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Resumen del proyecto

La enfermedad de Chagas, producida por el pardsito Trypanosoma cruzi, constituye un problema sanitario acuciante en
regiones de alta pobreza de América Latina. Dada la falta de medicamentos adecuados resulta indispensable el desarrollo
de fadrmacos eficientes y no téxicos. Nuestro grupo de Quimica Bioinorgdnica ha contribuido a demostrar que la estrategia
de incluir en una misma molécula un metal y un compuesto o ligando orgdnico bioactivo contra el pardsito, conduce a
compuestos metdlicos antiparasitarios con propiedades bioldgicas mejoradas respecto al ligando orgdnico bioactivo y que
afectan potencialmente multiples blancos de accién. Utilizando esta estrategia, en este proyecto se exploré la
potencialidad de nuevos tricarbonilos de Re(I) que incluyen en una misma molécula integrantes de dos familias de ligandos
que tienen actividad contra pardsitos: 1) derivados bidentados de la 1,10-fenantrolina y 2) azoles monodentados. El trabajo
incluyd la obtencidn y caracterizacion completa de seis nuevos compuestos de renio(I) y la realizacién de estudios
fisicoquimicos y biolégicos para evaluar la potencialidad de éstos como agentes antiparasitarios y estudiar posibles
blancos de accidn en Trypanosoma cruzi. Estudios por HPLC demostraron su estabilidad en solucidn en diferentes medios
relevantes para la actividad biolégica. Los compuestos presentaron actividad contra el pardsito en el rango micromolar,
del mismo orden que el farmaco Nifurtimox. La selectividad hacia el pardsito, determinada utilizando células mamiferas,
resultéd moderada. No se encontré relacion entre la actividad bioldgica y la lipofilia. Se explord la incorporacién y
distribucidn subcelular en el pardsito del compuesto mds promisorio por espectrometria de emisién atémicay
microscopia Raman confocal, resultando el compuesto acumulado principalmente en la fraccién de proteinas solubles.
Esta serie de nuevos compuestos resulta promisoria para el desarrollo de posibles agentes contra T. cruzi. Los resultados
emergentes del proyecto resultardn un aporte tanto a la Quimica Inorgdnica bdsica como a la Quimica Inorgdnica
Medicinal.
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Introduccién

