofia.

La hipertension arterial conduce al agrandamiento de las células del musculo
cardiaco y a la remodelacion cardiaca como mecanismo compensatorio en respuesta al
estrés de las paredes cardiacas, la presion hemodinamica y la carga volumétrica. Esta
hipertrofia patolégica puede ser perjudicial para la funcion cardiaca®. Se ha descubierto
que un mejor agonismo del receptor a2-adrenérgico presinaptico cardiaco y vascular

puede restaurar la presion arterial al rango normal, hacer retroceder la hipertrofia
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cardiaca y mitigar el dafno?®32. En este estudio, el efecto antihipertensivo obtenido con
ZnMD fue superior al logrado con el tratamiento con MD. Curiosamente, y a diferencia
de ZnMD, la accion hipotensora de MD no resulté en una reduccion de la hipertrofia
cardiaca, la fibrosis o el estrés oxidativo (al menos con la dosis testeada en este trabajo;
se hallaron reportes de reversion de hipertrofia en humanos pero utilizando dosis de 5
a 7 veces mayores®). Estos hallazgos sugieren que ZnMD podria exhibir una mayor
afinidad de unién al receptor a2-adrenérgico en comparacion con MD. Una posible
explicacion para esta mejora en la interacciéon es la existencia de un residuo de
fenilalanina (F7.39) que actua como “tapa” en el sitio de union al receptor (Figura 4-XX),
reteniendo al agonista en dicha posicion a través de interacciones -1 o cation-14. La
presencia del catién zinc en ZnMD puede dar como resultado una unién mas fuerte al
residuo F7.39 y por tanto al bolsillo del receptor. Ademas, segun los hallazgos de Chen
y colaboradores sobre la activacion del receptor a2-adrenérgico, se puede sugerir que
los grupos hidroxilo y las moléculas de agua de ZnMD pueden formar enlaces de
hidrégeno con el dominio transmembrana 5 (TMS5), provocando una modificacion
estructural en el dominio transmembrana 4 (TM4) que induciria un cambio en el segundo
bucle extracelular, el cual participa directamente en la unién del agonista y en la
activacion del receptor a2-adrenérgico®. Estas modificaciones podrian explicar los
efectos superiores de ZnMD, en comparacion con MD, para reducir la presién arterial y

mejorar la hipertrofia cardiaca y el estrés oxidativo.
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Figura 4-XX. Esquema del sitio de union al receptor a2-adrenérgico. En la imagen se ilustra la interaccion entre dicho
sitio y la molécula dexmedetomidina (un agonista a2-adrenérgico). Fuente: https://doi.org/10.1016/j.celrep.2019.10.112.

Los efectos antihipertensivos y antihipertroficos observados en ZnMD se pueden
atribuir también a su capacidad para disminuir la produccién de EROs cardiaca al reducir
la expresion de las subunidades de NADPH oxidasa (gp91P"* y p47°P"°) y aumentar la
expresion de SOD1 en el ventriculo izquierdo. Como resultado, se produce un aumento
de la biodisponibilidad de NO y una mejora de la funcién cardiaca. Ademas, al actuar
como un agonista a2-adrenérgico mas potente que su precursor, inhibiria en mayor

medida la liberacidn de norepinefrina, la cual es capaz de disminuir los niveles de NO3.

En un trabajo anterior, que utilizé ratas macho Sprague-Dawley que pesaban entre
180 y 210 g, se observod que una dieta con niveles altos de Zn (11 mg Zn/dia 'y 44 mg
de Zn/dia) incremento la PAS y los niveles de EROs*. En nuestros experimentos
trabajamos con ratas macho SHR que pesaban entre 200 y 300 g y que recibieron en
promedio 7,7 mg Zn/dia. Esta cantidad, en base a lo observado para el grupo tratado

con ZnCl,, no afectd la PAS ni los niveles de EROs.

Por ultimo, debido a su mayor eficacia, ZnMD requerira dosis mas bajas para lograr
el mismo efecto antihipertensivo que MD, lo que probablemente reducira los efectos
adversos observados anteriormente para los tratamientos con dicha droga®. Cabe

destacar que, ademas, ZnMD tendria el beneficio adicional de prevenir la hipertrofia
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cardiaca, mejorar la contractibilidad de los cardiomiocitos y disminuir los niveles de
EROs en el tejido cardiaco, efectos ausentes en la droga original. Estos hallazgos
proporcionan evidencia que sugiere que este complejo podria ser un farmaco
terapéutico util en el tratamiento de la hipertension, la hipertrofia cardiaca y la disfuncién
cardiaca. Las nuevas propiedades de ZnMD lo convierten en un candidato prometedor
para futuras investigaciones como posible opcion de tratamiento en enfermedades

cardiovasculares.

4.4 Conclusion

El nuevo complejo metalico sintetizado a partir del elemento esencial Zn y el farmaco
antihipertensivo a-metildopa, ZnMD, presentd propiedades biolégicas mejoradas
respecto al farmaco original. El tratamiento con ZnMD tuvo un efecto protector contra el
estrés oxidativo en el corazon, mientras que MD por si solo no proporciond el mismo
nivel de proteccion. Los hallazgos sugieren que el tratamiento con el farmaco modificado
estructuralmente mediante complejacién con Zn(ll) puede desempefar un papel
importante en la modulacion de la expresion de proteinas claves en la generacion y
eliminacion de EROs, contribuyendo a la reducciéon observada en los niveles de estas
especies. Los mecanismos especificos que subyacen a los efectos diferenciales de
ZnMD y MD en la expresiéon de NOX2 y SOD1 requieren una mayor exploracion.
Adicionalmente, los hallazgos sugieren que el tratamiento con ZnMD puede promover
un equilibrio favorable entre los niveles de NO y EROs, lo que podria contribuir a los
efectos antihipertréficos y antifibréticos observados, acompafiados de una mejora en la

funcion cardiaca en las ratas tratadas.
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Capitulo 5

Neuroproteccion

Compuesto neuroprotector de L-Dopa y Zn(II)
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5.1 Introduccion

