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COMPLEJOS METALICOS: UN NUEVO ENFOQUE EN LA
LUCHA CONTRA LA LEISHMANIASISY LA
ENFERMEDAD DE CHAGAS

JUAN MANUEL SALAS PEREGRIN

Excelentisimo Sr. Presidente,
Excelentisimos e Hustrisimos Sres. Académicos,
Queridos amigos y comparieros.

Sefioras y Senores:

En primer lugar, quiero expresar mi mas profundo agradecimiento a todas
las personas que de alguna manera han contribuido a que hoy me encuentre
aqui, a punto de iniciar mi discurso de ingreso en la Academia de Ciencias

Matematicas, Fisico-Quimicas y Naturales de Granada.

A mis padres y hermanos que siempre me apoyaron en todo y a Amelia que

siempre esté ahi.



A mis comparieros que me animaron a solicitar el ingreso en esta llustre
Academia y a la propia Academia como institucion por haber aceptado mi

solicitud. A todos deseo manifestarles aqui mi mas profundo agradecimiento.

Quiero hacer una mencion especial a los profesores que me iniciaron en el
increible mundo de la investigacion: D. Juan de Dios Lépez Gonzalez y D.
Cristobal Valenzuela Calahorro y a los profesores D. Antonio Garcia

Rodriguez y D. Antonio Navarrete Guijosa por su apoyo en todo momento.

Mi agradecimiento también a todas aquellas personas, profesores hoy de esta
Facultad en la mayor parte de los casos, a los que he tenido el placer de poder
dirigir sus trabajos de Tesis Doctoral o colaborar estrechamente: José Suarez
Varela-Guerra, Enrique Colacio Rodriguez, Miguel N. Moreno Carretero,
Maria P. Sanchez Sanchez, Miguel Quirds Olozabal, Jose Maria Moreno
Sénchez, Jorge A. Rodriguez Navarro, Elisa Barea Cuesta, Antonio
Rodriguez Diéguez, Carmen Rodriguez Maldonado, Ana Belén Caballero
Hernandez, Noelia de la Luz Santamaria Diaz y José Manuel Méndez
Arriaga. Con ellos que he compartido y sigo compartiendo una parte muy

importante de mi vida.

Finalmente, quisiera expresar también mi agradecimiento por el afecto y
consideracién que han tenido conmigo a los profesores Gerardo Pardo
Sanchez, Alberto Prieto Espinosa, Pedro Luis Mateo Alarcon, Manuel
Sénchez Moreno, Enrique Hita Villaverde, Fernando Gonzélez Caballero,
Alberto Fernandez Gutiérrez, Jesus Sdnchez Dehesa y, de manera especial,
a Luis Fermin Capitan Vallvey, gran amigo y compafiero, quien ha tenido a
bien ser mi padrino en este solemne acto de toma de posesion. A todos

muchas gracias.



Hoy es un dia muy importante para mi ya que con este acto se culmina un
largo camino que se inicié hace mas de cuarenta y ocho afios, cuando empecé
mi licenciatura en Ciencias Quimicas, para posteriormente incorporarme,
cinco afios mas tarde (1974), como profesor Ayudante de Quimica

Inorgénica de esta Facultad.

Al integrarme en esta ilustre Academia espero poder servirla en todo aquello
que contribuya a su enaltecimiento siendo consciente de la responsabilidad
que esto conlleva y cumplir con los objetivos que esta ilustre institucion

persigue.

Cuando recibi la aceptacion de la Academia me planteé el tema de la
conferencia preceptiva acerca de alguna de las materias propias de la Seccion
de Fisico-Quimicas en la que me integro. No tuve duda, lo haria sobre
Quimica de la Coordinacion porgue en ese campo me inicié en la

investigacion cientifica y hasta la fecha en él continuo.

El tema elegido estd relacionado con el papel que juegan los complejos
metalicos en la lucha contra determinadas enfermedades y en particular con
dos de las denominadas por la OMS enfermedades olvidadas: la

Leishmaniasis y la enfermedad de Chagas.

Con su venia, paso a exponer mi discurso de entrada titulado “Complejos
metalicos: un nuevo enfoque en la lucha contra la Leishmaniasis y la

Enfermedad de Chagas”.

1.-Complejos metalicos en Medicina.

La influencia que los iones metélicos ejercen sobre los seres vivos viene
siendo investigada desde hace tiempo, habiéndose creado nuevas areas de la

Quimica como la Quimica Bioinorganica y la Quimica Inorganica



Biomédica, que han experimentado un desarrollo espectacular en las Gltimas

décadas.

Entre los descubrimientos que han tenido lugar en estas areas cabrian citarse

como ejemplos representativos:

1.- El papel de los compuestos de Ag(l) como agentes antimicrobianos, que
se ha revalorizado en los Ultimos afios debido a la resistencia de ciertos

microorganismos a los farmacos organicos.
2.- El efecto que ejerce el Bi(lll) sobre el Helicobacter pylori.

3.- El uso de complejos de Au(l) conteniendo tiolatos y fosfinas que se

emplean en el tratamiento de la artritis reumatoide.

4.-El descubrimiento de complejos de Mn(ll) anédlogos a la superdxido
dismutasa que ofrecen nuevas posibilidades para tratar la inflamacion o la

isquemia de miocardio.

5.- Complejos de V(IV) y V(V) que en la actualidad se estdn ensayando

como sustitutivos de la insulina.

6.- Compuestos de litio que se emplean a gran escala en el tratamiento de

trastornos bipolares de personalidad.

7.- Complejos metalicos con ligandos macrociclicos que se comportan como
inhibidores del virus del SIDA existiendo un considerable interés en el papel

de las proteinas de Zn en el ciclo del virus.

8.- Complejos de Gd(l11) o ®Tecnecio que se utilizan cada vez méas como

elementos de contraste en radioimagen y diagnostico.



Sin embargo, a pesar de todas estas aplicaciones y probablemente debido a
la enorme repercusion social de la enfermedad, los estudios sobre la posible
actividad antitumoral de los complejos metalicos han experimentado un

crecimiento espectacular desde 1965 hasta nuestros dias.

El cancer es una enfermedad caracterizada por una deficiencia en los
mecanismos que controlan la multiplicacion celular que da como resultado
una proliferacion de las células superior a la muerte de las mismas
originandose asi la formacion de un tumor, un agregado de células

cancerosas

El punto de inflexion en el desarrollo rapido y productivo de la investigacion
en este campo lo marcd el descubrimiento del cisplatino como agente
antitumoral. Este descubrimiento fue llevado a cabo por el profesor Barnett
Rosenberg en la década de los sesenta del pasado siglo (1-2) y dio lugar a
que el estudio de la actividad antitumoral de los complejos de platino y de
otros metales, haya sido, sin duda, el campo que mayor desarrollo
investigador ha experimentado, en el terreno de la actividad biologica de los

complejos metalicos, en los ultimos treinta afios

La historia comenzd en la Universidad de Michigan. En dicha universidad el
Profesor Barnett Rosemberg y su ayudante Loreta Van Camp, estudiaban el
crecimiento de la bacteria E. coli en presencia de un campo eléctrico
generado por dos electrodos de platino introducidos en una disolucién acuosa
de cloruro amonico que actuaba como electrolito. Este grupo de
investigacion observo que en el medio de cultivo se inhibia la division celular
causando en la bacteria un crecimiento filamentoso unas trescientas veces
superior al tamafio normal de la bacteria. Estos hechos se publicaron en la

revista Nature en el afio 1965 (1-2).



Enseguida se buscaron las causas de este andmalo crecimiento filamentoso
y se descubrié que en el medio de cultivo se formaba electroliticamente, a
partir de los electrodos, el complejo hexacloruro platinato(IV) y que ese
compuesto reaccionaba con el cloruro amoénico para originar en primer lugar
el cis-tetraclorurodiaminplatino(1V) que por la accion de la luz ultravioleta
daba lugar a la formacién, entre otros compuestos, del cis-

diclorurodiaminplatino(ll) (cisplatino).

Figura 1.- a) cis-diclorurodiaminplatino(ll) (Cisplatino); b) visién
tridimensional del Cisplatino.

Rosenberg pensd que si estas sustancias impedian la division celular podrian
actuar como agentes antineoplasicos razon por la cual en 1969 se comenzo a
estudiar la actividad de estos complejos frente a distintas lineas de células

tumorales in vitro y en diferentes tumores in vivo.

Todos estos estudios hicieron que el cis-diclorurodiaminplatino(ll) se haya
convertido en un compuesto universalmente utilizado en la quimioterapia de
diferentes tipos de cancer siendo especialmente Gtil para el tratamiento del

cancer testicular. Su uso en clinica como agente antitumoral se inicié en



1978, convirtiéndose asi el platino en el primer elemento metalico cuyos
complejos eran capaces de alcanzar la diana nuclear que disparaba los

mecanismos de muerte celular por apoptosis: el ADN. (3).

El descubrimiento del cisplatino, como sefiala Lippert en el prélogo de su
libro "Cisplatin”, (4) fue muy importante, entre otras, por las siguientes

razones.:

En primer lugar, por queé dio y da hoy a muchos pacientes que sufren diversos
tipos de cancer, esperanzas de prolongacion y una mejor calidad de vida, e

incluso, la posibilidad de curarse.