Las enfermedades producidas por pardsitos tripanosomadtidos, como la Tripanosomiasis americana (enfermedad de
Chagas) y las Leishmaniasis, constituyen un problema sanitario acuciante concentrado en dreas de alta pobreza [1-4]. La
enfermedad de Chagas es una endemia producida por el protozoario Trypanosoma cruzi, transmitida principalmente por
la picadura de insectos triatomineos infectados. Afecta a ocho millones de personas en América Latina produciendo
anualmente 12000 muertes. Veinticinco millones de personas viven en riesgo [1-5]. En Uruguay, ha sido de las
enfermedades parasitarias de mayor prevalencia, morbilidad y mortalidad. Avances en su prevencién y control lograron
interrumpir sus vias de transmisién vectorial y transfusional. En la actualidad la transmisién congénita es practicamente
la Unica que genera nuevos casos [6]. A causa de la inmigracion y falta de controles de la transmision por transfusidn
sanguinea y donacién de drganos, otros paises de regiones no endémicas presentan un nimero creciente de casos [2-4].
Leishmania abarca un género de pardsitos protozoarios flagelados caracterizados por ser transmitidos a los humanos y
otros mamiferos por la picadura de insectos fleb6tomos hembra infectados y por invadir y multiplicarse en células del
sistema inmune (macrdfagos) de sus huéspedes mamiferos. Se reconocen tres grandes manifestaciones clinicas de
leishmaniasis que afectan las visceras (bazo, higado), la piel y las mucosas. A nivel regional, L. infantum y L. braziliensis
son responsables de la leishmaniasis visceral (de curso fatal si no es tratada) y la cutdnea (de alta morbilidad),
respectivamente. La pobreza, las malas condiciones de vivienda y la mala alimentacién promueven la enfermedad [7,8].
En la regidn (Brasil, Argentina y Paraguay), esta enfermedad originalmente rural se ha extendido a dreas urbanas y peri-
urbanas. El principal reservorio de la enfermedad es el perro doméstico. En 2015 el Ministerio de Salud Publica tomé
acciones preventivas en el departamento fronterizo Salto para evitar el contagio de la leishmaniasis en seres humanos,
ante la aparicién por primera vez de la enfermedad en perros [9]. A pesar de esto, en 2018 se registré el primer caso de
leishmaniasis visceral en humanos en este Departamento [10]. Ambas parasitosis son consideradas "enfermedades
olvidadas" por la OMS dada la baja inversién histérica de la industria farmacéutica en el desarrollo de fdrmacos. Los
farmacos en uso clinico presentan importantes efectos secundarios y toxicidad en el huésped humano, necesitan de
tratamientos prolongados que en muchos casos implican regimenes terapéuticos complicados y desarrollan o presentan
fenomenos de resistencia [3,5,8].
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En el marco de la Quimica Inorgdnica Medicinal moderna, la investigaciéon de compuestos metdlicos con actividad
farmacoldgica surgié como una alternativa interesante para el desarrollo de potenciales fdrmacos. Esta rama de la
Quimica Bioinorgdnica ha evolucionado desde el descubrimiento casual de la actividad de diferentes complejos metdlicos
hacia el disefio racional de los mismos, buscando blancos y actividades determinados [11]. En este marco, un nimero
importante de fdrmacos metdlicos se encuentran en uso clinico o en fases clinicas avanzadas [12]. Este ndesarrollo se
centro inicialmente en compuestos de coordinacidn cldsicos pero, actualmente, el disefio de potenciales fdrmacos
organometadlicos constituye una alternativa relativamente reciente que ha dado excelentes resultados. La Quimica
Bioorganometdlica es un drea interdisciplinaria que conecta la Biologia, la Bioquimica y la Farmacologia con la Quimica
Bioinorgdnica y la Quimica Organometdlica sintética. Involucra compuestos que presentan al menos un enlace metal-
carbono y tienen relevancia en un contexto bioldgico [13-19]. Los compuestos organometdlicos ofrecen una alternativa
prometedora y novedosa para el diseno racional de fdrmacos con nuevos modos de accidon, en muchos aspectos superior
a la que ofrecen los compuestos de coordinacién cldsicos. En particular, ofrecen gran variedad estructural, su labilidad
puede ser modulada logrdndose compuestos cinéticamente estables y, en general, son compuestos relativamente
lipofilicos, lo que favorece su comportamiento in vivo. En particular, se han evaluado las propiedades terapéuticas de
diferentes compuestos organometadlicos, principalmente como potenciales agentes antitumorales, pertenecientes a las
siguientes clases cldsicas: metalocenos, metal-arenos, carbonilos metdlicos o carbenos metdlicos (Figura 1, anexo
figuras) [13-19].

En el marco de la Quimica Inorgdnica medicinal, resultan de interés particular para nuestra propuesta los antecedentes
relativos a compuestos metdlicos con actividad antiparasitaria, tanto referidos a compuestos de coordinacidn cldsicos
como organometdlicos. A pesar del alto impacto de las enfermedades parasitarias en la salud mundial, los antecedentes
son menos abundantes que en el drea de antitumorales, y relativamente mds recientes [20-30]. En particular, la bisqueda
de una adecuada quimioterapia para la enfermedad de Chagas y la malaria por parte de grupos pertenecientes a la
Academia derivo en la sintesis de compuestos de coordinacidn cldsicos incluyendo fdrmacos comerciales con actividad
antiparasitaria como ligandos (pentamidina, cloroquina, clotrimazol, benznidazol, entre otros) a fin de mejorar su
actividad, disminuir su toxicidad y evadir la resistencia desarrollada por los pardsitos. Como resultado, se obtuvieron
compuestos metdlicos mds potentes y menos citotéxicos en células mamiferas que el fdrmaco sin coordinar y, en muchos
casos, activos contra cepas parasitarias resistentes al farmaco orgdnico [20-31]. En cuanto al desarrollo de compuestos
antiparasitarios organometadlicos, la ferroquina, ferroceno andlogo estructural del antimaldrico cloroquina (Figura 2,
anexo figuras) constituye el ejemplo mds relevante. Mostré actividad en cepas de Plasmodium falciparum (pardsito
causante de la malaria) resistentes a la cloroquina y un importante incremento de actividad respecto a la misma, lo que
amerité su ingreso a fase clinica de desarrollo por Sanofi Aventis para terapia de combinacién con fdrmacos en uso
clinico [32].