La enfermedad de Parkinson (EP) es una afeccion cerebral que produce trastornos
mentales y del suefio, y afecta los movimientos generando temblores y rigidez. Empeora
con el tiempo y suele ocurrir en personas mayores. En 2019, habia 8.5 millones de
personas con EP'. La EP se caracteriza por una deficiencia del neurotransmisor
dopamina, como consecuencia de la muerte de neuronas dopaminérgicas en la
Sustancia Negra. Aunque no hay cura para la EP, los sintomas pueden reducirse con la
administracion conjunta de L-Dopa (L-3,4-dihidroxifenilalanina; LD) y carbidopa (acido
(2S)-3-(3,4-dihidroxifenil)-2-hidrazino-2-metilpropanoico; CD), que aumenta los niveles
de dopamina en el cerebro?. LD es un aminoacido que puede transformarse en
dopamina mediante su descarboxilacion catalizada por la enzima Dopa Descarboxilasa.
CD actua como inhibidor competitivo de dicha enzima en la sangre periférica,
maximizando asi la cantidad de LD que llegara intacta al cerebro. La capacidad de LD
para cruzar la barrera hematoencefalica (BHE), y la incapacidad de CD para atravesarla,
es la clave para que este tratamiento funcione (Figura 5-1). Cabe mencionar que, en
caso de generarse dopamina en la sangre periférica, esta no podria cruzar la BHE y

causaria efectos secundarios como nauseas, vomitos, hipotension y arritmias

cardiacas®.
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Figura 5-1. Esquema del funcionamiento del tratamiento para el Parkinson con levodopa + carbidopa.
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En cultivos neuronales in vitro se ha observado que la administracién de LD conduce
a un aumento en niveles de dopamina, con el efecto adverso de generacion de EROs*,
cuyo exceso esta asociado con la muerte neuronal en condiciones tales como EP,
Alzheimer, autismo, depresion, esquizofrenia, entre otras®. Sin embargo, también se ha
observado que la coadministracion de LD + CD es capaz de reducir el dano en el ADN
producido por EROs®, probablemente debido a que la actividad antioxidante de CD
(comprobada experimentalmente en la seccién 3.5.4) fue suficiente para contrarrestar
la generacion de EROs generados tanto en el metabolismo de LD como en otros
procesos celulares. Por otro lado, a pesar del aumento en los niveles de EROs, existen
estudios que demuestran que LD es capaz de actuar como agente neuroprotector,

promoviendo el crecimiento y diferenciacién de neuronas dopaminérgicas’.

El zinc es esencial para la sefalizacién neuronal. Modula la plasticidad neuronal y la
actividad sinaptica tanto en las etapas neonatales como en las adultas. También regula
la proliferacion, migracién, diferenciacion y supervivencia de las neuronas, y su
deficiencia esta relacionada con la aparicién de enfermedades neurodegenerativas y
con la disfuncién neurocognitiva y de memoria. Ademas, se ha observado que una
deficiencia temprana de Zn puede provocar un deterioro cognitivo a largo plazo que no

puede ser corregido con la suplementacion posterior®.

El objetivo de este trabajo fue sintetizar un complejo de coordinacién entre el farmaco
LD y Zn(ll) con el objetivo de modificar su estructura para mejorar su capacidad
neuroprotectora. Anteriormente, se reporto la sintesis (en fase sélida) de un complejo
con estructura [Zn(LD),] a partir de acetato de Zinc y LD en relacion 2:1°. En nuestro
caso, debido a las diferentes condiciones de sintesis, se logré obtener un compuesto
con estructura [Zn(LD)(H20)OH].3H20 (ZnLD).

La capacidad neuroprotectora de LD y ZnLD fue evaluada, en cultivos primarios de
neuronas de embriones de ratas Sprague-Dawley de 18 dias de edad, a través de la
reversion del daio generado por niveles excesivos del agente excitotoxico glutamato
(medido a través de los parametros de viabilidad celular, longitud de neuritas, activacion

de caspasas 3/7 e integridad de la membrana celular).
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5.2 Resultados

5.2.1 Sintesis del complejo ZnLD ([Zn(LD)(H20)OH].3H20)

Para sintetizar ZnLD (Figura 5-11) se preparé una solucién 0,5 mM de LD en 100 mL
de agua. Luego, se afadieron lentamente 0,5 mM de ZnCl; disueltos en 1 mL de HCI
0,1 M. La mezcla resultante fue agitada durante 30 minutos bajo burbujeo de nitrégeno
(para prevenir la oxidacion de LD). Posteriormente, se agregd gota a gota una solucion
de KOH 1M hasta alcanzar pH 6,5. El precipitado obtenido fue filtrado, lavado con agua

y etanol y secado bajo corriente de nitrégeno gaseoso.

HO
] 3H,0

HO HZN/ZT\

Figura 5-11. Estructura del complejo ZnLD.

5.2.2 Caracterizacion fisicoquimica

Estudios en fase soélida

5.2.2.1 Analisis elemental

El analisis elemental realizado para el compuesto ZnLD mostré porcentajes de
carbono, nitrégeno e hidréogeno consistentes con los porcentajes tedricos esperados
para la formula CoH19O9NZn propuesta. El contenido de Zinc determinado en nuestro
laboratorio por el método espectrofotométrico de Zincon también fue similar al calculado
(Tabla 5-I).
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Tabla 5-I. Porcentajes elementales esperados (de acuerdo a la formula CgH1s09NZn) y obtenidos para ZnLD.

Elemento % Calculado % Experimental
C 30,8 30,8
N 4,0 3,9
H 54 5,2
Zn 18,6 18,8

De igual manera que para ZnMD (seccién 4.2.2.1), se evalué si la estructura de ZnLD
contenia iones cloruro a través del método de Mohr. Los resultaros indicaron que dichos
iones no formaban parte de la composicion del complejo, por lo que se concluyd que su
electroneutralidad se alcanzé mediante la coordinacién del centro metalico con un anién
OH-.

