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DESCRIPCION

Compleios metalicos con actividad antiparasitaria.

La presenie invencidn se refiere a unos complejos metdlicos con ligandos dmtp (5,7-
dimetil-1,2,4-triazolo[1,5-ajpirimidina). Ademas ia invencién también se refiere al uso
de estos complejos para el tratamiento de enfermedades parasitarias y mas
particularmenie de leishmaniasis y/o enfermedad de Chagas.

ESTADO DE LA TECNICA

La leishmaniasis vy la enfermedad de Chagas afectan sustancialmente en las regiones
fropicales v subtropicales, causando mortalidad, y problemas economicos.

La enfermedad de Chagas es una infeccion crénica, sistémica y parasitaria causada
por el protozoo Trypanosoma cruzi y es considerada por la OMS como una de las
enfermedades tropicales mas desatendidas en e mundo.

Los principales farmacos utiizados actualmente para tratar la enfermedad de Chagas
son dos heterociclos nitre aromaticos: nifurtimox (derivado de furano) y benznidazol
(derivade de imidazol). Ambos farmacos son efectivos en la fase aguda de la
enfermedad, aungue benznidazol presenia un mayor perfil de eficacia y seguridad,
pero la eficacia de ambos es muy baja en la fase crdnica. Ademas, estos compuestos
tienen serios efecios secundarios como anorexia, nauseas, polineuropatia periférica, v
dermopatia alérgica. La presencia de grupes nitre unidos a ios anilios heterociclicos
sugiere gue estos farmacos actlan sobre el parasito mediante la reduccidn del grupo
nitro, originando intermediarios reducidos qgue pudieran interaccionar con diferentes
biomoléculas por formacién de enlaces covalentes, aunque este modo de accion ain
se debate actualmente. Su nivel de toxicidad en los humanos se debe probablemente
a dafio oxidativo o reducior de tejidos, lo cual estd estrechamente vinculado a su
actividad antiparasitaria. Por tanto, se requieren urgentemente farmacos menos

toxicos vy mas selectives.

Leishmaniasis es el nombre asignado a un grupo de enfermedades causadas por
parasitos protozoarios kinetoplastides del generc Leishmania. Recientemente, se ha
descrito gue la coinfeccidn de VIH con leishmaniasis en huéspedes inmunodeficienies
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es un nuevo factor que incrementa las areas endémicas a io largo de todo el mundo.
La leishmaniasis se presenta en los humanos bajo tres formas clinicas principales: (i)
visceral, la forma mas severa y con mayor riesgo de mortalidad; (i) cutdnea, que se
origina como nédulos v iceras que pueden persistir durante afios; vy (ill) mucocutanea,
la cual produce lesiones permanenies en la boca, nariz y mucosa genital. Dichas
formas son producidas por especies moltiples vy filogenéticamente diferentes.
Leishmania infantum es considerado el principal agente etioldgico de la leishmaniasis
visceral en el sur de Europa. Utiliza los perros como huéspedes vy afecia
principalmente a nifios de entre 1 v 4 afios, aungue desde la aparicidn de la infeccion
ViH y el aumento en el uso de inmunosupresores para transplantes y quimioterapia,

casi la mitad de los casos afectan a adulios.

Otra especie importante, derivada del subgénero Viannia, es Leishmania braziliensis,
que es originaria principalmente de los paises Andinos y de la Cuenca del Amazonas v

causa leishmaniasis cutanea y mucocutanea.