Como se detalla en el siguiente punto, nuestro grupo ha desarrollado un gran nimero de compuestos de coordinacién
cldsicos y organometdlicos con actividad contra Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei y Leishmania infantum. EL
trabajo se ha enfocado fundamentalmente al disefno racional de nuevos compuestos antiparasitarios basado en los
conocimientos adquiridos en investigaciones sucesivas en cuanto a relaciones estructura quimica — actividad bioldgica.

La presente propuesta incluye el desarrollo de nuevos compuestos organometdlicos de Re(I) sustentado en conocimientos
emergentes de nuestras investigaciones previas. El desarrollo de la propuesta permitard profundizar conocimientos de
Quimica de Coordinacién y Quimica Organometdlica, asi como avanzar en la busqueda de nuevos compuestos metdlicos,
“hits” o lideres, con alta actividad y selectividad en pardsitos tripanosomdtidos y un adecuado perfil farmacolégico.

Antecedentes del equipo de trabajo

El grupo Quimica Inorgdnica Medicinal: desarrollo de potenciales fdrmacos inorgdnicos, que la proponente dirige,
desarrolla, hace anos, potenciales metalofdrmacos contra enfermedades de alta incidencia regional (cdncer, tuberculosis,
enfermedades parasitarias). En el marco de proyectos nacionales (CSIC, PDT, FCE), internacionales (TWAS) y de
cooperacion internacional (FONDECYT, PROSUL/CNPq, CYTED), desarrollamos un importante nimero de compuestos
metdlicos con actividad contra T. cruzi utilizando como estrategia coordinar iones metdlicos (Pt(II), Pd(II), Ru(II), Au(I),
V(IV), Cu(II), Ni(II), Mn(II), Fe(III), entre otros) o centros organometdlicos (Ru(II)-p-cimeno, Ru(Il)-ciclopentadienilo, fac-
Re(I)(CO)3, derivados del ferroceno) de importancia farmacoldgica a ligandos orgdnicos que poseen actividad contra T.
cruzi (ligandos bioactivos) (CVUy Gambino). La unién al metal modifica solubilidad, lipofilia, estabilidad y propiedades
electrénicas y de transporte del ligando orgdnico, generdndose especies que pueden resultar mds activas y/o menos
toxicas. Estos compuestos metdlicos pueden actuar afectando dos o mds blancos en el pardsito: el propio del ligando y
otros resultantes de la presencia del metal [20]. Las propiedades bioldgicas del compuesto metal-ligando bioactivo
dependerdn de la naturaleza del metal o centro metdlico y del ligando bioactivo, de la presencia de coligandos vy,
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fundamentalmente, de las propiedades fisicoquimico-estructurales del mismo. Nuestro trabajo se enfoca al disefo
racional de compuestos metdlicos antiparasitarios basado en conocimientos adquiridos en investigaciones sucesivas en
cuanto a relaciones estructura quimica—propiedades fisicoquimicas—actividad biolégica. Este formato de trabajo ha
conducido a aportes al conocimiento que han sido volcados al dmbito cientifico (CVUy Gambino). La actividad biolégica de
los compuestos obtenidos fue relacionada, por un lado, con sus propiedades fisicoquimicas (lipofilia, estabilidad,
solubilidad, comportamiento redox) y, por otro, con su potencial mecanismo de accién (metabolismo redox, inhibicién de
enzimas parasitarias, interaccion con ADN, generacidn de ROS). Los compuestos desarrollados fueron disefiados
seleccionando los metales, sus estados de oxidaciéon cuando corresponde, coligandos, contraiones, etc., de forma de
modular el perfil farmacolégico de los nuevos compuestos. El estudio de gran nimero de compuestos quimicamente
relacionados permitié realizar estudios de estructura-actividad para retroalimentar el disefio racional de nuevas
especies. Por ejemplo, se estudiaron series de compuestos de vanadio con ligandos tridentados y coligandos derivados de
la fenantrolina, identificdndose un compuesto "hit" que fue estudiado exhaustivamente del punto de vista de la metalémica,
protedmica y transcriptdmica en un proyecto multidisciplinario desarrollado en Facultad de Ciencias, UdelaR, con nuestra
participacion (Fondo Maria Vina 2015-2018).