5.2.2.2 Analisis termogravimétrico

El TGA para ZnLD (Figura 5-1ll) (atmésfera de oxigeno, 50 mL/min) mostré una
primera pérdida de peso correspondiente a 3 moléculas de H,O de hidratacién (15,4 %
calculado y 15,0 % experimental, hasta 100 °C), y una segunda pérdida correspondiente
a una molécula de H,O coordinada (5,0 % calculado y 4,7 % experimental, entre 100 y
230 °C). Se alcanz6 un peso constante de 23,0% a partir de los 650 °C, similar al valor
esperado de 23,2% para el residuo ZnO, el cual fue identificado por FTIR (ver Seccién
3.2.2.2).

100— B
i 3 H,O solvatacion
80— 1 H,O coordinacion
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40—
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O r—T T T T T T T T T T T T T T
O N LN LN DO DN DN ODODOD®
EIENIEN S I S S SR R

T(°C)

Figura 5-lll. Curva del TGA de la descomposicion de ZnLD.
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5.2.2.3 Espectroscopia FTIR

La Tabla 5-I muestra las asignaciones obtenidas para las bandas de los espectros
FTIR de LD y ZnLD. Las asignaciones de LD fueron realizadas en base a los datos

reportados en trabajos anteriores.

El espectro FTIR de ZnLD mostré bandas de estiramiento OH correspondientes a la
presencia de agua e hidroxilos en 3429 cm™. Las bandas de OH (catecol) en LD
aparecieron a 3382 cm™ (vOH), 1407 cm™ (8epCaromOH) y 1065 cm™ (8CaromOH), y N0
se vieron modificadas en gran medida para ZnLD, lo que indica que estos grupos no
interaccionaron con el ion metalico y que el ligando no sufrié procesos de oxidaciéon
(Figura 5-1V). La banda de estiramiento simétrico vsNH,, localizada en 3210 cm™ cambid
su posicion desplazandose a mayor numero de onda y disminuyd su intensidad al
coordinarse, lo que indica que este grupo interactud con el zinc. La banda de torsion en
plano de este grupo asignada en 1634 cm™ quedd enmascarada por una banda ancha
en el complejo, centrada en 1589 cm™. La banda a 1256 cm™, correspondiente a la
torsion CNH, también se desplazo a 1266 cm™, indicando la implicaciéon de este grupo

en la coordinacion con el metal.

Se observo que la banda del modo de estiramiento vC=0 a 1657 cm™ (-COOH)
presente en LD desaparecié en el complejo, y aparecieron dos nuevas bandas ubicadas
en 1589 cm™ y 1421 cm™ que fueron asignadas a los correspondientes modos de
vibracién vasCOO- y vsCOO- del grupo carboxilato, respectivamente. La diferencia de
posicion entre estas dos bandas es indicativa de la coordinacion monodentada de este
grupo con el metal. Las bandas relacionadas con el modo de estiramiento vC-O y las
torsiones 8COH del grupo carboxilico (1460 cm™, 1443 cm™, 1138 cm™)'® disminuyeron

su intensidad en el espectro FTIR del complejo.

Todos estos datos sugieren una coordinacion a través de los grupos amino y
carboxilato. Este tipo de coordinacion también ha sido reportada en estudios anteriores

mediante titulacion potenciométrica en soluciones acuosas’".
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Figura 5-1V. Espectros FTIR de LD y ZnLD.

Tabla 5-1. Asignaciones para las bandas de los espectros FTIR de LD y ZnLD. Abreviaturas: mf, muy fuerte; f, fuerte; m,

media; d, débil; a, ancha; h, hombro; ep, en plano; fp, fuera del plano; arom, aromatico; as, asimétrico; s, simétrico.

Asignaciones LD ZnLD
vOH (agua) - 3429 mf, a
vOH (catecol) 3382 mf 3390 mf
vas NH2 3315 mf 3317 mf
vs NH2 3210 mf 3254 h
v C=0 1657 mf -
vas COO" - 1589 mf, a
dCOH 1460 f -
vCO (COH) 1443 f 1440 h
vs COO" - 1421 m
8epCaromOH 1407 f 1397 h
3CNH 1256 f 1266 f
depCOH 1205 d 1209 h
vCO (COH) 1138 m 1153 d
SpCaromOH 1065 m 1071 d
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Estudios en solucién

El compuesto ZnLD presentd una solubilidad baja en la mayoria de los solventes
probados (agua, metanol, etanol, isopropanol, acetona, éter etilico, dimetilformamida,

acetonitrilo), siendo moderadamente soluble s6lo en DMSO.

5.2.2.4 Conductividad

La conductividad molar (An) de una solucion 10 M de ZnLD en DMSO fue medida
durante 4 h (Tabla 5-11l). Se observo un valor constante de alrededor de 12 Q™' cm?mol™,
por lo que ZnLD seria un compuesto no-electrolito que no genera especies cargadas en

DMSO durante al menos 4 horas.

Tabla 5-11l. Conductividad en funcién del tiempo para una solucion 103 M de ZnLD en DMSO.

Tiempo (min) | Am (Q7'cm2mol™)

0 13

10 12

20 10

30 10

60 11
120 12
240 13

5.2.2.5 Espectroscopia UV-Visible y medidas de estabilidad

El espectro UV-Visible de LD en agua (Amax = 281 nm, € = 1840 M-'cm™") experimento
la aparicién de un hombro a 301 nm luego de la complejacion con Zn(ll) (€301 = 720
M-'cm™). El espectro de LD no mostré cambios apreciables luego de 4 horas, mientras
que el de ZnLD sufrid ligeros cambios en dicho periodo de tiempo (Figura 5-V). Sin
embargo, estos cambios no son de una magnitud importante, por lo que consideramos
que el compuesto puede ser utilizado en los ensayos subsecuentes, en donde los

tiempos de manipulacion son mucho menores que 4 horas.
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Figura 5-V. Variacion en el tiempo del espectro UV-Visible de una solucion acuosa 2 x 10“M de LD (izquierda) y de una
solucion acuosa 1,5 x 10 M de ZnLD (derecha).

5.2.3 Estudios de biodisponibilidad

5.2.3.1 Ensayo de reparto y predicciones computacionales

Se realizaron medidas de coeficiente de reparto, para estimar la capacidad de LD y
ZnLD de atravesar la BHE, en un sistema agua/octanol mediante el método del frasco
agitado (ver Seccién 2.3.2). Las concentraciones de LD y ZnLD se midieron en la fase

acuosa antes y después del reparto mediante espectroscopia UV-Vis (Figura 5-VI).