El disefio de nuevos farmacos activos frente a las diversas formas de estas
enfermedades parasitarias, especialmente leishmaniasis visceral, es una necesidad
urgente. Hasta la fecha, no se dispone de una vacuna efectiva y las herramientas de
diagndstico no son especificas, debido a medidas de conirol deficientes sobre el
vector. Los médicos hacen uso de la guimicterapia como arma primaria para combatir
todas las manifestaciones clinicas mencionadas anteriormente. Sin embarge, los
farmacos en uso hasta el momento son bastante ineficaces o causan una multitud de
serios efecios secundarios vy, ademas, los organismos parasitarios desarrolian
rapidamente una fuerie resistencia hacia el farmaco, disminuyendo su sensibilidad a
estos farmacos. Durante méas de 50 afies, derivados de metales pesados,
principalmente antimoniales pentavalentes, se han empleado como farmacoes estandar
para el tralamienio de leishmaniasis. Entre ellos, los mas representativos son el
esiibogluconato de sodic (Pentostam®) v el meglumineantimoniato (Glucantime®). Se
supone, aungue no esia verificado, gue actiian mediante la inhibicidn de la sintesis de
ATP. Sin embargo, los antimoniales causan diversos efectos secundarios, como
nauseas, diarrea, erupciones de piel, mareo, arritmia cardiaca, hipoiensién, hepatitis v
pancreatitis. Por otra parte, la administracién del farmaco es dificil, bajas dosis
favorecen la resistencia en el parasito y elevadas dosis son toxicas. Otros tipos de
farmacos han sido ensayadoes recientemente. Pentamidinas son solo efectivas frente a

la leishmaniasis cuidnea vy, aungue mejor ioleradas, causan diabeies melliius a
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elevadas dosis. Fluconazol, anfotericing B y millefosina son Gliles contra 12
leishmaniasis visceral y, a pesar de su menor toxicidad, su eficacia es limitada frente a
otras formas de la enfermedad. Por lo tanie, resulia necesaric obtener nuevos agentes
ferapéuticos anti-tripanosomatidos mas potentes vy selectivos frenle a cepas
resistentes a los iratamientos habituales. Ademas, es imporianie que presenten una

menor toxicidad con el objetivo de disminuir los efectos secundarios adversos

Los ligandos triazolopirimidinicos han demostrade ser blogues de construccidn
excelentes vy versatiles con capacidad para producir polimeros de coordinacidn
multidimensionales con inferesanies propiedades (Ana B. Cabaliero et al. Crystal
Growth & Design 2012, 12, 3583-3583).

En relacién a sus propiedades aniiparasitarias, algunos derivados de estas moléculas
biciclicas v algunos de sus complejos metdlicos han demostrado ser especialmente
activos frente a diversas especies como Leishmania spp. v Trypanosoma cruzi (C.R.
Maldonado et al., 2010, J, Med. Chem., 53, 6964-6972; A.B. Caballero et al., 2011, J,
inorg. Biochem, 105, 770-778; i Ramirez-Macias et al, 2011, J. Antimicrob
Chemother, 66, 813-819).

Por ofro lado, se han descrito complejos metalicos con ligandos que consisten en
moléculas de 5,7-dimetil-1,2,4-Irlazolo[1,5-alpirimidina  (dmtp) vy ofros ligandos
auxiliares como etilendiamina o o-fenantrolina, gue han demostrado cierta actividad
antiproliferativa in vitro frente a 7. cruziy L. peruviana (5. Boutaleb-Charki et al., 2009
Drug Metabolism Letters, 3, 35-44).

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidn proporciona una serie de complejos metalicos que contienen
5,7-dimetil-1,2 4-Iriazolo[1,5-alpirimidina  (dmip) como ligande y que presentan
interesantes propiedades antiparasitarias. Estos complejos poseen mejor actividad
que alguno de los farmacos utilizados en la actualidad como por ejemplo Benznidazol

{enfermedad de Chagas) o Glucantime® {Leishmaniasis).

Por tanio, un primer aspecto de la presente invencidn se refiere al uso de un complejo
metalico que comprende:
a. un metal de transicidn;

b. al menos cuatro ligandos coordinados covalentemenie con el metal de
4
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transicidn, donde los ligandos se seleccionan de la lista que consiste en 5,7-dimetil-
1,2, 4-triazolo{1,5-alpirimidina {dmip} v H.O y donde al menos un ligande es 5,7-
dimetil-1,2 4-triazolof1,5-alpirimiding; y

C. un contraién

o cualguiera de sus estructuras cristalinas, para la elaboracidn de un medicamento

para el tfratamiento de una enfermedad parasitaria.