En segundo lugar, el descubrimiento de la actividad antitumoral del
cisplatino tuvo un fuerte impacto en el desarrollo de la Quimica Inorganica
y la Quimica de la Coordinacion contribuyendo a la colaboracion de la
Quimica Inorganica con otras disciplinas de las ciencias de la vida como la
Farmacologia, la Bioquimica, la Medicina, la Biologia Molecular, etc.;

dando lugar a la aparicion de la Quimica Bioinorganica.

Ademas, sefiala Lippert en tercer lugar, que el descubrimiento de Rosenberg
es un excelente ejemplo de lo que puede lograr la ciencia basica, haciendo

una llamada a su financiacion.

Hoy dia, pasadas ya mas de cuatro décadas del descubrimiento de su
actividad antitumoral, el cisplatino se viene utilizando con éxito en el
tratamiento quimioterapéutico de muchos tumores, habiéndose estudiado
exhaustivamente los mecanismos quimicos y bioguimicos de su actuacion,
sus efectos secundarios y la adquisicién de resistencia por parte de lineas

celulares que inicialmente fueron sensibles a su accion.



Entre los diferentes efectos colaterales negativos que presenta el cisplatino
caben mencionar: su alta toxicidad, el reducido espectro de tumores ante los
cuales es realmente eficaz y la resistencia que desarrollan distintos tipos de

cancer ante este farmaco.

Los problemas clinicos relacionados con su toxicidad incluyen
nefrotoxicidad, nduseas, vomitos, neuropatia sensorial, pérdida de oido en la
alta frecuencia e hipomagnesemia. Para paliar estos problemas se ha

recurrido a distintos protocolos, entre los que merecen citarse:

-La administracion de compuestos que contengan atomos de azufre como la
tiourea, metionina, dietilditiocarbamato, cisteina, etc., con el objetivo de
capturar el platino sobrante sin interferir en la actividad del farmaco. La
administracion de este tipo de compuestos reduce los problemas

gastrointestinales y la toxicidad en general.

-El uso de diuréticos y la ingesta de liquidos que faciliten la eliminacion de
los toxicos que puedan acumularse en el rifién disminuyendo de esta forma

la nefrotoxicidad que presenta este complejo metalico.

-La encapsulacion del cisplatino en liposomas lo que mejora su solubilidad,

disminuye la toxicidad y aumenta la eficacia de dosis menores.

No obstante, a pesar de todas las mejoras introducidas en la administracion
del Cisplatino el problema de su toxicidad persiste por lo que se han
desarrollado nuevos complejos de platino conocidos como compuestos de
segunda y tercera generacion; al primero de estos grupos pertenecen, entre
otros, el carboplatino, el oxaliplatino (Figura 2) y el iproplatino, todos ellos
con geometria de tipo cis, analoga a la del cisplatino, mientras que los

compuestos de tercera generacion presentan geometria trans (4).



En el desarrollo de este ultimo tipo de complejos destacan los trabajos
llevados a cabo por los equipos de Nicholas Farrell en la Virginia
Commonwaelth University (5-7) con complejos trans de férmula general
PtClx(L)(L’), en los que L y L’ pueden ser piridina. N-metilimidazol,
quinolina y los trabajos del grupo del profesor Giovanni Natile (8), en la
Universidad de Bari, con complejos de simetria trans y ligandos de tipo
iminoeter. Esta clase de complejos presentan una elevada actividad
antitumoral, baja toxicidad, mayor solubilidad y no presentan el problema de
resistencia que se genera en diferentes tipos de neoplasias con el tratamiento
con Cisplatino. Ademas, estos nuevos complejos han ampliado el espectro

de tumores que pueden ser tratados por quimioterapia.

El desarrollo de estos nuevos farmacos antitumorales ha sido posible gracias
a los estudios que se realizaron y se estan realizando para establecer la
relacion existente entre la estructura de estos complejos y su actividad
antitumoral. En estos estudios se ha llegado a la conclusion de que para
poseer actividad antitumoral un complejo de platino deberia cumplir las

siguientes reglas:

-Los complejos deberian ser neutros y responder a una férmula general del
tipo cis-[PtXz(am)2] o cis,trans,cis-[PtVX,Y2(am).] en donde X e Y son
ligandos anidnicos que actian como buenos grupos salientes y am son

aminas en disposicion cis.

-Los ligandos X, deben ser grupos o atomos dadores que formen enlaces de
fuerza intermedia con el Pt(l11) como es el caso de los iones sulfato, cloruro,
oxalato y citrato. Para los compuestos de Pt(IV), los ligandos Y son grupos
hidroxilo o carboxilato en disposicion trans y ocupando las posiciones

axiales.



Los ligandos amino, tanto monodentados como bidentados deben tener al

menos un grupo N-H, para poder formar un enlace de hidrégeno.

Estas normas las cumplen los analogos del cisplatino pertenecientes a la
segunda generacion. Sin embargo, posteriores investigaciones han puesto de
manifiesto que estas reglas no son universales ya que existen complejos de
platino con actividad antitumoral que no las cumplen. Cabe pues, formular
unas condiciones mas genéricas, menos dependientes de la estructura, para
que un complejo de platino presente actividad antitumoral. Estas condiciones

serian:

-Que el complejo sea cinéticamente estable,

-Que sea soluble en los fluidos biologicos.

-Que pueda atravesar la membrana celular.

-Que se una covalentemente al ADN o que se intercale en él.
- Que inhiba determinadas funciones de los genes.

Lo que no permite excluir, a priori, basandose Gnicamente en su estructura,

a ningn compuesto de platino.

0 O
N
PAN
N 0
H, 0

Figura 2.- Estructura del oxaliplatino.
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En la actualidad, ademas del cisplatino, se estan utilizando en el tratamiento
clinico de algunos tipos de tumores el carboplatino, que es menos toxico que
el cisplatino, es activo frente al mismo rango de tumores que éste y se
administra por via intravenosa; el nedaplatino, cuyo uso ha sido aprobado en
Japon vy el oxaliplatino,(Figura 2) un derivado de 1,2-diaminociclohexano
que se utiliza en el tratamiento de metastasis secundarias de cancer

colorrectal.

Las investigaciones en este campo no se han detenido y se dirigen hacia el
disefio y la sintesis de nuevos complejos metalicos que posean una mayor
actividad y menores efectos secundarios que los utilizados hasta el momento;
estos nuevos complejos no cumplen las antiguas reglas estructura-actividad
y, sin embargo, presentan actividad antitumoral; son los denominados
complejos de tercera generacion. Este tipo de complejos presentan
geometrias trans. La principal diferencia entre los compuestos cis y trans
radica en la mayor reactividad de estos ultimos, lo que les hace, en principio,
mas susceptibles de ser inactivados antes de alcanzar su diana. Esta
reactividad puede ser disminuida por la introduccién de ligandos
voluminosos que provoquen un impedimento estérico, bloqueando el acceso
a la posicion axial del &tomo de platino e inhibiendo asi la formacion del

intermedio pentacoordinado que lleva a la sustitucion del ligando cloruro.

El diferente modo de interaccion de este tipo de complejos con el ADN les
hace activos frente a determinados tumores resistentes al cisplatino en los
que la resistencia parece ser debida a una disminucion de la entrada de
platino en las células y/o al incremento de la tolerancia a los aductos de Pt-
ADN.

El exito obtenido por el cisplatino en el tratamiento del cancer abri6 la puerta

al uso de otros complejos metalicos y al estudio del comportamiento de los
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mismos frente a otros tipos de enfermedades; en nuestro caso nos vamos a
centrar en dos de las denominadas por la OMS como enfermedades olvidadas

(Neglected diseases): la Leishmaniasis y la enfermedad de Chagas.

2.-Leishmaniasis

La leishmaniasis es un conjunto de enfermedades parasitarias, con una
amplia diversidad clinica y epidemioldgica, causada por protozoos parasitos
intracelulares y monoflagelados que pertenecen a clase kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae. Del genero Leishmania se han descrito 53
especies, de las cuales se conoce que 31 son parasitos de mamiferos y 20 son

patogenas para los seres humanos.

Ciclo biolégico del parasito

0 Al alimentarse de sangre

el flebétomo inocula al parasito Los macréfagos fagocitan

Los promastigotes a los promastigotes

se reproducen por

en forma de promastigote
divisién y migran / -~ J
a la probéscide
Vv Al i
\% Los promastigotes se
transforman en
amastigotes dentro
de los macréfagos A
Los amastigotes se transforman
o en promastigotes en el intestino medio
. ®8. —
°°’° o > Los amastigotes se multiplican
M 0 g - ~— en las células de varios tejidos

~ \ (también en los macréfagos)

Ingestién de 00
células parasitadas d Basae o
: A = Fase infecciosa
Al alimentarse de sangre ‘ I
el flebétomo ingiere macréfagos A = Fase diagndstica

infectados con amastigotes

Figura 3.- Ciclo de vida de la Leishmaniasis.