LD (fase acuosa) antes de reparto ZnLD (fase acuosa) antes de particion
—— LD (fase acuosa) luego de reparto 0.254 — ZnLD (fase acuosa) luego de particién
. =
/ g 0.20-
/ 1]
/ 2
/ [
2
2 0.15
<
/ 0.10-
\
T T T 1 1 T T T T 1
260 270 280 290 300 260 270 280 290 300
A (nm) A (nm)

Figura 5-VI. Espectros UV-Visible para LD (izquierda) y ZnLD (derecha) en fase acuosa,
antes y después del reparto en n-octanol. Se utilizaron concentraciones iniciales de 10 M.
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Las concentraciones medidas se utilizaron para calcular el valor de Po, de cada

compuesto. Los calculos para LD resultaron en un valor de Pow de 0,0076 (logP = -2,12):

Coct _ Cw(i)-Cw(f) _ 1.107*M —-9,9210"° M

Pow (LD) = cw cw(f) 9,92.1075> M = 0,0076
Por otro lado, el valor de Pow de ZnLD fue de 0,18 (logP = -0,74):
Pow (ZnLD) = Coct _ Cw(@i) —Cw(f) _ 1.107*M - 8,47 .107° M = 0,18

cw Cw(f) 8,47 .1075 M

Con el fin de comparar los valores experimentales, se realizaron calculos de
predicciones de las propiedades farmacocinéticas y fisicoquimicas empleando el
simulador Swiss ADME, siendo la sigla ADME: absorcion, distribucion, metabolizacion y
eliminacion (Tabla 5-1V). Los valores experimentales de logP se asemejan a los
obtenidos mediante prediccion farmacocinética en la web'? (-2,26 para LD y -0,86 para
ZnLD) calculados mediante el método MLOGP disefiado por Muriguchi y colaboradores
en 19923, Este método fue disefiado en base a una regresion lineal multiple, donde se
correlacion6 el valor de logP de 1230 compuestos con varias de sus caracteristicas,
tales como el numero total de atomos de oxigeno y nitrégeno, numero de insaturaciones,

presencia de anillos aromaticos, nitrégenos cuaternarios o grupos nitro, etc.

Tabla 5-1V. Parametros obtenidos en la simulacién computacional Swiss ADME para LD y ZnLD.

Parametro LD ZnLD
Peso molecular (g/mol) 197,19 | 281,57
Numero de atomos pesados 14 16
Numero de enlaces rotatorios 3 5
Numero de aceptores de puente de hidrégeno 5 6
Numero de dadores de puente de hidrogeno 4 4
TPSA 103,78 | 96,22
Log Pow -2,26 -0,86

La comparacion entre los valores de Pow de LD y ZnLD demuestra que ZnLD posee
mayor afinidad por la fase organica que LD, lo cual supondria una mayor capacidad del

complejo para atravesar la BHE de manera pasiva respecto al ligando.
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Adicionalmente, se realizaron tests de “compuesto tipo droga” para ZnLD (test de
Lipinski', Ghose's, Veber'®, Egan' y Muegge'®). Estos test predicen si un compuesto
es candidato a utilizarse como droga en base a su biodisponibilidad, la cual se estima
con modelos computacionales que tienen en cuenta distintas caracteristicas como peso
molecular, logP, nimero de grupos donores y aceptores de puentes de hidrégeno,
numero de enlaces rotables y rigidos, numero de ciclos aromaticos, area de superficie
polar (PSA) y presencia de ciertos grupos funcionales (como aminas terciarias alifaticas,
grupos alcohol y carboxamidas). EI complejo obtuvo resultados positivos en todos los
test utilizados (Tabla 5-V). El puntaje en biodisponibilidad resulté favorable, dado que
cualquier compuesto con una puntuacién de biodisponibilidad de 20,55 se considera

ideal y se absorbe muy bien por el cuerpo.

Tabla 5-V. Resultados obtenidos para LD y ZnLD en los tests de “compuesto tipo droga”.

Test LD ZnLD
Lipinski Si; sin violaciones Si: sin violaciones
Ghose Si Si
Veber Si Si
Egan Si Si
Muegg No; 2 violaciones (PM<200; Log P<-2) Si
Puntaje de biodisponibilidad 0,55 0,55

Asimismo, se encontré que el complejo fue positivo para el test de PAINS (pan-
assay interference compounds)'®, es decir, que posee regiones que podrian
interaccionar de manera no especifica con ciertos targets biolégicos, lo que podria
interferir con algunos ensayos de deteccion (screening). En el test de Brenk® se
reconocieron al grupo catecol y al Zn como regiones inestables o reactivas, que pueden
contribuir a la toxicidad (Tabla 5-VI). Por otra parte, se determiné que el complejo tendria
suficiente potencial para progresar hacia un programa completo de desarrollo de
farmacos (compuesto lider). En el estudio de descubrimiento de farmacos se puede
evaluar la facilidad de sintesis (accesibilidad sintética). El puntaje asignado va desde 1
(facil de sintetizar) hasta 10 (muy dificil para sintetizar. En la prediccién, el complejo
obtuvo un buen puntaje (2,00), por lo que seria util para ser comparado en un screening

virtual de posibles candidatos a drogas.
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Tabla 5-VI. Tests de quimica medicinal realizados para LD y ZnLD.

Tests de Quimica Medicinal LD ZnLD

PAINS (pan-assay

) 1 alerta: catecol 1 alerta: catecol
interference compounds)
. - ) 2 alertas: catecol y
Brenk (posible toxicidad) 1 alerta: catecol metal pesado
Caracteristicas de compuesto lider No: 1 violacién PM<250 Si
Puntaje de accesibilidad sintética 1,81 2,00

5.2.4 Evaluacion de los efectos neuroprotectores in vitro

Como se detalld en la seccién 2.7.2, estos ensayos se basan en la generacion de
neurotoxicidad por medio de L-glutamato. De esta manera, las neuronas primarias de
ratas se tratan con los compuestos de interés antes del agregado de glutamato con la

finalidad de evaluar sus efectos protectores frente a la excitotoxicidad.