Dado que T. cruzi, Trypanosoma brucei (Tripanosomiasis africana) y Leishmania major comparten un alto porcentaje de
genes [33] que codifican proteinas similares que podrian representar blancos parasitarios comunes, nuestro grupo
extendid el trabajo desarrollando compuestos metdlicos que pudieran ser efectivos contra los tres tripanosomatidos. Asi
se encontraron compuestos activos contra T. cruziy T. brucei [34-37] o contra T. cruzi y especies de Leishmania [38,39].
El grupo ha sido pionero en explorar la potencialidad de la Quimica Bioorganometdlica para el desarrollo de compuestos
con actividad contra T. cruzi, T. brucei y L. infantum [34-36, 39-44]. En esta propuesta se pretende utilizar la estrategia
delineada y los conocimientos previamente generados para disefiar nuevos compuestos organometdlicos de Re(I) con
potencial actividad leishmanicida y contra Trypanosoma cruzi.

Metodologia/disefio del estudio

Continuando con investigaciones del grupo en la temdtica, se propone desarrollar nuevos compuestos organometdlicos
[fac-Re(I)(CO)3(NN)(azol)] que incluyan en la misma molécula dos ligandos bioactivos, NN y azol, seleccionados y realizar
estudios fisicoquimicos y biolégicos que permitan evaluar su potencialidad como farmacos leishmanicidas y/o
tripanosomicidas. El grupo ha contribuido a demostrar que la hibridacién de agrupamientos bioactivos, “metal o centro
organometdlico + ligando bioactivo”, conduce en muchos casos a: actividades incrementadas respecto a los ligandos
libres, propiedades bioldgicas mejoradas, mecanismos de accién con blancos multiples y nuevos “hits” o lideres para el
desarrollo de agentes antiparasitarios metdlicos. Muchos de los compuestos organometdlicos obtenidos previamente
mostraron actividades mayores que los fdrmacos tripanosomicidas de referencia y excelentes selectividades hacia los
pardsitos. Ademds, encontramos que el incremento de actividad de la molécula hibrida podria deberse al efecto de la
misma en el blanco del ligando bioactivo y en nuevos blancos emergentes de la presencia del metal coordinado (ADN,
enzimas parasitarias, entre otros) [34-36,39-44].