El vector de Leishmaniasis spp son las hembras de los flebotomos. El ciclo
infectivo se inicia cuando las hembras de los flebotomos, durante la ingesta
de sangre que realizan para alimentarse y poder desarrollar sus huevos,
inoculan con su picadura los parasitos en su forma de promastigotes

metaciclicos, que son altamente infectivos (8) (Figura 3).

En el hospedador vertebrado, los parasitos son captados por los neutréfilos
y los macrofagos de la dermis y se engloban en el interior de la vacuola
parasitaria. Aqui se transforman en la forma amastigote y se dividen

activamente mediante sucesivas divisiones binarias.

Tras la multiplicacion de los amastigotes la célula estalla y los amastigotes
quedan libres y preparados para invadir otros macréfagos vecinos donde se

repite la multiplicacion de los parasitos (9).

Segun datos de la OMS (10) se estima que existe una incidencia total de
aproximadamente 12 millones de casos de leishmaniasis en todo el mundo y
que alrededor de 350 millones de personas habitan en zonas de riesgo de
contraer la enfermedad (8). Estos datos indican también que son mas de
50.000 casos de leishmaniasis visceral y mas de 600.000 casos de

leishmaniasis cutanea los que aparecerian cada afio.

La distribucion geogréfica de la leishmaniasis esta relacionada con la
distribucién del vector, sensible a climas frios, siendo por tanto
particularmente comun en regiones tropicales y subtropicales. Hasta en un
total de 98 paises se ha descrito transmisién endémica de la leishmaniasis,
encontrandose la mayoria de estos paises en vias de desarrollo (8). No
obstante, en los paises de la cuenca mediterranea se estd produciendo un
marcado aumento en el nimero de infecciones; la causa de este incremento

se debe, presumiblemente, al aumento de individuos inmunosuprimidos
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debido a las infecciones con el virus de la inmunodeficiencia, a los
trasplantes, a los agentes quimioterapeuticos y a las terapias biologicas
recientemente introducidas para el tratamiento de condiciones inflamatorias
cronicas. Ademas, el incremento de viajes internacionales ha causado un

aumento de casos de leishmaniasis en paises no endémicos (8).

En Espafa esta enfermedad fue descrita por primera vez por el médico
granadino Fidel Fernandez Martinez en la década de los afios veinte del
pasado siglo (8). El agente etioldgico de la leishmaniasis en la cuenca
mediterranea es principalmente Leishmania infantun, la especie con mayor
distribucién mundial y que puede producir leishmaniasis visceral, cutanea y

mucocutanea.

La leishmaniasis suele ser una zoonosis es decir, una enfermedad transmitida
al hombre por los animales, siendo el perro el hospedador natural, si bien el
hombre puede ser infectado de forma accidental. La leishmaniasis también
puede ser una antroponosis (enfermedad transmitida de una persona a otra a

través del insecto vector).

La infeccion por Leishmania spp puede ser asintoméatica o puede

manifestarse de distintas formas:

-Leishmaniasis visceral con inflamacién grave del higado y del bazo. Esta
forma es la mas grave y puede ser letal si no se trata. Se la conoce también
con el nombre de Kala-azar (fiebre negra) debido a que produce una

pigmentacion oscura en la piel.

-Leismaniasis cutanea es la forma mas comun y menos severa de esta
enfermedad y produce Ulceras que cicatrizan espontdneamente. Se denomina
como botdn de Oriente la lesion que aparece tras la picadura del insecto

vector.
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-Leishmaniasis mucocutanea, debida a una diseminacion linfatica o
hematdgena del parasito desde una lesion cutanea. Las lesiones en este caso
afectan a las mucosas de la nariz, la cavidad bucal y la region rinofaringea.
Este tipo de leishmaniasis se conoce desde hace tiempo y aparece reflejada
en algunas figuras cerdmicas de la cultura Moche (Huacos patoldgicos,
Figura 4) que se desarrollo en el valle del rio Moche al norte del Peru entre
los siglos 11y VII d.C.).

Figura 4.- Huacos patolégicos cultura Moche (Perq).

Entre los farmacos que se utilizan en la actualidad para combatir la
leishmaniais se encuentran los derivados antimoniales denominandose asi a
unas sales de antimonio pentavalente en forma de estibogluconato sodico
(Pentostam) o antimoniato de meglumina (Glucantime): Ambos
medicamentos solo existen en sus formas originarias y se han utilizado
durante 60 afos (11). A pesar del largo tiempo que estos medicamentos
tienen en uso terapéutico su mecanismo de accion permanece todavia poco
entendido, incluso no esté claro si el compuesto activo es el Sb(V) o Sb(lll).

Recientemente se han propuesto dos modelos para el mecanismo de accién
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de estos medicamentos antimoniales (12); el primero propone que los
antimoniales pentavalentes son profarmacos que requieren la reduccién a su
forma trivalente para ser mas toxicos y activos (13). Esta reduccién se
produce por las enzimas reductasas de los macréfagos. EI mecanismo de
accion del Sb(lll) esta probablemente relacionado con su interaccién con
biomoléculas. que contienen grupos sulfhidrilo, incluyendo tioles, péptidos,
proteinas y enzimas. Existen evidencias de que las dianas moleculares para

el Sb(111) son la tripanotiona reductasa y la proteina de los dedos de cinc (14).

El segundo modelo propone que el Sb(V) posee actividad antileishmania
intrinseca, e inhibe la topoisomerasa del ADN tipo | (15), y que el

stibogluconato es un potente inhibidor de la proteina tirosina fosfatasa (16).

Aunque estos compuestos antimoniales pentavalentes han sido empleados
con éxito en todo el mundo presentan cierta toxicidad debido a su
acumulacién en los tejidos, provocando efectos secundarios como nauseas,
dolor abdominal, arritmias cardiacas, pancreatitis, etc. Ademas, su
administracion se efectua por via intravenosa, intramuscular o intralinfatica

y el tratamiento normalmente es prolongado.

Otra cuestion a tener en cuenta es la aparicion de parasitos resistentes al
tratamiento lo que ha hecho que se investiguen otros farmacos que no
presenten este problema. Entre estos merece destacarse a la miltefosina
(hexadecilfosfocolina), fosfolipido sintético de administracion oral y topica.
Este producto fue utilizado como farmaco antitumoral oral. La miltefosina
puede producir como efectos secundarios vomitos y diarreas y no puede ser

administrada a mujeres embarazadas.
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La miltefosina es efectiva frente a la leishmaniasis visceral y cutanea. Su
mecanismo de accidn no se conoce, pero parece estar relacionado con su

actividad como tensoactivo lo que puede alterar muchos procesos celulares.

Otro de los farmacos que se utiliza en la actualidad para combatir la
leishmaniasis es la anfotericina B un antibiotico antifungico de amplio
espectro; es bastante eficaz pero puede presentar como efectos secundarios
una severa nefrotoxicidad, dolor de huesos, hipopotasemia, miocarditis y
reacciones relacionadas con su administracion que es intravascular y tambiéen
que requiere un periodo largo de hospitalizacion. Como alternativa se pueden
utilizar formulaciones lipidicas como la Anfotericina B liposomal
(AmBisome) que requiere una Unica dosis y cuyos efectos secundarios son
mas leves, pero el problema es que este medicamento tiene un coste muy

elevado lo que restringe su utilizacion en paises en vias de desarrollo.

Otros compuestos que se emplean también contra la leishmaniasis son la

pentamidina, la paramomicina, el alopurinol y algunos azoles.

3.-LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

La enfermedad de Chagas, denominada asi en honor del cientifico brasilefio
Carlos Chagas, quien la describiera exhaustivamente por primera vez en
19009, es otra forma de tripanosomiasis que se da principalmente en los paises
sudamericanos y que recibe también el nombre de tripanosomiasis

americana.

La enfermedad de Chagas forma parte del conjunto de enfermedades que la
OMS cataloga como enfermedades tropicales o subtropicales olvidadas

(Neglected Tropical Diseases). Esta enfermedad constituye un importante
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problema sanitario en Latinoamérica y se concentra en las regiones rurales
maés pobres de Centro y Sudamérica. Es endémica en 21 paises de la zona 'y
es la enfermedad parasitaria mas importante de América Latina y la que

produce el mayor nimero de muertes por afio en la region.

En los Gltimos afios la creciente corriente migratoria de América Latina hacia
América del Norte y Europa y la ausencia de controles en los bancos de
sangre y Organos de estos paises ha producido la expansion de esta

enfermedad hacia los mismos.

La enfermedad de Chagas, al igual que otras enfermedades parasitarias, esta
asociada a la pobreza y al bajo nivel educativo de las poblaciones afectadas
y aun hoy, 100 afios después de su descripcion, sigue siendo un importante

problema de salud en Latinoamérica (19).

El agente etioldgico de la enfermedad de Chagas es el Trypanosoma cruzi,
un protozoo parasito intracelular que pertenece a la familia trypanosomatide
orden kinetoplastida. El vector biologico de T. cruzi es la vinchuca (triatoma

infestans).