Por “complejo metalico”, en nuestro caso, se entiende una estructura formada por un
metal, que se encuentra enlazado o coordinado a otros grupos de dtomos que o
rodean llamados ligandos v estabilizada con un contraién para compensar 1a carga del
metal. En la presente invencion el metal estaria coordinade con al menos cuatro
igandos. Los ligandos pueden ser monodentados o muliidentados. En el caso de los
complejos de la presente invencidn los ligandos son monodentados vy los complejos al
menoes comprenden cualro ligandos que se seleccionan entre agua y dmip, siendo al
menos uno de ellos dmip; mas preferiblemente al menos dos ¢ cualro ligandos son

dmtp.

En una realizacion preferida, el compleje metdlico comprende al menos seis ligandos
de los descritos anteriormente, mas preferiblemente el complejo metalico estd
compuesto por seis ligandos, de los cuales preferiblemente al menos dos o cuatro son
dmip.

Por “metal de transicion” se entiends a cualquier calidn metdlico, preferiblements de
fa primera serie de transicidn, aunque se pueden usar metales de la sequnda y tercera
serie de transicidon de los grupos 7-12 de la tabla periédica, y ain mas preferiblemenie
se selecciona entre Mn, Fe, Co, Ni, Cu vy Zn. El estado de oxidacidn del metal de
fransicién es preferiblemente +2, es decir, es un metal divalente, por fanto, cuando el
contraién es monovalente se precisan de dos confraiones para compensar la carga

positiva.

El “contraién” es cualquier anidn farmacéuticamente aceplable conocido por un
experto en la malerig y preferiblemenie se puede seleccionar de la lista que
comprende CIO,, CF:80y4, CF, I3 Br, NQOy, PRy y BF,, mas preferiblemente es CiO,.

En una realizacién preferida el complejo es de férmula [M{dmip): (Ha0)] (X2 o de
formula [M{dmtp). (H:0),] (X)2; donde M es un metal de transicién tal y como se ha
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definido anteriormente y X es un coniraidn fal y como se ha definido antericrmente. En
una realizacidn mas preferida el metal de transicién se selecciona de enire Mn, Fe,
Co, Ni, Cu v Zn, y mas preferiblemente el contraidén se selecciona de entre CIO,,
CF3804, CF, 15, Br, NOg, PRy y BF,, atin mas preferiblemenie es CIO,.

Los complejos metalicos de la invencidn se pueden encontrar en forma cristaling; en
estos casos la estructura cristalina de estos complejos también esta compuesta por
moléculas dmip y/o moléculas de agua de crisializacién, donde dichas moléculas
inferaccionan de forma no covalente con el complejo metalico v los contraiones. Cada
molécula dmip coordinada interacciona mediante fuerzas de w-stacking con una
molécula dmip no coordinada, mientras que las moléculas de agua de cristalizacidn y
los contraiones estabilizan la estructura cristalina a través de enlaces de hidrégeno

intermoleculares con las moléculas de agua coordinadas vy los ligandos dmip.

En otra realizacidon e complejio es de férmula cristalina  [M{dmip)(H,O).l
(X)2e2(dmip)2H:O, es decir, consiste en un metal (M) divalente coordinado con seis
figandos, dos son dmip y cuatro son agua, con dos moléculas de dmip unidas
mediante fuerzas de -stacking con cada ung de los ligandos dmip, ademas de dos
moléculas de agua de cristalizacién y dos contraiones (X} monovalentes que

estabilizan la estructura cristalina.

En ofra realizacidn el complejo de la invencion es de férmula cristalina [M{dmip),
{(HO] (X)222H,0; es decir, consiste en un metal (M) divalente coordinado con seis
figandos, cuatro son dmip y dos son agua, y dos moléculas de agua de cristalizacidon vy

dos contraiones monovalentes que estabilizan la estruciura cristalina.