Justificada la estrategia de desarrollo de los nuevos compuestos, corresponde justificar la seleccidn del centro
organometdlico y de los ligandos bioactivos. En cuanto al renio, hace anos exploramos la potencialidad de sus compuestos
en Radioquimica (CYUy Gambino). Si bien actualmente se desarrolla intensa investigacion en tricarbonilos de renio(I)
debido a sus interesantes propiedades fotofisicas, fotoquimicas y cataliticas [45,46], subsiste el interés en compuestos con
el centro fac-[Re(I)(CO)3]+ en Medicina Nuclear [47]. Mds recientemente, tricarbonilos de Re(I) mostraron igual o mayor
citotoxicidad que el cisplatino, resultando de interés para el desarrollo de antitumorales [18,48-50]. Los tricarbonilos de
Re(I) presentan ventajas para su uso en Quimica Medicinal; presentan un centro fac-[Re(I)(C0)3]+ quimicamente robusto y
fdcilmente accesible siguiendo una secuencia simple de etapas sintéticas [18]. En cuanto al uso del centro fac-[Re(I)(CO)3]
para el desarrollo de agentes antiparasitarios, éste ha sido utilizado solamente en derivados ciretrenilo desarrollados por
el grupo de Klahn y otros grupos (Figura 3) [29]. Nuestro grupo incursioné en la busqueda de nuevos potenciales
antiparasitarios [Re(V)OCL2(PPh3)L] [51] y, recientemente, desarrollé tricarbonilos de Re(I) con semicarbazonas [52] y
tiosemicarbazonas bioactivas [53]. Estos ultimos brindaron resultados muy promisorios. Pretendemos profundizar el
estudio de la potencialidad de este tipo de tricarbonilos de Re(I) para el desarrollo de agentes antiparasitarios. Los nuevos
compuestos organometdlicos incluirdn en una misma molécula el centro fac-[Re(I)(C0)3] y dos ligandos bioactivos (Figura
4), uno perteneciente a la familia de azoles monodentados (Figura 5) y el otro a la de derivados de la 1,10-fenantrolina
(Figura 6). La 1,10-fenantrolina y sus derivados son ligandos bidentados planos que ejercen efectos citotdxicos en variados
sistemas biolégicos y han mostrado actividad en pardsitos [54—56]. Estudios sugieren que su efecto citotéxico estd
relacionado con su capacidad de intercalarse entre pares de bases del ADN. La inclusién de estos ligandos puede
favorecer la interaccién intercalante de los nuevos compuestos con el ADN, resultando esta biomolécula un potencial
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blanco de accién. Los azoles seleccionados demostraron una potente actividad antifingica y antiprotozoario actuando a
nivel de la biosintesis del ergosterol, principal esterol en tripanosomatidos, esencial para proveer estructura y funcién a
sus membranas y para la multiplicacién del pardsito. Inhiben la actividad de la enzima lanosterol 14 alfa-demetilasa
(CYP51) que convierte lanosterol en zymosterol, precursor del ergosterol. La biosintesis de esteroles en tripanosomdtidos
difiere de la del huésped humano, por lo que esta enzima ha sido muy estudiada como blanco de accién [57].
Recientemente, los azoles ravuconazol y posaconazol llegaron a estudios clinicos [58]. En cuanto a compuestos metdlicos,
los excelentes resultados obtenidos por Sdnchez-Delgado con compuestos de coordinacion cldsicos y organometdlicos de
rutenio y otros metales con clotrimazol y ketoconazol desencadenaron el trabajo de varios grupos de investigacién en esta
temdtica [20,24,29]. Ademds, se han obtenido tricarbonilos de Mn(I) con algunos de estos ligandos que presentaron
actividad en T. cruzi [59]. Nuestro grupo ha desarrollado recientemente un promisorio compuesto bioactivo Ru(II)-
ciclopentadienilo con clotrimazol [35].

El trabajo incluird la sintesis, caracterizacién exhaustiva en estado sélido y en solucién y evaluacién biolégica de los
compuestos y el estudio de propiedades fisicoquimicas de importancia bioldgica (lipofilia, estabilidad). Se estudiard como
posibles blancos de accién aquellos descritos para los ligandos bioactivos seleccionados: inhibicién de la actividad de la
lanosterol 14 alfa-demetilasa y ADN. Como parte de nuestro interés en conocer en profundidad el comportamiento de los
compuestos a nivel bioldgico se estudiard aspectos de su metaldmica determinando incorporacidn y distribucién
subcelular en T. cruzi del compuesto mds promisorio [60,61]. Si bien los estudios de metalémica de compuestos
antitumorales son relativamente abundantes, los estudios de compuestos metdlicos realizados por nuestro grupo
constituyen los primeros reportados de esta naturaleza en T. cruzi [62,63]. Resulta necesario poner a punto técnicas
adecuadas a la naturaleza del metal central y del compuesto en estudio. En el caso de los tricarbonilos de Re(I) se
utilizardn dos técnicas de diferente alcance: espectrometria de absorcién atémica electrotérmica (ET-AAS), técnica ya
utilizada por nosotros para determinar incorporacidn y distribucidn subcelular en T. cruzi [62,63] y microscopia Raman
confocal. La microscopia Raman confocal serd puesta a punto y utilizada por primera vez para el estudio de compuestos
metdlicos en T. cruzi (Cryssmat-Lab, Cdtedra de Fisica, DETEMA, Facultad de Quimica, UdelaR, Prof. Ricardo Faccio). Los
tricarbonilos de Re(I) presentan propiedades vibracionales adecuadas para su seguimiento por esta técnica. Presentan
intensas bandas en el rango 1800—2200 cm-1, rango en el que prdcticamente no existe absorcidn en muestras bioldgicas
[64]. Jaouen desarrolld el primer uso de estas caracteristicas espectrales en un contexto biolégico implementando un
método de ensayo de fdrmacos basado en el uso de carbonilos metdlicos coordinados a los mismos [65]. Recientemente,
se ha utilizado esta técnica para seguir tricarbonilos de Re(I) en células de cancer de mama [66]. La alta penetracién de la
radiacién IR hace a esta técnica adecuada para la imagenologia de tejidos [67,68]. Se ha reportado el uso de la técnica
para estudios en T. cruzi pero no incluyendo tricarbonilos de Re [69]. Dada la disponibilidad de equipamiento y de la
experiencia del Prof. Faccio, se pretende implementar el uso de esta técnica para los fines descritos.