El paréasito se transmite principalmente a través de la picadura de un insecto
triatomineo hematdfago (triatoma infectans) que recibe diferentes nombres
populares dependiendo de la region (Vinchuca, chinche negra, la
ponzofosa...). El insecto defeca durante la picadura y los parasitos se
transmiten al huésped como consecuencia del rascado de la herida generada

(8), aungue también puede transmitirse por otras vias:

- Transmisidn via transplacentaria de la madre al feto o por la leche

materna.
- Transfusion de sangre por donantes infectados.
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- Trasplante de 6rganos de donantes infectados.

- Contaminacion accidental en la manipulacion de materiales

biologicos contaminados.
- Ingestién de alimentos contaminados.

La enfermedad de Chagas transcurre en dos fases, una fase inicial aguda,
muchas veces asintomatica, en la que los parasitos circulan por la sangre y
en la que se producen lesiones cutaneas y procesos inflamatorios
diseminados. Tras esta fase, que puede durar unas ocho semanas, se pasa a
la fase cronica asintomatica donde la enfermedad logra pasar inadvertida.
Algunos pacientes evolucionan a la fase cronica sintomatica donde aparecen
trastornos cardiacos, alteraciones digestivas y neurologicas que pueden
producir importantes trastornos gastrointestinales (megacolon 'y
megaesofago) y, en el caso del corazon, la destruccidén progresiva del
musculo cardiaco que ocasiona, con el paso de los afios, la muerte subita o
insuficiencia cardiaca (17). Algunos autores indican que la muerte de Darwin
por problemas cardiacos podria haber sido como consecuencia de una
picadura de la vinchuca durante el viaje de cinco afios que realiz6 a
Latinoamérica en el HMS Beagle (1831-1836).

En el ciclo de vida del trypanosoma cruzi (Figura 5) los tripomastigotes
metaciclicos infectivos son transmitidos por las heces de la vinchuca durante
su ingesta de sangre. Estos parasitos infectan varios tipos de células
incluyendo células musculares cardiacas donde se diferencian a formas
amastigotes y se multiplican mediante fision binaria. Los amastigotes
intracelulares se diferencian a tripomastigotes que son liberados a la sangre
y que invaden otras celulas o son ingeridos por la vinchuca durante la ingesta

de sangre. Los tripomastigotes se diferencian a epimastigotes que se
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multiplican en el intestino medio del parasito y migran al intestino posterior

como tripomastigotes metaciclicos continuando el ciclo.

En el triatomino En el hombre
( Plc:dt.:ra fell trlatotrlnlr:o e Los tripomastigotos metaciclicos
mpaeig i:llfoss er p??:;eg::;el animal) penertan en las diferentes células
< L alrededor de |a picadura. En su Interlor
é/ N se transfroman en amastigotos
X AN )
Tripomastigotos metaciclicos §
en elémtesy A @ Y
(sl
N~ Los amastligotos
2 tripomastigotos se multiplican por
Multiplicacion en pueden Infectar fision binaria en las

otras celulas y se células de los tefidos
transforman en

amastigotos Intracelulares
en los nuevos sitios de Infeccion
Pueden aparecer
los signos clinlcos
a partirde este
ciclo Infeccloso

3 v i A
/@ o Los amastigotos Intracelulares

. se transforman en tripomastigotos,
A= Iniclode la Infeccion salende lacélulay despues

A= Dlagnéstico posible entran en la circulacion sanguinea

o el estomago
% Plcadura del triatomino
e (Ingestion de

Eplmastigoto en tripomastigotos)
el estomago

Infectados

Figura 5.- Ciclo de vida de la enfermedad de Chagas.

A pesar de los importantes avances realizados en el estudio de la bioquimica
y fisiologia del Trypanosoma cruzi en busca de nuevos blancos terapéuticos
para combatir la enfermedad, su farmacologia es aun insuficiente. Otro
problema adicional es que se han aislado un elevado nimero de cepas de T.

cruzi gue presentan diferentes resistencias a los farmacos en uso.

Los farmacos que en la actualidad se utilizan para combatir la enfermedad

de Chagas son el benznidazol y el nifurtimox; de los dos el més eficaz es el

benznidazol y presenta una mejor tolerancia. Ambos farmacos son

tripanocidas para todas las formas del parasito, pero presentan serios

inconvenientes; causan toxicidad sistémica y efectos adversos que incluyen
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anorexia, nauseas, vomitos, cefalea, depresion del sistema nervioso central,

vertigo, parestesias y dermatitis.

El mecanismo de accion de estos dos farmacos parece deberse a que ambos
generan radicales libre nitro que se forman por la accion de las
nitroreductasas (NAFDH citocromo P-450 reductasa). En el caso del
nifurtimox, el radical libre generado sufre un proceso redox en el que se
forman especies reactivas de oxigeno (ROS) toxicas para el parasito. En el
caso del benznidazol los metabolitos generados dafian biomoléculas por

unién covalente (18).

La eficacia de estos farmacos disminuye a medida que transcurre mas tiempo
desde la infeccidn, siendo por tanto mas util su administracion durante la fase

aguda de la enfermedad.

4.-Complejos metalicos con actividad contra la Leishmaniasis y la

enfermedad de Chagas.

Los medicamentos que se utilizan hoy dia para el tratamiento de la
leihmaniasis y la enfermedad de Chagas hemos visto que presentan varios
inconvenientes como son la necesidad de largos periodos de medicacion,
trastornos renales y otros efectos secundarios, la aparicion de resistencia y
los altos costos (anfotericina B). Esto ha hecho que se inicie la basqueda de
otros agentes quimioterapéuticos que sean mas eficaces frente a estas dos

enfermedades y que presenten menos efectos secundarios o ninguno.

El éxito alcanzado por el cisplatino y las generaciones del mismo y la

busqueda de otros metales como agentes antitumorales hizo pensar que los
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complejos metélicos podrian ser compuestos muy adecuados para combatir

la leishmaniasis y la enfermedad de Chagas

Hasta hace pocos afios escaso énfasis se habia puesto en el desarrollo de
farmacos antiparasitarios basados en complejos metalicos, sin embargo, en
los Gltimos afios se ha visto que los complejos metélicos de muchos agentes

terapéuticos han resultado ser més efectivos que el farmaco original (20).

La union a un metal de un ligando bioldgicamente activo puede mejorar su
biodisponibilidad, por modificacion de propiedades como estabilidad,
solubilidad y lipofilia y/o mejora de su indice terapéutico, por incremento de
la actividad, disminucion de la toxicidad o ambos factores a la vez. Por otra
parte, estos nuevos compuestos pueden eludir el desarrollo de resistencia,
fendmeno que es un problema de trascendencia creciente en el proceso de

descubrimiento y utilizacion de nuevos farmacos antiparasitarios.

Por otra parte, los complejos metélicos empleados para combatir estas
enfermedades pueden actuar por un mecanismo de accion dual e incluso
multiple, debido, por un lado, al farmaco organico bioactivo y, por otro lado,
al metal. Este sinergismo que resulta en un efecto combinado o aditivo
permitiria disminuir la dosis terapéutica y asi, disminuir los efectos

secundarios del farmaco original (8).

Los primeros trabajos que utilizaron esta estrategia fueron realizados por
grupos de investigacion de paises en los que estas enfermedades son
endémicas (Latinoamérica). En el caso de la enfermedad de Chagas se
empezaron a utilizar complejos metélicos de farmacos comerciales como
pentamidina, cloroquina, clotrimazol y ketoconazol, con objeto de mejorar
la actividad de los mismos y disminuir su citotoxicidad, obteniéndose en

muchos casos compuestos, principalmente conteniendo Ru(ll), con un perfil
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farmacoldgico mejorado (20). En particular el complejo de rutenio con
clotrimazol [RuClz(CTZ)2], resultd6 mucho méas activo que el propio
clotrimazol (CTZ) y mucho menos toxico in vitro en células Vero (20),
erradicando la forma infectiva amastigota de T. cruzi en células Vero a una
dosis 10® M, lo que constituyé un incremento de la actividad 10 veces
respecto al CTZ sin coordinar. Asimismo, el complejo de rutenio no produjo
dafos en las células mamiferas atn a dosis 10 veces mayores que la necesaria
para erradicar la infeccion, lo que indica un efecto altamente selectivo de

este compuesto hacia el parasito.

Los complejos de estos ligandos azoles con otros iones metalicos como
Cu(1D), Au(l), Au(l1) y Rh(l), mostraron también un importante incremento
de actividad sobre la forma epimastigota del parasito respecto al

correspondiente ligando libre.

Otro ejemplo interesante lo constituyen los complejos de tiosemicarbazonas
conteniendo al farmacoforo 5-nitrofurano (21). Varias tiosemicarbazonas
derivadas de 5-nitro-2-furaldehido y 5-nitro-2-furilacroleina resultaron ser

mejores inhibidores de T. cruzi in vitro que el nifurtimox.

El mecanismo principal de la accidén antiparasitaria de estos complejos
involucra la biorreduccion del grupo nitro y la participacion del radical
formado que reacciona para producir metabolitos reducidos de oxigeno v,
finalmente, radicales hidroxilo que resultan ser altamente toxicos para el

parasito (22).