5.2.4.1 Determinacion de viabilidad de neuronas

La incubacion de 24 horas con glutamato 100 uM produjo una disminucion del 26%
en la viabilidad de las neuronas. Pudo observarse que la preincubacién de una hora con
LD 10 ypM y ZnLD 10 uM fue capaz de prevenir de manera significativa la muerte
inducida por glutamato (Figura 5-VII). En el ensayo se incluy6 el efecto producido por la
incubacion con dizocilpina, MK-801, que es un antagonista no competitivo del receptor
de glutamato. Se observo que este control positivo pudo revertir la mortalidad de manera
similar a LD/ZnLD.
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Figura 5-VII. Viabilidad de neuronas determinada mediante tincion de acidos nucleicos con Hoechst 33342. Antes de la
determinacion, las células fueron pretratadas durante una hora con los compuestos indicados y luego incubadas con
glutamato (agente excitotdxico) durante 24 horas. Los datos se representan como el porcentaje medio del nimero de

células respecto al control sin glutamato + desviacién estandar para cada condicion. **: p<0,01; ****: p<0,0001

diferencia respecto al control positivo de toxicidad (Glutamato).

5.2.4.2 Determinacion de longitud de neuritas

Se evaluod la extension de las neuritas como otro parametro de excitotoxicidad. La
incubacion de las neuronas por 24 horas con glutamato 100 uM redujo la extensién de
sus neuritas en un 32%, mientras que el pretratamiento con el control positivo MK-801
reestrablecié totalmente dicha extension, alcanzando valores similares al grupo sin
glutamato. El pretratamiento con ZnLD, a diferencia de LD, fue capaz de impedir
significativamente el efecto negativo del agente excitotéxico sobre las neuritas de

manera dosis dependiente (Figura 5-VIII).
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Figura 5-VIII. Longitud de neuritas determinado mediante tincién de beta tubulina Ill. Antes de la determinacion, las
células fueron pretratadas durante una hora con los compuestos indicados y luego incubadas con glutamato (agente
excitotdxico) durante 24 horas. Los datos se representan como el porcentaje de longitud de las neuritas (respecto al

control sin glutamato) + desviacién estandar para cada condicion. **: p<0,01; ****: p<0,0001 diferencia respecto al

control positivo de toxicidad (Glutamato).

5.2.4.3 Determinacion de integridad de membrana mediante medicion de

actividad Lactato Deshidrogenasa

LDH es una enzima soluble que se encuentra en el citosol. La enzima se libera al
medio de cultivo circundante cuando se produce dafo celular o lisis, procesos que
ocurren tanto durante la apoptosis como durante la necrosis. La actividad de LDH en el
medio de cultivo permite utilizarla como indicador de la integridad de la membrana
celular y para la medicién de la citotoxicidad. Para evaluar los efectos del glutamato
sobre la integridad de la membrana plasmatica, se empled la cuantificacion de LDH en
sobrenadantes de las células tratadas. La incubacion de 24 horas con glutamato 100
MM provoco un aumento de 250% en los niveles de actividad LDH en el medio de cultivo
respecto al control sin exposicion a glutamato, lo que indica una clara disminucién en la
integridad de la membrana celular de las neuronas. Estos efectos se vieron disminuidos
cuando se realiz6 una preincubacion con LD 10 uM (Figura 5-1X), de forma similar a la
preincubacion con el control positivo MK-801. El complejo ZnLD, por otra parte, logré

disminuir los efectos téxicos de glutamato a concentraciones menores (1 uM), lo cual
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vuelve a evidenciar la potenciacién de los efectos neuroprotectores de LD a través de la

complejacion con Zn(ll), logrando un aumento en la supervivencia de las neuronas.
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Figura 5-1X. Actividad Lactato Deshidrogenasa cuantificada con el "kit de deteccién de citotoxicidad (LDH)" (Roche).
Antes de la determinacion, las células fueron pretratadas durante una hora con los compuestos indicados y
luego incubadas con glutamato (agente excitotoxico) durante 24 horas. Los datos se representan como el
porcentaje de actividad respecto al control + desviacion estandar para cada condicién. ****: p<0,0001

diferencia respecto al control positivo de toxicidad (Glutamato).

5.2.4.4 Medida de actividad de caspasas 3/7

Las caspasas (cistein-proteasas que actuan sobre residuos aspartato) desempenan
papeles clave en la sefializacion de la apoptosis y en algunos procesos de maduracion
proteica. En particular, las caspasas 3/7 son caspasas que degradan proteoliticamente
una serie de proteinas intracelulares para llevar a cabo el programa de muerte celular.
En este trabajo se midio la activacion de dichas proteasas como indicador del proceso
de apoptosis. La Figura 5-X muestra el porcentaje de células apoptéticas determinado
a través del reactivo de deteccion de actividad de caspasas 3/7 CellEvent® en células
preincubadas con los compuestos de interés e incubadas con el agente excitotoxico
glutamato. Pudo observarse que el grupo sin exposicion a glutamato presentd un
porcentaje de células apoptdticas de 3%, mientras que la incubaciéon con glutamato 100
MM aumentd el porcentaje de células en apoptosis a 12,5%. El control positivo
(preincubacion con MK-801) mostrd niveles de apoptosis similares al grupo sin
glutamato. Respecto a los compuestos de interés, la apoptosis sélo pudo evitarse de

forma significativa mediante la preincubacion con ZnLD 1 uM (8,6%) y ZnLD 10 uM (4%).
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La preincubacion con el ligando LD no mostré disminucion sobre el porcentaje de células
apoptéticas. Este resultado demuestra que la complejacién con Zn(ll) le confirié a LD un
efecto neuroprotector mejorado, capaz de aumentar la supervivencia de las neuronas al

evitar que estas entren en apoptosis frente a un agente excitotoxico.
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Figura 5-X. Porcentaje de células apoptéticas determinado a través del reactivo de deteccion de actividad de caspasas
3/7 CellEvent®. Antes de la determinacion, las células fueron pretratadas durante una hora con los compuestos
indicados y luego incubadas con glutamato (agente excitotdxico) durante 24 horas.