En una realizacién mas preferida, ef complejo de la invencidn se selecciona de entre:
Mn{dmip), {H0) 4} (X)e2(dmip) 2H,0;

Feldmip), (H20).] (002 (dmtp) »2H,:0;

Coldmip), (Ho0)4] (X)pe2(dmip «2H,0;

Ni(dmitp), (H0)4] (X)oe2{dmip)e2H,0;

Zn{dmip), (H0)] (X):-2(dmip)e2H.0; v

Culdmip)s (HaO)] (K)e2H0;

donde: X es un contraidn como se ha definido anteriormente.

[
[
[
[
[
[

En una realizaciéon mas preferida, el complejo de la invencidn se selecciona de entre:
6
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IMn{dmip), (H20)4] (ClO.)ee2(dmip)s2H,0; [Fe(dmip), (Ha0)4] (Cl04)2(dmip) «2H,0;
[Cotdmip)s (H:0):] (ClO)ee2{dmip)s2H:0; [Nifdmip), (Ha0)o] (ClO4)ee2(dmip)e2H,0;
[Zn{dmip), (H0),] (CHO4)2=2(dmip)e2H,0; y [Cu{dmip)s (H20):] (CIO,)202H,0.

Por “enfermedad parasitaria”, se enliende en la presents invencién a una enfermedad
infecciosa causada por protozoos, vermes (cestodos, trematodos, nematodos) o
artrépodos. En particular, en la presente invencion, los parasitos son protozoos, por
tanto, se puede decir gue los compuestos son antiprotozoarios. En una realizacidn
mas preferida los pardsitos pertenecen a la familia Trypanosomatidae, més
preferiblemente los parasitos son del género Trypanosoma o Leishmania. Especies de
las mismas, pueden ser, pero sin limitarse Trypanosoma cruzi, Leishmania infantum,
Leishmania brazilensis, Leishmania donovani, Leishmania fropica o Leishmania

chagasi, entre otras, conocidas por un experio en la materia.

Las enfermedades parasitarias a tratar podrian ser leishmaniasis o tripanosomiasis. La
“Leishmaniasis” es una enfermedad causada por un protozoo del género Leishmania y
transmitido, principaimente por dipteros conocidos como “sand fly”, moscas de la
arena o jejenes. ksta enfermedad se produce en humanos y animales vertebrados,
como pueden ser marsupiales, canidos, roedores vy primates. Las “Tripanosomiasis”
son enfermedades producidas en humanos ¢ animales vertebrados que son causadas
por parasitos protozoarios del género Trypanosoma, enire ellas se puede encontrar 1a
tripanosomiasis humana africana, también conocida como enfermedad del suefo, la
tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas o la tripanosomiasis en animales

o Nagana.

Por tanto, en una realizacién preferida los compuestos y/o complejos descritos en la
presente invencién se usan para el fratamiento y/o la prevencién de enfermedades
parasitarias protozoarias, mas preferiblemente los pardsitos pertenecen a la familia

Trypanosomatidae.

En una realizacion preferida de la presente invencion los compuestos descritos en la
presente invencién se usan para el tratamiento y/o la prevencién de la leishmaniasis o

fa enfermedad de Chagas.

Otro aspecto de la presenie invencidn se refiere a un complejo metdlico que

comprende:

~J
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a. un metal de transicién seleccionado de entre Mn, Fe, Co, Ni, y Zn;

b. al menos cuaire ligandos coordinados covalentemente con el metal de
fransicion, donde los ligandos se seleccionan de i3 lista que consiste endmip y HO y
donde al menos un ligando es dmip; preferiblemente los ligando son al menos seis; v
c. un contraion;

o cualguiera de sus estructuras cristalinas,

con la condicién de que el contraién es diferente a NO3, Fé s

El metal de este complejo metdlico es preferiblemente un metal divalente.

Como se ha descrito anieriormente el contraibn es diferente a NOg, I 6 13 )
preferiblemente se puede seleccionar de entre CIO,, CF:504, CI, Br, PFy vy BF,,
mas preferiblemente es CIO,.