En el caso de la leishmaniasis la busqueda de complejos metalicos como
potentes agentes quimioterapéuticos sigue siendo una prioridad, ya que los

farmacos actualmente disponibles no son totalmente seguros y activos.
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Se han utilizado en el tratamiento de la leishmaniasis diferentes complejos
metélicos; asi, complejos de Au(l) como el aurotiomalato de sodio
(miocrisinaTM) que se utiliza en el tratamiento de la artritis se ha empleado

en pacientes con kala-azar con muy buenos resultados (23).

Se han utilizado también para el tratamiento de la leishmaniasis compuestos
organometalicos de pentamidina de férmula general
[M2(L2)(pentamidina)]?* (donde M = Ir, Rhy L es 1,5 ciclooctadieno, 1,3-
1,5 ciclooctatetraeno o COz ); como contraion se utiliza el anion nitrato.
Estos complejos han resultado ser activos frente a las formas promastigotes
de leishmania donovani e incluso alguno presenta mayor actividad que la del

isotionato de pentamidina(24).

Complejos metéalicos cationicos del tipo transplatino, solubles en agua,
presentan actividad frente a Leishmania infantum; algunos de estos
complejos mostraron una actividad leishmanicida entre 1,6 y 2,5 veces mas
alta que el cisplatino, lo que se justifica debido a la mayor capacidad que
tienen estos complejos de inducir tanto la muerte celular programada como
el blogueo de la divisién celular en G2/M, lo que sugiere que estos complejos

se enlazan al ADN de una manera diferente a la del cisplatino(25).

5.-Los compuestos triazolopirimidinicos.

Los compuestos triazolopirimidinicos resultan de la condensacion entre un
anillo de 1,2,4-triazol y un anillo de pirimidina originando un heterociclo
biciclico. EI més sencillo de estos heterociclos es el 1,2,4-triazolo [1,5-
a]pirimidina (al que denominaremos de aqui en adelante como tp) (Figura
6).
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Normalmente la reaccion anterior conduce a la formacidn de cuatro especies
isdmeras que por un reagrupamiento de Dimroth dan lugar a la forma [1,5-

a] que es la mas estable termodinamicamente (46).

R1 R2 Nombre
H H tp
CHs; H Smtp
CH3 CH3 dmtp
CHs; ©) smtpO
@) H 5tpO
H ®) 7tpO
@) @) 5,7dtpO
H NH, 7atp
CeHs OH 5ftpO
C@He C6H6 dftp

Figura 6.- La 1,2,4-triazolo [1,5a] pirimidina (tp) y sus derivados mas comunes.

La primera referencia que se tiene sobre la sintesis de los compuestos
triazolopirimidinicos aparece en el trabajo realizado en 1909 por Bulow y
Haas (26) en el que se describe la sintesis de la 5-metil-7-hidroxi-1,2,4-
triazolo [1,5-a]pirimidina (HmMtpO). Posteriormente, en 1952 Birr (27),
descubre el uso de este derivado como estabilizador de emulsiones
fotograficas. A partir de esta fecha, el estudio de los compuestos
triazolopirimidinicos experimenta un gran impulso debido a las aplicaciones
que estos encontraron, principalmente en los campos de la medicina y la
agricultura. Asi, algunos de estos compuestos podian actuar como
herbicidas, dilatadores coronarios, agentes quimioterapéuticos, inhibidores

del crecimiento de microorganismos, etc. (28).
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Los derivados triazolopirimidinicos presentan en sus moléculas cuatro
atomos de nitrégeno (N1, N3, N4 y N8). De estos cuatro, el atomo de
nitrégeno en la posicion N8 esta imposibilitado para actuar como atomo
dador en la formacion de complejos por ocupar una posicién cabeza de
puente. Los tres a4tomos de nitrogeno restantes pueden actuar como
posiciones de coordinacidon cuando estos compuestos actian como ligandos
en la formacion de complejos metélicos, siendo el atomo de nitrogeno N3 la
posicion de coordinacion preferentemente adoptada en estas situaciones.
(29-30).

La inclusion de 4&tomos en las posiciones 5y 7 (oxigeno o halogenos) o
grupos funcionales (OH, SH, NH2, etc.) exociclicos en los derivados
triazolopirimidinicos hace que los modos de coordinacion de estos ligandos
aumenten sensiblemente; siendo en la actualidad 16 el nimero de modos de

coordinacion descritos en bibliografia para estos compuestos (31).

Los primeros estudios sobre complejos metalicos de derivados
triazolopirimidinicos se llevaron a cabo, en la década de los ochenta del
pasado siglo, por el grupo de investigacion del profesor J. Reedijk en la
Universidad de Leiden. Le siguieron posteriormente el grupo de
investigacion de los profesores Szlyk- y Lakomska de la Universidad de
Torun (Polonia) que trabajaron con el grupo del profesor Reedijk en Leiden
a principio de los noventa y el grupo de investigacion del que soy
responsable, que se inicio en esta linea de investigacion a principio de la
década de los noventa y que en los ultimos tres afios viene colaborando
estrechamente con el grupo de investigacion de la profesora Iwona

Lakomska.

Fruto del trabajo de nuestro grupo en esta linea de investigacion ha sido la

realizacion de 7 Tesis Doctorales, més otra en fase de realizacion y la
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publicacion de mas de cincuenta articulos cientificos en revistas de

reconocido prestigio.

Recientemente, nuevos grupos de investigacion se han incorporado al
estudio de la caracterizacion estructural y actividad biolégica de los
complejos metélicos con derivados triazolopirimidinicos, en las
universidades de Bucarest (Rumania), Palermo (Italia), Shandong (China) y
Uzhhorod (Ucrania).

En 1999 nuestro grupo de investigacion publico un articulo de revision (29)
en donde se recogian los trabajos realizados hasta 1998 sobre la sintesis,
caracterizacion estructural y actividad bioldgica de complejos metalicos con
ligandos triazolopirimidinicos. Hasta ese momento los principales derivados
de este tipo empleados fueron el derivado tp, su 5,7 dimetil derivado (dmtp)
y el 5-metil-7-hidroxi derivado (HmtpO). EI modo de coordinacion mas
comun de estos ligandos era la forma monodentada a través de N3 (32); Otro
modo de coordinacion importante aparece en los complejos dinucleares de
estos ligandos; en este caso la coordinacion se establece modo puente a
través de N3 y N4, generando en los complejos de Ag(l) un ciclo de ocho
miembros muy estable (33) en el que los ligandos triazolopirimidinicos

adoptan una orientacion cabeza-cola.

Otro tipo de coordinacion comun se produce cuando los derivados
triazolopirimidinicos forman complejos polimericos; en este caso dichos
derivados utilizan normalmente como posiciones de coordinacién los &tomos
de nitrogeno de las posiciones N1 y N3. Un ejemplo de este tipo de
coordinacion ha sido descrito por el grupo de investigacion del profesor

Reedijk en el caso del complejo CuClz(dmtp)2 (34).
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El uso de sustituyentes exociclicos y ligandos auxiliares en los complejos
con derivados triazolopirimidinicos da lugar, por efectos electronicos o
estéricos, a nuevos modos de coordinacion en dichos derivados, habiéndose

descrito hasta la fecha un total de 16 modos diferentes (31,35).

A partir del afio 1999, el gran desarrollo experimentado en la sintesis
organica de triazolopirimidinas increment6 la variedad estructural y la
complejidad de estos derivados como en los casos de la 7-amino-
[1,2,4]triazolo-[1,5-a]pirimidina (7-atp), 5-fenil-7-oxo-[1,2,4]triazolo-[1,5-
a]pirimidina(5HftpO) y 5,7-difenil-[1,2,4]triazolo-[1,5-a]pirimidina (5,7-
dft) y la de sus complejos metélicos (30, 36).

Se utilizan iones metélicos como Pt(11/1V), Pd(1l), y Ru(lll) para obtener
complejos centrados en aplicaciones bioldgicas (quimioterapias) e iones

lantanidos en aplicaciones antiparasitarias (37,38).

Y se obtienen los primeros complejos organometalicos con Sn(IV), Re(l) y
Ru(ll) (39).

6.-Aplicaciones de los complejos triazolopirimidinicos.

Los complejos metalicos con derivados triazolopirimidinicos han encontrado
diferentes aplicaciones entre las que destacan sus usos como: 1) Blogues de
construccion (Metal Organic Frameworks, MFOs); 2) Agentes antitumorales

y 3) Agentes antiparasitarios.
6.1.-Bloques de construccion (MOFs)

Los MOFs son compuestos de coordinacidn que estan formados por la unién

de centros metalicos a traves de ligandos organicos para generar estructuras
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que se extienden en el espacio en varias dimensiones (40). Los MOFs son
materiales porosos de gran importancia ya que los poros y cavidades que
poseen en sus estructuras permiten la difusion de distintos tipos de moléculas
a su través por lo que han encontrado numerosas aplicaciones en diversas
areas como el almacenamiento y separacion de gases, intercambio iénico o

catalisis, entre otras.

Los MOFs han dado lugar al desarrollo de una nueva area de investigacion
en la ciencia de materiales gracias a la combinacion de las aplicaciones de la
quimica inorganica con la versatilidad de la quimica organica y la riqueza

estructural de la quimica del estado solido.