Los datos se representan como el porcentaje de células con actividad de caspasas 3/7 respecto al nimero total de
células * desviacion estandar para cada condicion. ****: p<0,0001 diferencia respecto al control positivo de toxicidad
(Glutamato).

5.3 Discusion

Se logré con éxito la sintesis del complejo ZnLD a partir de Zn(ll) y el farmaco
levodopa, utilizado comunmente para el tratamiento de la EP. La estructura de dicho
compuesto fue elucidada mediante técnicas de caracterizacion fisicoquimica, entre las
cuales se encuentran la espectroscopia FTIR y UV-VIS, analisis elemental,

determinaciones termogravimétricas y determinaciones de conductividad molar.

Dado que ZnLD fue disefiado con el propésito de mejorar las propiedades

neuroprotectoras de LD, resulté necesario comprobar si el complejo seria capaz de
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atravesar la BHE y actuar sobre las neuronas. Para esto se utilizd un ensayo in vitro de
reparto en agua/octanol, el cual se ha utilizado en trabajos anteriores para simular la
interfaz sangre/cerebro de un organismo vivo?'?*. Los resultados obtenidos indicaron
que ZnLD tendria una mayor capacidad de atravesar la BHE de forma pasiva que LD.
Sin embargo, es importante recalcar que LD es capaz de atravesar la BHE a través de
canales transportadores de aminoacidos de carga. Se requieren estudios mas
exhaustivos para determinar si ZnLD también es capaz de atravesar estos canales.
Afortunadamente, existen trabajos previos que demuestran que la forma quelada de
levodopa con Zn(ll) es capaz de llegar al cerebro de manera mas eficaz que en su forma
libre?®, por lo que es esperable que ZnLD sea capaz de atravesar la BHE con éxito. Para
comprobar esta hipétesis deberian realizarse estudios in vivo donde se evidencie la
actividad neuroprotectora del complejo, o donde se mida su concentracién en el tejido
cerebral. Por otra parte, ZnLD tuvo resultados positivos en todos los test de compuesto
“tipo droga”, por lo que se esperaria que tenga una buena biodisponibilidad en el
organismo. LD tuvo resultados positivos en todos los test, con excepcién del test de
Muegge. Ambos compuestos mostraron alguna posible interferencia o toxicidad en los
test de PAINS y Brenk, mientras que sélo ZnLD presenté caracteristicas de compuesto

lider.

La evaluacién de la actividad neuroprotectora se realizé sobre un cultivo primario de
neuronas embrionarias de ratas Sprague-Dawley de 18 dias de edad. Se utilizd6 un
modelo de excitotoxicidad generada por glutamato y se evalu6 la capacidad de los
compuestos para impedir el dafio generado por este compuesto. El glutamato es uno de
los principales neurotransmisores excitatorios en el sistema nervioso central, pero se ha
demostrado que su acumulacion en el espacio sinaptico resulta perjudicial. Esto provoca
un aumento desmedido en los niveles de iones Ca*? intracelulares, lo cual desencadena
una cascada de transduccion de sefales que resulta en la activaciéon de calpainas
(proteasas dependientes de calcio), de DAPK1 (una quinasa asociada a la muerte
celular programada) y de la enzima Oxido Nitrico Sintasa neuronal (que genera EROs
durante su funcionamiento). Estos procesos impactan sobre la integridad de varias
estructuras celulares y conducen a la induccién de apoptosis®. En este trabajo en
particular se midieron cuatro marcadores cuya alteracion esta asociada al dafio neuronal:
viabilidad, integridad de membrana plasmatica, longitud de neuronas y actividad de
caspasas 3/7. Todos estos marcadores se vieron mejorados de manera dosis
dependiente con la preincubacion con ZnLD, siendo su efecto significativamente
superior al de LD libre. En particular, la activacion de las caspasas 3/7 y el acortamiento

de neuritas inducido por la incubacion con glutamato pudo ser evitada con la
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preincubacion con ZnLD pero no con LD (se observé una respuesta dosis dependiente
con LD que no alcanzé a ser estadisticamente significativa para las concentraciones

probadas en este trabajo).

5.4 Conclusiones

El complejo metalico ZnLD, sintetizado a partir de LD y Zn(ll), mostré actividad
neuroprotectora mejorada respecto al ligando libre, lo que demuestra una vez mas que
la complejacion con iones metalicos es una estrategia util para generar nuevos
compuestos de interés farmacolégico. Ademas, los estudios realizados sugieren que el
complejo seria capaz de cruzar la BHE y tendria una biodisponibilidad adecuada en el
organismo. La mayor capacidad de neuroproteccion de ZnLD frente a LD, sumada a su
probable aumento de biodisponibilidad, hacen a este complejo un candidato de interés

para evaluarlo como posible farmaco.

En el futuro, resultara interesante evaluar el desempefio de ZnLD en un modelo in
vivo para comprobar si los efectos neuroprotectores se asemejan a los observados in
vitro, y para asegurar que su biodisponibilidad es adecuada. Ademas, podria proponerse
el estudio de ZnLD en un modelo in vivo de EP y comparar su accion sobre los sintomas
motores de esta enfermedad con la accién de la terapia tradicional (LD + CD). Existe un
modelo de EP en moscas de la fruta (Drosophila melanogaster) que podria ser un buen
candidato para estos ensayos?’. Por ultimo, se requeriran estudios adicionales para
entender el mecanismo de accion por el cual la complejacién con Zn(ll) es capaz de

potenciar el caracter neuroprotector de LD.

5.5 Bibliografia

(1) World Health Organization. Parkinson disease. https://www.who.int/news-room/fact-
sheets/detail/parkinson-disease.

(2) Jankovic, J. Parkinson’s Disease: Clinical Features and Diagnosis. J. Neurol.
Neurosurg. Psychiatry 2008, 79 (4), 368-376.
https://doi.org/10.1136/jnnp.2007.131045.

(3) Marsden, C. D.; Parkes, J. D.; Rees, J. E. A year’s comparison of treatment of
patients with parkinson’s disease with levodopa combined with carbidopa versus
treatment with levodopa alone. The Lancet 1973, 302 (7844), 1459-1462.
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(73)92729-3.