Resultados, andlisis y discusién

El objetivo general del proyecto fue sintetizar y caracterizar nuevos compuestos organometdlicos con el centro fac-Re(I)
(CO)3 que incluyan dos ligandos bioactivos en la misma molécula a efectos de generar compuestos multifuncionales que
pudieran actuar como multi-blanco y realizar estudios fisicoquimicos y bioldgicos que permitan evaluar su potencialidad
como fdrmacos antiparasitarios.

En ese marco, se completd la sintesis y caracterizacion en estado sélido y en solucién (andlisis elemental, FTIR, difraccién
de rayos X, TH-RMN) de un grupo de compuestos de formula global [Re(CO)3(CTZ)(NN)I(PFé), donde NN representa a cinco
diferentes ligandos derivados de la fenantrolina (incluyendo a la misma) bioactivos contra pardsitos tripanosomdtidos
(Figura 1 anexo Figuras). CTZ representa al azol clotrimazol, un ligando bioactivo que también presenta actividad contra
tripanosomatidos actuando a nivel de la biosintesis del ergosterol, principal esterol en pardsitos tripanosomatidos y
esencial para proveer estructura y funcidn a sus membranas y para la multiplicacién del pardsito. Ademds, y como
estaba previsto, se sintetizé y caracterizé el compuesto [Re(CO)3(KTZ)(NN)I(PFé), andlogo del mds activo de la serie
anterior, incluyendo al ligando bioactivo ketoconazol (KTZ).

Como parte del estudio de propiedades fisicoquimicas de interés biolégico de los compuestos, se estudiod su estabilidad en
disolvente orgdnico (DMSO0), en mezclas DMS0-medio acuoso simil biolégico, BHI (medio de cultivo del pardsito) y suero
bovino utilizando técnicas de TH-RMN y HPLC-DAD (técnica analitica puesta a punto para este fin en el marco de este
proyecto). Los compuestos resultaron estables por al menos 4 dias, lo que resulta adecuado para el posterior trabajo
planteado. También se determiné su lipofilia por un método de TLC en fase reversa ya utilizado por el grupo y se puso a
punto una técnica por HPLC en fase reversa para estudiar esta propiedad fisicoquimica. Los compuestos resultaron mds
lipofilicos que los ligandos libres, lo que resulta interesante para su potencial actividad biolégica ya que favorece el pasaje
por membranas biolégicas (Figura 2, anexo Figuras).
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Todos los tricarbonilos de renio desarrollados con CTZ y KTZ fueron evaluados en las formas epimastigota y
tripomastigota del ciclo bioldgico del Trypanosoma cruzi (cepa CL Brener). La Tabla 1 muestra la actividad en la forma
tripomastigota (Tabla 1, anexo Tablas). Se obtuvieron valores de IC50 en el rango micromolar o submicromolar. Los
compuestos resultaron en general mds activos que los ligandos libres, mds activos en la forma infectiva tripomastigota
que en la forma epimastigota (esta ultima forma estd presente Gnicamente en el insecto vector) y mostraron una actividad
del mismo orden que el farmaco tripanocida de referencia Nifurtimox. Ademds, se evalud la toxicidad inespecifica de los
compuestos en células Vero, utilizadas como células de mamifero modelo. Los compuestos mostraron valores aceptables
a buenos de indice de selectividad hacia el pardsito. El compuesto de KTZ resulté muy poco soluble y no pudo determinarse
un valor de IC50.