A pesar de que las redes extensas formadas por compuestos de coordinacion
son conocidas desde hace décadas, los MOFs empezaron a generar mayor
interés en los afios 90 después de que se probara, mediante técnicas de
adsorcion de gases, que estos materiales pueden exhibir porosidad
permanente, y, por ello, en la actualidad son objeto de estudio por numerosos
grupos de investigacion en todo el mundo. Merece la pena destacar que
gracias a su naturaleza modular, los MOFs poseen una riqueza quimica y

estructural dificil de encontrar en otra clase de materiales (40).

En los trabajos llevados a cabo en la tesis doctoral de Ana Belén Caballero
Herndndez, realizada en el Departamento de Quimica Inorgénica de esta
Facultad de Ciencias, se pudo aislar el primer MOF de un complejo de plata
con un derivado triazolopirimidinico el tp y aniones hexafluoro fosfato, de
formula3oo {[Aga(ps-tp)2](PFe)2-6H20 (41) (Figura 7).

La formacion de este MOF transcurre previa formacion de un complejo
dimérico de Ag(l) donde los ligandos tp actian en forma bidentada puente.

a través de sus atomos de nitrégeno N3 y N4, adoptando una disposicion

29



cabeza-cola. La adicion de una mayor cantidad de hexafluorofosfato de plata
hace que los atomos de nitrégeno N1 se coordinen a los nuevos iones Ag(l)
generando una estructura tridimensional con canales hexagonales donde se
encuentran las moléculas de agua de cristalizacion. Estas moléculas pueden
eliminarse por calentamiento sin que se produzca el colapso del MOF lo que
podria permitir a este compuesto actuar en procesos de almacenamiento de

gases 0 moléculas polares.

Figura 7.- a) Complejo dimero de Ag(l) y tp; b) MOF de Ag(l).

6.2.- Agentes antitumorales

Ya se ha comentado con anterioridad la actividad antitumoral del cisplatino.
La diana para este complejo de platino es el ADN, principalmente a través
de los atomos N7 de las moléculas de guanina que estan expuestas al medio
externo del surco principal de la hélice del ADN y que no estan implicados

en los enlaces de hidrégeno entre pares de bases.
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Los mecanismos bioguimicos que se suceden hasta producir la muerte
celular no estan todavia completamente esclarecidos, no obstante, se cree
que el cisplatino produce una detencién del ciclo celular en la fase G2 y en
ausencia de la reparacién adecuada, se aborta el proceso de la mitosis y se
pone en marcha un mecanismo apoptotico. La apoptosis es un proceso activo
de muerte celular que se manifiesta por la pérdida de contacto entre células,
la condensacion y fragmentacion de la cromatina, el reconocimiento por
celulas fagociticas, la degradacion del ADN, y la perdida de capacidad de

sintesis de proteinas, entre otros hechos (42).

La actividad antitumoral de los complejos metélicos de derivados
triazolopirimidinicos viene siendo estudiada por diferentes grupos de
investigacion. Asi, el grupo de investigacion de la profesora Lakomska y
nuestro grupo de investigacion han estudiado la actividad antitumoral de
complejos metélicos de derivados triazolopirimidinicos analogos al

cisplatino.

En el caso del grupo de la Universidad de Torun este ha llevado a cabo una
importante investigacion sobre la actividad antitumoral, in vitro, de
complejos de platino (1), platino (1V), rutenio (11), rutenio (111), plata (1) y
Sn(1V) conteniendo ligandos triazolopirimidinicos, frente a diferentes lineas
tumorales. La mayor parte de los complejos fueron ensayados frente a tres
lineas celulares: células epiteliales de adenocarcinoma pulmonar humano
(A549), células epiteliales tumorales ductales humanas resistentes al
cisplatino (T47D) y adenocarcinoma de cuello uterino (HCV29T). Las
conclusiones que obtienen de sus estudios de citotoxicidad in vitro de los
complejos de platino y rutenio ensayados en las tres lineas celulares
indicadas anteriormente es que dicha actividad parece depender de los

siguientes factores (30):
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a.- La naturaleza de los grupos alquilicos en los ligandos

triazolopirimidinicos.

b.- La eleccion del ligando aniénico.

c.- La geometria y el entorno alrededor del ion metalico.
d.- El tipo de ion metélico.

e.-La conformacion estérica y el apilamiento caracteristico de los ligandos

aromaticos heterociclicos de nitrégeno.

Nuestro grupo de investigacion tambien ha estudiado in vitro la posible
actividad antitumoral de complejos metalicos con derivados
triazolopirimidinicos. Asi, en el trabajo de tesis doctoral del profesor Jorge
Andrés. Rodriguez Navarro se estudié el comportamiento como agente
antitumoral del complejo cis-[PtClo(HmtpO)2]-2H20, un analogo del
cisplatino. Para ello, en primer lugar, se procedio a estudiar la interaccion de
este complejo con dos nucleobases modelo con objeto de comprobar si este
complejo podria interaccionar con los componentes del ADN. Las
nucleobases seleccionadas fueron la 1-metilcitosina y la 9-etilguanina. Los
estudios concluyeron que dicha interaccion sucedia (43) por lo que se
procedio a realizar ensayos in vitro para evaluar el efecto citotdxico de este
complejo sobre la linea celular humana MCF-7 (cancer pulmonar) y sobre la
linea celular A121 (carcinoma ovarico), obteniéndose, en ambos casos,

buenos resultados (43).

Recientemente, el grupo de investigacion de la profesora Maria Girasolo de
la Universidad de Palermo (lItalia), (44) ha encontrado una baja toxicidad
frente a lineas celulares de carcinoma hepatocelular humano (HepG2),

adenocarcinoma de cuello uterino (HeLa) y céancer pulmonar (MCF-7)
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utilizando complejos de Sn(l1V) con derivados del ligando tp con grupos
alquilicos voluminosos en las posiciones cinco y siete del anillo

triazolopirimidinico.

6.3.-Agentes antiparasitarios.

En la actualidad una de las aproximaciones mas interesantes en el desarrollo
de nuevas drogas antiparasitarias es el uso de complejos metalicos de
moléculas bioactivas, siendo pioneros en esta linea los trabajos de Sanchez-
Delgado y col. (20) que han utilizado una serie de complejos metalicos de
clotrimazol y ketoconazol como terapia antitripanosomica. Mas
recientemente, Gambino y col. (21) han desarrollado diferentes complejos
de rutenio, platino y paladio con 5-nitrofuril y 5-nitroacroleina que han

resultado ser mas activos que el nifurtimox.

En esta linea de investigacion caben destacar los estudios llevados a cabo en
el Departamento de Quimica Inorgénica de la Universidad de Granada en

colaboracion con el Departamento de Parasitologia de la misma.

Hace mas de veinte afios el grupo de investigacion que dirijo estableci6 una
estrecha colaboracion con el profesor Sanchez Moreno del Departamento de
Parasitologia de esta universidad para llevar a cabo un estudio sistemético
de la posible actividad antiparasitaria de complejos metalicos de derivados
triazolopirimidinicos frente a dos de las denominadas por la OMS como

enfermedades olvidadas: La leishmaniasis y la enfermedad de Chagas.

La mayor parte de estos estudios han sido realizados in vitro siendo un
nimero menor los ensayos realizados in vivo. En los estudios in vitro se han

realizado ensayos de actividad antiparasitaria y pruebas de citotoxicidad
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utilizando diferentes concentraciones de complejos metélicos. Para los
estudios de actividad antiparasitaria se utilizaron formas extracelulares e
intracelulares de los parasitos, mientras que para las pruebas de citotoxicidad
se emplearon macrofagos (leishmania) y células Vero (T.Cruzi). A partir de
los resultados obtenidos en estos estudios se determina el indice de
selectividad (IS) del compuesto ensayado (calculado a partir del cociente
entre los valores de la ICso para las células hospedadoras y el valor de 1Cso
para el parasito). Si este indice es mayor de 20 (leishmaniasis) 6 50 (Chagas)
el compuesto puede pasar a otros ensayos in vitro (estudios de infectividad,
metabolismo, estudios ultraestructurales, etc.) y posteriormente realizar
estudios in vivo. Un alto indice de selectividad implica un elevado efecto
inhibitorio en el crecimiento del parésito y una baja toxicidad para las células

hospedadoras.

No obstante, para poder llevar a cabo estos estudios se requiere que los
complejos que se vayan a ensayar puedan disolverse en agua o en una
disolucion acuosa de dimetil sulfoxido al 1%. Y esto en muchas ocasiones
es un fuerte condicionante. En el caso que nos ocupa hemos podido realizar
los ensayos con un gran numero de complejos metalicos de derivados
triazolopirimidinicos, en particular con aquellos que contienen como
ligandos a los derivados dmtp y 7atp no habiéndose tenido sin embargo
éxito con los complejos metélicos del ligando HftpO que resultaron ser muy
poco solubles en agua o en disoluciones acuosas de dimetil sulféxido al 1%
(45).