210



(4) Stansley, B. J.; Yamamoto, B. K. L-Dopa-Induced Dopamine Synthesis and
Oxidative Stress in Serotonergic Cells. Neuropharmacology 2013, 67, 243-251.
https://doi.org/10.1016/j.neuropharm.2012.11.010.

(5) Popa-Wagner, A.; Mitran, S.; Sivanesan, S.; Chang, E.; Buga, A.-M. ROS and Brain
Diseases: The Good, the Bad, and the Ugly. Oxid. Med. Cell. Longev. 2013, 2013,
1-14. https://doi.org/10.1155/2013/963520.

(6) Colamartino, M.; Padua, L.; Meneghini, C.; Leone, S.; Cornetta, T.; Testa, A.; Cozzi,
R. Protective Effects of L-Dopa and Carbidopa Combined Treatments on Human
Catecholaminergic Cells. DNA Cell Biol. 2012, 31 (11), 1572-1579.
https://doi.org/10.1089/dna.2011.1546.

(7) Kostrzewa, R. M.; Kostrzewa, J. P.; Brus, R. Neuroprotective and Neurotoxic Roles
of Levodopa (L-DOPA) in Neurodegenerative Disorders Relating to Parkinson’s
Disease. Amino Acids 2002, 23 (1-3), 57-63. https://doi.org/10.1007/s00726-001-
0110-x.

(8) Kumar, V.; Kumar, A.; Singh, K.; Avasthi, K.; Kim, J.-J. Neurobiology of Zinc and Its
Role in  Neurogenesis. Eur. J  Nutr. 2021, 60 (1), 55-64.
https://doi.org/10.1007/s00394-020-02454-3.

(9) Mandal, S.; Das, G.; Askari, H. Amino Acid-Type Interactions of L-3,4-
Dihydroxyphenylalanine with Transition Metal lons: An Experimental and Theoretical
Investigation. J. Mol. Struct. 2015, 1100, 162-173.
https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2015.06.063.

(10)  Edwin, B.; Hubert Joe, I. Vibrational Spectral Analysis of Anti-Neurodegenerative
Drug Levodopa: A DFT Study. J. Mol Struct. 2013, 1034, 119-127.
https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2012.09.004.

(11)Hamada, Y. Z.; Rogers, C. Interaction of Hydroxyphenylalanin (L-DOPA) as a
Coordinating Ligand with a Series of Metal lons; Reaction of L-DOPA. J. Coord.
Chem. 2007, 60 (20), 2149-2163. https://doi.org/10.1080/00958970701256634.

(12)  SwissADME. http://www.swissadme.ch.

(13)  Moriguchi, I.; Hirono, S.; Liu, Q.; Nakagome, |.; Matsushita, Y. Simple Method of
Calculating Octanol/Water Partition Coefficient. Chem. Pharm. Bull. (Tokyo) 1992,
40 (1), 127-130. https://doi.org/10.1248/cpb.40.127.

(14) Lipinski, C. A.; Lombardo, F.; Dominy, B. W.; Feeney, P. J. Experimental and
Computational Approaches to Estimate Solubility and Permeability in Drug Discovery
and Development Settings 1PIl of Original Article: S0169-409X(96)00423-1. The
Article Was Originally Published in Advanced Drug Delivery Reviews 23 (1997) 3—
25. 1. Adv. Drug Deliv. Rev. 2001, 46 (1-3), 3—26. https://doi.org/10.1016/S0169-
409X(00)00129-0.

(15) Ghose, A. K.; Viswanadhan, V. N.; Wendoloski, J. J. A Knowledge-Based
Approach in Designing Combinatorial or Medicinal Chemistry Libraries for Drug
Discovery. 1. A Qualitative and Quantitative Characterization of Known Drug
Databases. J. Comb. Chem. 1999, 1 (1), 55-68. https://doi.org/10.1021/cc9800071.

(16)  Veber, D. F.; Johnson, S. R.; Cheng, H.-Y.; Smith, B. R.; Ward, K. W.; Kopple, K.
D. Molecular Properties That Influence the Oral Bioavailability of Drug Candidates.
J. Med. Chem. 2002, 45 (12), 2615-2623. https://doi.org/10.1021/jm020017n.

(17) Egan, W. J.; Merz, K. M.; Baldwin, J. J. Prediction of Drug Absorption Using
Multivariate  Statistics. J. Med. Chem. 2000, 43 (21), 3867-3877.
https://doi.org/10.1021/jm000292e.

211



(18) Muegge, |.; Heald, S. L.; Brittelli, D. Simple Selection Criteria for Drug-like
Chemical Matter. J. Med. Chem. 2001, 44 (12), 1841-1846.
https://doi.org/10.1021/jm015507e.

(19) Baell, J. B.; Nissink, J. W. M. Seven Year ltch: Pan-Assay Interference
Compounds (PAINS) in 2017—Ultility and Limitations. ACS Chem. Biol. 2018, 13 (1),
36—44. https://doi.org/10.1021/acschembio.7b00903.

(20) Brenk, R.; Schipani, A.; James, D.; Krasowski, A.; Gilbert, I. H.; Frearson, J.;
Wyatt, P. G. Lessons Learnt from Assembling Screening Libraries for Drug Discovery
for Neglected Diseases. ChemMedChem 2008, 3 (3), 435-444.
https://doi.org/10.1002/cmdc.200700139.

(21) Levin, V. A. Relationship of Octanol/Water Partition Coefficient and Molecular
Weight to Rat Brain Capillary Permeability. J. Med. Chem. 1980, 23 (6), 682—684.
https://doi.org/10.1021/jm00180a022.

(22) Seydel, J. K. Octanol-Water Partitioning versus Partitioning into Membranes. In
Methods and Principles in Medicinal Chemistry; Seydel, J. K., Wiese, M., Eds.; Wiley,
2002; Vol. 15, pp 35-50. https://doi.org/10.1002/3527600639.ch2.