En suma, los resultados obtenidos prueban nuestra hipétesis de que los compuestos disefiados pueden ser obtenidos y que
éstos presentan actividad contra Trypanosoma cruzi.

Respecto a posibles blancos de accién en el pardsito, se estudié la interacciéon con CT-ADN de todos ellos utilizando la
técnica de fluorescencia que mide el desplazamiento de bromuro de etidio del aducto ADN-bromuro de etidio. Esta mostré
débil interaccion a través de un quenching muy bajo. Por eso, no se realizaron los estudios de electroforesis en gel
planificados sino estudios de la interaccidn por el método convencional espectrofotométrico que permite sugerir el modo
de interaccidn (Figura 3, anexo Figuras). Este mostré un efecto hipercrémico al aumentar la concentracidon de CT-DNA, que
se explica principalmente por la presencia de cationes cargados que interactian con el ADN por atraccidn electrostdtica
de los grupos fosfato del esqueleto del ADN provocando una contraccion y un dafio general en la estructura secundaria del
ADN. El efecto también podria atribuirse al contacto externo (unién electrostdtica) o al desenrollamiento parcial de la
estructura helicoidal del ADN, exponiendo mds bases del ADN. Los resultados prdcticamente descartan la intercalacién.
Estudios de Quimica tedrica apoyan estos resultados experimentales y las conclusiones indicadas.

El otro blanco propuesto para los compuestos es la enzima lanosterol alpha 14 demetilasa, parte de la ruta de biosintesis
de esteroles del pardsito, que es el blanco de accidén del clotrimazol. En el marco del proyecto se puso a punto una técnica
por HPLC para analizar acumulacién de lanosterol por inhibicidén de la enzima, técnica mds fiable que la técnica por TLC
propuesta originalmente (Tabla 2, anexo Tablas). Los resultados muestran que el nuevo compuesto inhibe la enzima
produciendo acumulacién de lanosterol y deplecién de ergosterol.

En cuanto a los estudios de metalémica, se determind la captacion por el pardsito del compuesto mds promisorio,
[Re(CO)3(CTZ)(tmp)I(PF6), y la distribucion subcelular en cuatro fracciones del pardsito en la forma epimastigota del
mismo (Tablas 3 y 4, anexo Tablas). Los resultados muestran una baja captacidn de renio por el pardsito, pero similar a
otros potenciales metalofdrmacos, y una acumulacién preferencial en la fraccién de proteinas solubles. También, se
realizaron estudios de metaldmica por Microscopia Raman Confocal aprovechando que los complejos presentan bandas en
el espectro vibracional en una regién donde los componentes bioldgicos no lo hacen (aprox. 2000 cm-1). Estos muestran un
cierto porcentaje de complejo asociado al ADN como se esperaba. Sin embargo, en contra de lo esperado no se observé
una asociacidn preferencial con ADN.

Publicaciones:
Application of microwave plasma atomic emission spectrometry in bioanalytical chemistry of bioactive rhenium
compounds. M. Soba, G. Scalese, L. Pérez-Diaz, D. Gambino, I. Machado, Talanta 244 (2022) 123413.

Manuscritos en preparacién:

Multi-functional organometallic compounds for the treatment of Chagas Disease: Re(I) tricarbonyl compounds with two
different bioactive ligands.

Mariano Soba, Gonzalo Scalese, Nicolds Pérez, Federico Casuriaga, Ricardo Faccio, Leticia Pérez, Ignacio Machado,
Dinorah Gambino

Presentaciones en congresos:

-VII Latin American Meeting on Biological Inorganic Chemistry, VII LABIC (6 al 9 de abril de 2021). Poster

Multi-target prospective antiparasitic organometallic compounds: Re(I) tricarbonyl complexes with two different bioactive
ligands

Mariano Soba, Gonzalo Scalese, Nicolds Pérez, Federico Casuriaga, Leticia Pérez, Ignacio Machado, Dinorah Gambino

- LatinXChem (congreso virtual 20 de septiembre de 2021 a través de la red social Twitter) e-Poster:
Design of novel multi-target Re(I) tricarbonyls with antiparasitic activity.
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Mariano Soba, Gonzalo Scalese, Nicolds Pérez, Leticia Pérez-Diaz, Ignacio Machado, Dinorah Gambino