Hasta la fecha, los mejores resultados que se han obtenido en los estudios de
actividad leishmanicida y antichagasica de complejos metalicos con
derivados triazolopirimidinicos han sido los que contienen como ligando a
la 5,7-dimetil-1,2,4-triazolo[1,5a]pirimidina (dmtp). La reaccion en medio
acuoso entre este derivado triazolopirimidinico y diferentes percloratos de
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metales divalentes de la primera serie de transicion permitié obtener una
serie isoestructural de complejos de  formula  general
[M(dmtp)2(H20)4](ClO4)2.2dmtp.2H20. donde M = Mn(11), Co(ll), Ni(ll) y
Zn(1l) y un complejo de Cu(ln de composicion
[Cu(dmtp)s(H20)2](Cl04)2.2H20 (Figura 8).

©
@ 2 r— ﬁ @
v A 4
) 5,7-dimetil-1,2,4-triazolo[1,5-

a]pirimidina

drntp

Codmtp Nidmtp Zndmtp Cudmtp

Figura 8.- Complejos de dmtp con actividad antiparasitaria.

Estos complejos fueron ensayados frente a formas extracelulares de
Trypanosoma cruzi, Leishmania braziliensis y Leishmania infantum. La
selectividad de los complejos de Co(ll), Ni(ll) y Cu(ll) frente a las formas
extracelulares de estos parasitos resultd ser en todos los casos mas de veinte
veces superior a la de los medicamentos de referencia (glucantime y

benznidazol), destacando el valor del indice de selectividad encontrado para
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el complejo de Cu(ll) en cultivos de Leishmania braziliensis (93). Estos
buenos resultados nos hicieron avanzar otro peldafio en nuestra investigacion
procediéndose a realizar un estudio in vivo con los tres complejos mas
efectivos: Cudmtp, Codmtp y Nidmtp utilizando para ello ratones BALB
y dosis de 10 miligramos de complejo por kilogramo de peso del raton. Los
resultados obtenidos indicaron que los tres complejos eran activos frente a la
fase aguda de la enfermedad de Chagas en ratones, produciéndose una
disminucidn del nimero de formas tripomastigotas del parasito con respecto
al control del 48% (Cudmtp), 71% (Codmtp) y 86% (Nidmtp). Estos
excelentes resultados han sido patentados (Patent Appl.ES 2 436 220 Al) y
han dado lugar a la publicacién del capitulo veinte del libro Metal-Based

Therapeutics for Leishmaniasis (47).
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Figura 9.- Complejos triazolopirimidinicos con lantanidos.

En la bOsqueda de nuevos complejos metalicos de derivados

triazolopirimidinicos que pudiesen ser activos frente a la Leishmaniasis y la

enfermedad de Chagas procedimos a un cambio de estrategia utilizando

como ligandos derivados triazolopirimidinicos que tuviesen atomos de
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oxigeno como grupos exociclicos. Los mejores resultados se obtuvieron con
la 5-metil-1,2,4-triazolo[1,5a]pirimidina-7(4H)-ona (HmtpO). Este ligando
reacciona en medio acuoso con nitratos de diferentes iones lantanidos (con
gran tendencia a coordinarse por ligandos que posean atomos de oxigeno
dadores) dando lugar a una serie estructural de complejos de férmula
general: [Ln(mtpO)s3(H20)6].3H20. donde Ln = La(lll), Nd(lll), Eu(lll),
Gd(I11), Th(111), Dy(111) y Er(111) (38) (Figura 9).

En este caso todos los complejos ensayados, excepto los de neodimio y
gadolinio, presentaron valores del indice de selectividad superiores a 30,
siendo especialmente altos para los complejos de lantano (54 para
Leishmania infantum), europio (63 para Trypanosoma cruzi) y terbio (60
para Leishmania braziliensis). En una préxima etapa procederemos a realizar
estudios in vivo utilizando los complejos mas activos frente a Trypanosoma

cruzi.

Los estudios que se han llevado a cabo hasta el momento sugieren que el
uso de compuestos biomiméticos como las triazolopirimidinas abre un nuevo
campo de investigacion dirigido a obtener nuevos sistemas metalo-organicos
que puedan presentar interesantes propiedades antiparasitarias y por otra
parte ,la facilidad y bajo costo de la sintesis de estos compuestos unido a los
prometedores resultados obtenidos en estos estudios antiparasitarios pueden
facilitar el uso de estos complejos metalicos en el tratamiento de la

leishmaniasis y la enfermedad de Chagas.
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Contestacion al discurso de Ingreso en la
Academia de Ciencias de Granada del

IImo. Sr. D. Juan Manuel Salas Peregrin

IImo. Sr. D. Luis Fermin Capitan Vallvey

Académico Numerario

Excmo. Sr. Presidente de la Academia de Ciencias
Excmos. e I1Imos. miembros de la Academia

Sefioras y Senores,

Como miembro de esta Academia me cabe el placer de contestar al discurso
de ingreso como nuevo Académico de Numero en la seccion de Ciencias
Fisico-Quimicas del Profesor Juan Manuel Salas Peregrin, catedratico de

Quimica Inorganica de esta Universidad que nos acoge.

Como comparieros del claustro de profesores de Ciencias Quimicas desde
hace mas de cuarenta afios, hemos visto pasar multitud de alumnos, muchos

profesores, memorables algunos, planes de estudios y todo el devenir
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menudo de vecinos de planta desde los préstamos mutuos de productos
quimicos necesarios para alguna sintesis o para practicas de laboratorio hasta
inundaciones por descuido o mal estado de tuberias, pequefios accidentes,

afortunadamente, y muchas horas de charlas y conversaciones de todo tipo.

Un repaso breve por su biografia nos muestra que nuestro nuevo academico
nacié en Granada en el seno de una familia de clase media no sobrada de
medios y si de esfuerzos para educar a los hijos. En esa ciudad crecié y
estudio ensefianza primaria en el Colegio de los Escolapios, alli donde antes
casi terminaba la ciudad al lado del rio Genil, y bachillerato en el instituto
Padre Suarez donde afianz0 su vocacion por las ciencias. Ya en el negocio

de lejias de su padre habia comenzado a curiosear con la quimica.

Al entrar en la universidad se decanto por los estudios de ciencias que mas
le atraian, los de quimicas, aunque bien cierto es que no habia muchas mas
opciones por aquel entonces, solo geologia, matematicas y biologia. Sus afios
de universidad no son solo afos de estudio sino de abrir los ojos a la dificil

realidad de su pais a la par que afios de amigos, de aficiones y de ilusiones.

En el pendltimo curso de carrera comenz6 a trabajar como alumno interno
con Miguel Melgarejo, quimico organico de feliz memoria, y
premonitoriamente sobre la sintesis de heterociclos nitrogenados, moléculas
con las lidiara a lo largo de toda su carrera como hemos podido comprobar

en su discurso.

Su interés por la quimica analitica le lleva realizar la Tesina de Licenciatura
en el Departamento de Quimica Analitica, bajo la direccion de Enrique
Alonso y la supervision de Fermin Capitan, sobre el célculo de
estequiometrias y constantes de estabilidad de complejos mediante

polarografia. Comienzan a rondarle los complejos metalicos.

La obligacion del servicio militar le impide optar a una plaza de ayudante en
Quimica Analitica, a cambio, meses de campamento en Viator. Cuando
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acaba el campamento se encuentra con una insospechada noticia, Juan de
Dios Lopez Gonzalez, catedratico de Quimica Inorganica, le ofrece la
posibilidad de realizar la Tesis Doctoral en Quimica Inorgéanica y un
nombramiento de profesor ayudante. El Unico problema es que tiene que
incorporarse al destino que le den en el ejército hasta concluir su servicio
militar. La fortuna le sonrie y lo envian al Gobierno Militar de Granada y ahi
tenemos a nuestro soldado apareciendo todas las tardes vestido de uniforme
en el Departamento de Quimica Inorganica para estudiar complejos

metalicos de derivados de pirimidinas.

Se integra en el equipo de trabajo del Prof. Lopez Gonzalez, referente junto
con alguno otro de la Quimica Inorgéanica espafiola. Forma parte del
numeroso grupo de profesores universitarios no numerarios, los llamados
PNN, ahora en trance de jubilacion la mayoria, donde es profesor ayudante
y profesor adjunto interino en aquella universidad que caducaba y se

empezaba a pensar en otra posible.

El aumento de poblacion estudiantil que tiene lugar en Espafia en la década
de los 70 provoca un aumento en el nimero de docentes universitarios y un
afloramiento de tensiones politicas y sociales. La transicion de la dictadura
a la democracia lleva a un cambio en el concepto de universidad como
institucion al servicio de la sociedad, lo que queda reflejado en la aprobacién
de la Ley de Reforma Universitaria (LRU) en 1983.

En ese contexto comienza la estabilizacion de profesores no numerarios por
el sistema de oposiciones de cinco ejercicios, realizadas habitualmente en
Madrid. En una oposicion a la que se presentan mas de 50 concursantes para
solo 14 plazas, el Dr. Salas Peregrin logra plaza de Profesor Adjunto en 1984

siendo adscrito a la Universidad de Granada.