(23) Lohmann, C.; Hiwel, S.; Galla, H.-J. Predicting Blood-Brain Barrier Permeability
of Drugs: Evaluation of Different In Vitro Assays. J. Drug Target. 2002, 10 (4), 263—
276. https://doi.org/10.1080/10611860290031903.

(24) Cornford, E. M.; Braun, L. D.; Oldendorf, W. H.; Hill, M. A. Comparison of Lipid-
Mediated Blood-Brain-Barrier Penetrability in Neonates and Adults. Am. J. Physiol.-
Cell Physiol. 1982, 243 (3), C161-C168.
https://doi.org/10.1152/ajpcell.1982.243.3.C161.

(25) Rajan, K. S.; Manian, A. A; Davis, J. M.; Dekirmenjian, H. Metal Chelates of L-
DOPA for Improved Replenishment of Dopaminergic Pools. Brain Res. 1976, 107 (2),
317-331. https://doi.org/10.1016/0006-8993(76)90229-8.

(26) Nicosia, N.; Giovenzana, M.; Misztak, P.; Mingardi, J.; Musazzi, L. Glutamate-
Mediated Excitotoxicity in the Pathogenesis and Treatment of Neurodevelopmental
and Adult Mental Disorders. Int. J. Mol. Sci. 2024, 25 (12), 6521.

(27)  Meulener, M.; Whitworth, A. J.; Armstrong-Gold, C. E.; Rizzu, P.; Heutink, P.; Wes,
P. D.; Pallanck, L. J.; Bonini, N. M. Drosophila DJ-1 Mutants Are Selectively Sensitive
to Environmental Toxins Associated with Parkinson’s Disease. Curr. Biol. 2005, 15
(17), 1572-1577. https://doi.org/10.1016/j.cub.2005.07.064.

212



Conclusiones finales

213



Los resultados obtenidos en este estudio respaldan la hipotesis inicial de que la
complejacion de farmacos con metales de transicion puede potenciar su actividad
biolégica. Se demostrdé que esta estrategia influye en la biodisponibilidad, interaccién
con blancos celulares y mecanismos de accion, evidenciando el impacto tanto de la
estructura conformacional modificada de los compuestos como de los efectos

intrinsecos del metal utilizado.

En relacion con el objetivo general, se logro la sintesis y caracterizacion de nuevos
complejos de coordinacién de vanadio y zinc con ligandos de interés terapéutico, y la
evaluacion de la actividad bioldgica (efectos antitumorales, antimetastasicos,
antihipertensivos, neuroprotectores, etc.) en modelos experimentales in vitro e in vivo.

En cuanto a los objetivos especificos, se alcanzaron los siguientes avances:

o Sintesis y caracterizacion de complejos de coordinacion: Se obtuvieron y
caracterizaron con éxito complejos de V(IV) y Zn(ll) con ligandos de naturaleza
antitumoral, antihipertensiva y neuroprotectora, que se listan en la tabla a
continuacion. La caracterizacion en fase sdlida y en solucién mediante técnicas
analiticas y espectroscopicas confirmé la estructura y estabilidad de los

compuestos obtenidos.

Férmula minima Abreviatura
[VO(Crisina)(Fenantrolina)Cl] VOCrisFen
[Zn(Carbidopa)(H20).].2H20 ZnCD

[Zn(Metildopa)(H20)2(OH)].H20 ZnMD
[Zn(L-Dopa)(H20)(0OH)].3H20 ZnLD

e Interaccion con albumina sérica bovina (ASB): Se determindé que los
complejos sintetizados pueden interactuar con ASB de manera reversible, lo que

sugiere que podrian ser transportados de manera eficiente en el organismo.

o Evaluacion de la actividad biolégica de compuestos con actividad
antitumoral: El complejo de oxidovanadio(lV) con crisina y fenantrolina
(VOCrisFen) mostré una citotoxicidad significativa y selectiva hacia células de
cancer de pulmén A549, induciendo muerte celular por estrés oxidativo. Se
evidencio que la presencia de fenantrolina en la esfera de coordinaciéon (de
estructura planar y caracteristicas lipofilicas) mejord la captacion celular y la

eficacia del compuesto. Ademas, la selectividad hacia células tumorales resalta

214



su potencial terapéutico. Por otra parte, el complejo de Zn(ll) y carbidopa (ZnCD)
demostré una actividad antitumoral selectiva por células de cancer de mama
triple negativo MDA-MB-231 y mejorada respecto al compuesto original, pero su
mecanismo de accién involucré la generacion de estrés reductivo. Estos
hallazgos destacan la importancia del equilibrio redox celular en la actividad
biolégica de los complejos sintetizados. Para ambos compuestos se observo
alteracion en el potencial de membrana mitocondrial, lo cual sugiere un proceso

de muerte celular por la via intrinseca de apoptosis.

Evaluacion de la actividad biolégica de compuestos con actividad
antihipertensiva: Se confirmé que la complejacién del farmaco antihipertensivo
a-metildopa con Zn(ll) (ZnMD) incrementé su eficacia en la reduccion de la
presion arterial en modelos in vivo, ademas de mostrar efectos beneficiosos
adicionales como la reversion de la hipertrofia cardiaca y la fibrosis. Se sugiere
que la mejor interaccién de ZnMD con el receptor a2-adrenérgico, facilitada por
la presencia del ion Zn(ll), podria ser responsable de su mayor actividad
farmacologica. Ademas, se observé un aumento en los niveles del vasodilatador
NO en tejido cardiaco luego del tratamiento con ZnMD; esto podria deberse a la
capacidad antioxidante de ZnMD, que evitaria la degradacion de NO por parte

de las especies reactivas de oxigeno.

Evaluacion de la actividad biolégica de compuestos con actividad
neuroprotectora: El complejo sintetizado a partir de L-Dopa y Zn(ll) (ZnLD)
mostré una mayor capacidad neuroprotectora, frente al tratamiento con
glutamato, en comparacion con el ligando libre. Se obtuvieron ademas
evidencias experimentales e informaticas que sugieren su capacidad de cruzar
la barrera hematoencefalica. Se propone evaluar este compuesto en modelos in
vivo para estudiar mas exhaustivamente su potencial como farmaco

neuroprotector.
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