- ENAQUI 7 (3 al 5 de noviembre de 2021) e-poster:

Disefo de compuestos organometdlicos multi-blanco con actividad antiparasitaria: tricarbonilos de Re(I) con dos ligandos
bioactivos diferentes

Mariano Soba, Gonzalo Scalese, Nicolds Pérez, Federico Casuriaga, Ricardo Faccio, Leticia Pérez, Ignacio Machado,
Dinorah Gambino

- SILQCOM 08 (10 al 11 de marzo 2022, virtual) poster:
Multifunctional Re(I) tricarbonyls for the treatment of Chagas Disease.
M. Soba, G. Scalese, R. Faccio, L. Pérez, I. Machado, D. Gambino

-Metals in Medicine Gordon Research Conference (26 de junio- 1 de julio) poster:

Multi-functional organometallic compounds for the treatment of Chagas Disease: Re(I) tricarbonyl compounds with two
different bioactive ligands

M. Soba, G. Scalese, R. Faccio, N. Veiga, L. Pérez, I. Machado, D. Gambino

Conclusiones y recomendaciones

En conclusidn, se han sintetizado seis nuevos compuestos tricarbonilos de Re(I) activos contra T. cruzi, lo que permitio
expandir el estudio de nuevos compuestos organometdlicos de renio con ligandos bioactivos como potenciales
antiparasitarios. Los mismos fueron caracterizados exhaustivamente en estado sélido y en solucidn utiizando diferentes
técnicas y se determinaron algunas de sus propiedades fisicoquimicas de relevancia bioldgica: lipofilia y estabilidad en
solucion. Se estudid su actividad biolégica en diferentes formas del ciclo biolégico del T. cruzi, la selectividad hacia el
pardsito estudiando la toxicidad inespecifica en células mamiferas modelo y su posible mecanismo de accién analizando
dos blancos propuestos. Los compuestos mostraron actividad como se esperaba y fueron mds activos en la forma
infectiva del pardsito que en la forma presente en el insecto vector, lo que resulta muy satisfactorio. Se avanzé en estudios
de metaldmica. La metalémica es un drea joven de la Quimica Inorgdnica Medicinal que empezd su desarrollo en la ultima
década por lo que todo resultado resulta novedoso. El compuesto seleccionado mostré una baja captacidn por el pardsito
pero similar a la reportada por otros metalofdarmacos. Se plantea en un futuro cambiar el contraion de forma de mejorar
la solubilidad y biodisponibilidad de los compuestos.

Esta serie de nuevos compuestos resulta promisoria para el desarrollo de posibles agentes contra T. cruzi. Los resultados
emergentes del proyecto resultardn un aporte tanto a la Quimica Inorgdnica bdsica como a la Quimica Inorgdnica
Medicinal.

El proyecto tuvo un fuerte componente de formacién en Quimica Inorgdnica Medicinal y Quimica Analitica, habiéndose
formado un estudiante de grado en las etapas inciales del proyecto y un estudiante de Maestria en Quimica. Este altimo
defenderd su tesis en breve. Como resultado, durante la realizacién del proyecto se desarrollaron nuevos métodos
analiticos de utilidad fundamental para la Quimica Inorgdnica Medicinal. Se establecié una técnica para la determinacién
cuantitativa de renio mediante MP-AES ya que la técnica de absorcién atdémica electrotérmica propuesta no resulto
adecuada. Esta técnica se uilizé para el andlisis elemental de renio en los compuestos y para los estudios de metalédmica
para determinar la captacidn y distribucidn subcelular del compuesto mds promisorio por parte del pardsito. Ademds, se
desarrolléd un nuevo método analitico de determinacidn de lipofilia por HPLC-DAD y un método de seguimiento de la
estabilidad en solucién de los compuestos en diferentes medios también por HPLC-DAD. Ademds, se puso a punto un
método por HPLC para estudiar la inhibicién de la enzima lanosterol alpha 14 demetilasa, parte de la importante ruta de
biosintesis de esteroles del pardsito. Todos estos instrumentos resultardn de suma utilidad para el grupo de investigacién
en su trabajo con estos y otros potenciales metalofarmacos.
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