Para aprender nuevas técnicas de trabajo realiza una estancia en el

Departamento de Quimica de la Universidad de Montreal donde se va con
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sus complejos metélicos de pirimidinas debajo del brazo. Alli trabaja con el
Prof. André Beauchamp en un ambiente gélido; la temperatura no sube de -
10°C en ningun momento y se familiariza con la técnica de difraccion de
rayos X para la resolucion estructural de esos complejos. Luego vendran
estancias cortas de investigacion en otras universidades como las de Nicolas
Copérnico de Torun en Polonia, Dortmund en Alemania, Lyon en Francia o

Rosario en Argentina.

Su vuelta a Granada supone el inicio de unos afios fructiferos, con la
reestructuracion del grupo de investigacion, nuevas lineas de trabajo sin
abandonar las que estdn en marcha, la entrada de nuevos doctorandos,
algunos hoy catedraticos o profesores titulares, nuevos proyectos

financiados. En 1996 logra la catedra en liza con buenos contrincantes.

Por esos afios se plantea la necesidad de reenfocar su investigacion, de
encontrar una finalidad, ademas del puro conocimiento, en lo que a costa de
mucho trabajo ha aprendido: sintetizar y establecer la estructura de nuevas
moléculas y de sus complejos metalicos. Piensa en el efecto que compuestos
inorganicos como los que él trabaja pueden ocasionar en sistemas bioldgicos.
Tiene presente los trabajos de Barnett Rosenberg en los afios 60 en la
Michigan State University sobre cisplatino y su capacidad para inhibir la
division celular de bacterias. Se lanza por el camino de la quimica
bioinorganica; camino de confluencia de varias disciplinas; busca socios
cientificos, labor dificil donde las haya, pues la coincidencia de
conocimiento complementario, generosidad y confianza no es facil de lograr.
Tras diversos intentos se decanta por el desarrollo de farmacos para
enfermedades parasitarias, y en concreto de enfermedades olvidadas, en
colaboracion con Manuel Sanchez-Moreno, catedratico de parasitologia de

esta universidad.
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Todo ello ha resultado en la publicacion de gran nimero de trabajos en las
revistas de mayor prestigio del area, pudiéndose considerar al grupo de Prof.
Salas Peregrin como referente mundial en su campo dentro de la

bioinorganica.

No quiero olvidar que lo que resulta esencial al profesor universitario no se
encuentra solo en la investigacion como resultado de su esfuerzo tanto
personal como colectivo dirigido hacia la exploracion, descripcion,
explicacion y prediccion de hechos, sino en la transmision organizada de

todo ese saber.

En este sentido quiero destacar la faceta docente de nuestro nuevo
Académico y su implicacién continua, durante mas de 30 afios, en la labor
desarrollada por las sucesivas Comisiones Docentes de licenciatura y grado
en Quimica. Su participacion activa en actividades clave como la elaboracion
de sucesivos planes de estudios de licenciatura y grado, su evaluacién, asi

como en la discusion del Libro blanco de Quimicas.

Una muestra del respeto y carifio que su labor ha despertado en el alumnado
es la gran cantidad de veces que ha sido elegido Padrino de distintas

promociones de quimicos, tanto de licenciatura como de grado.

En resumen, cumple con las caracteristicas del profesor universitario: calidad
y excelencia de su investigacion, conocimiento amplio de su materia y

capacidad para la transmision de la misma.
Comentarios al discurso

En el discurso que acabamos de escuchar, nuestro nuevo académico nos ha
ofrecido un resumen de algunos de sus intereses en su campo de
especialidad, en el que ha aplicado su saber para la sintesis y conocimiento
de la reactividad, estructura, mecanismo de accion y estabilidad de

complejos metéalicos utilizados como farmacos en la lucha contra la
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leishmaniasis y la enfermedad de Chagas. Unos pocos datos nos muestran la
trascendencia del trabajo. Ambas son enfermedades parasitarias asociadas a
la pobreza, las llamadas enfermedades olvidadas, de las que la primera es
una enfermedad producida por protozoos del género Leishmania, existiendo,
segun la Organizacion Mundial de la Salud, unos 350 millones de personas
en el mundo en riesgo de padecerla y siendo entre 0,9 y 1,7 millones el
nimero de infecciones anuales. La segunda, también conocida como
tripanosomiasis americana, es diseminada por insectos hematofagos, los
Illamados vinchucas, infectados con Trypanososoma cruzi. Es una
enfermedad practicamente confinada en Sudamérica, aungque ha comenzado
su diseminacién hacia otros continentes, estimandose en mas de 8 los

millones de personas que la sufren (World Health Organization, 2017).

El tema elegido para el Discurso de Ingreso, se enmarca en una de las areas
mas atractivas de la actual quimica inorganica como es la quimica
bioinorganica, que esti dedicada a estudiar el papel de los denominados
elementos inorganicos en la evolucion de los seres vivos. El que en los seres
vivos predominen los elementos bésicos de las sustancias organicas:
carbono, hidrogeno, nitrogeno y oxigeno, llevo a pensar que los compuestos

inorganicos no tenian importancia en los procesos vitales.

Estudios como los de Pauling y Coryell en la década de los afios 30 acerca
de las propiedades magnéticas de la oxi- y deoxihemoglobina, abren la puerta
a la quimica bioinorganica al establecer la relacion entre la estructura

electronica del sitio activo y funcion en metaloproteinas (Bren et al., 2015)

Dentro de las diversas areas de interés, dentro de la bioinorganica, se
encuentra el desarrollo de sustancias que pueden tener actividad frente a
diversas enfermedades. Estos medicamentos inorganicos que incluyen
atomos metalicos y ligandos organicos que protegen, estructuran, permiten

la movilidad en el medio celular y reducen la toxicidad del conjunto, reviven
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de alguna manera el viejo suefio de Paracelso que depositaba las esperanzas

de curacion de la enfermedad en el empleo de compuestos quimicos.

Al hacer una aproximacion quimica a la naturaleza, Paracelso explica los
procesos naturales tanto en la naturaleza como en el cuerpo humano como
procesos quimicos; asi la lluvia es una destilacion césmica o la digestion,

nutricién, respiracion y excrecion son procesos fundamentalmente quimicos.

En cuanto a la teoria de la curacidn, Paracelso discrepa de la creencia
galénica de que los contrarios curan, sino que de acuerdo con la tradicion
germanica lo que cura es lo similar (Debus, 1974). En la préactica eso
significa que Paracelso revoluciona la botica galénica, caracterizada por
polifarmacos, medicamentos elaborados a partir de simples para potenciar la
accion moderada de los principios activos procedentes de vegetales.
Alternativamente propone preparar medicamentos por técnicas de
separacién quimica tales como destilacion, sublimacién, fermentacion y

disolucion a partir tanto de sustancias minerales como vegetales.

De esta manera separa de las sustancias brutas naturales sus principios
fundamentales: Mercurio, Azufre y Sal quedando impurezas y residuos
toxicos. Tras separar, vuelve a preparar la sustancia original por combinacion
de estos principios que ya sin impurezas ni sustancias tdxicas usa como
medicamento. Procedimiento al que llama espagiria. Esto le lleva a utilizar
sustancias toxicas como mercurio, arsénico o antimonio como farmacos ya
que, afirma, es posible liberarlos de su toxicidad. Asi tenemos medicamentos
como el lirio de Paracelso a partir de antimonio o el corollatum de Paracelso
a partir de mercurio. Este sera uno de los muchos puntos de discordia entre
paracelsianos y sus oponentes en el siglo XVII; las llamadas guerras del

antimonio (Principe, 2013).

Volviendo al tema de este discurso de ingreso, la Quimica Bioinorganica

aungue encuentra su base conceptual y buena parte de su desarrollo en la
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quimica de la coordinacién, es un excelente ejemplo de
multidisciplinariedad. Su campo se situa en la interfase entre la quimicay la
biologia donde concurren conceptos provenientes, ademas de la quimica
inorganica, de otras areas como bioquimica, biologia molecular, quimica-
fisica, quimica organica, cristalografia, medicina, genetica y microbiologia,
entre otras, para la comprension del papel de sustancias inorganicas,
principalmente metales, frecuentemente actuando a nivel de trazas, en
procesos biologicos tales como transporte de electrones o iones,
almacenamiento, reconocimiento, especiacion, mutaciones, etc. (Rehder,
2008; Fuertes Villadangos, 2000).

La aproximacion multidisciplinar, Santo Grial de la investigacion cientifica
en este siglo XXI, permite la resolucion de problemas poliédricos, como es
establecer la funcién bioquimica y fisioldgica de los iones metélicos en los
seres Vivos, a través de la combinacion de saberes, del concurso de miradas
diferentes que descubren lo oculto al emplear diferentes lenguajes y

metodologias.

Quisiera terminar, sefialando como resumen que la obra del Dr. Salas
Peregrin se puede calificar de creadora y entregada; no solo ha demostrado
destreza en el oficio sino también ingenio y coraje para enfrentar y resolver
problemas y todo ello junto con un compromiso decidido con la docencia en
colaboracion altruista. Su apretado curriculo es la prueba de una vida plena

dedicada a la universidad.

Por todo ello, es para mi una gran alegria y honor dar la bienvenida en
nombre de nuestra Academia de Ciencias Matemaéticas, Fisico-Quimicas y
Naturales de Granada al Prof. Juan Manuel Salas Peregrin como Académico

de NUmero.
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