El complejo de este aspecto de la invencidén puede ser de formula [M{dmip)(HO)4l
(X)2; donde M es un metal de transicidén seleccionado de entre Mn, Fe, Co, Ni, y Zn, X
es un contraién es diferente NOy, F 6 15"

El complejo de este aspecto de la invencién puede ser de fdrmula cristalina [M{dmtp),
(Ho00.] (X)2 Je2(dmip) «2H:0; donde M es un metal de fransicion seleccionado de entre
Mn, Fe, Co, Ni, y Zn, X s un contraidn es diferente NOs, 16 157

En una realizacidon mas preferida el complejo de este aspecto de la invencidn se
selecciona de entre:

[Mn{dmip). (Ho0),] (ClO)2{(dmip) »2H0;

[Fe{dmip), (HoO}4] (ClO)e2{(dmip) «2H0;

[Coldmip), (HO)] (ClO4)e2{dmip) «2H.0;

[Ni{dmip)s (H0)] (ClO)»2{dmip) »2H0: y

[Zn{dmip), (H.0).] (CIO,)e2{dmip) -.2H,0.

Otro aspecio de la presenie invencién se refiere al complejo de {formula:
[Cul{dmip)o{H0)] (ClO4)0e2H:0.

Un aspecto mas de la presente invencién se prefiere a una composicién farmacéutica

que comprende al menos un complejo metadlico seglin se ha descrito en los dos
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anteriores aspectos de la invencién, junto con un vehiculo farmacéuticamenie
aceptable, opcionalmente esta composicidn puede incluir ofro principio active, por

gjemplo olro compuesto antiparasitario.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende” y sus
variantes no pretenden excluir ofras caracteristicas técnicas, aditives, componentes ¢
pasos. Para los experios en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la
invencion se desprenderan en parie de la descripcion y en parte de la practica de la
invencidn. Los siguientes sjemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracién, v

no se pretende gue sean limitativos de la presente invencion,

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1. Esquema sintético y estructura molecular de los compuestos 12 8.

Fig. 2. Efecio de la aciividad de los complejos metdlicos 3, 4 v 8 sobre la tasa de
infeccidn y crecimiento de L. infantum. (Fig. 24} Tasa de infeccidn; (Fig. 2B) Ndamero
promedio de amastigotes por célula J774.2 infectada. Los valores se han iomado a
partir de la media de tres medidas independientes.

Fig. 3. Efecto de la actividad de los complejos metalicos 3, 4 v 5 sobre la tasa de
infeccién y crecimiento de L. brazifiensis. (Fig. 3A) Tasa de infeccion; (Fig. 3B} Numerg
promedic de amastigotes por célula J774.2 infectada. Los valores se han tomado a
partir de la media de tres medidas independientes.

Fig. 4. Efecto de la actividad de los complejos metdlicos 3, 4 v § en la tasa de
infeccién y crecimiento de T, cruzi. (Fig. 4A) Tasa de infeccidn; (Fig. 4B) Ndmero
promedio de amastigotes por célula Vero infectada; (Fig. 4C) Numero de
fripomastigoies en el medio de cultive. Los valores se han tomado a partir de la media
de tres medidas independientes.

Fig. 5. Parasitemia en el modelo murino de la enfermedad de Chagas aguda: Conirol
(¢} y con dosis 10 mg/kg de: Benznidazol (+); Compuesto 3(a); Compuesto 4 (A}
Compuesto 5 (s).
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MODOS DE REALIZACION

A continuacién se ilustrara la invencién mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que pone de manifiesto la efectividad los compuestos de la invencion.

En estos gjemplos se describe la sintesis de seis complejos metdlicos con dmitp:
IM{dmip)o(H0).(CIO, ) 2s2(dmip).2H,0, donde: M representa un metal de transicién
que se selecciona de Mn™ (1), Fe® (2), Co™ (3), Ni** (4) y Zn** (B); v
[Cu{dmip) o HoO ) CHO. )2 2H0 (5).

Asimismo se describe su aclividad antiproliferativa in wvitro frente a las formas
exiracelulares e intracelulares de 7. cruzi y dos especies de Leishmania (L. infantum y
L. braziliensis). Se determiné su toxicidad frente a macréfagos J774,2 y células Vero y
se compard con los correspondientes valores para los farmacos Benznidazole y
Glucantime, utilizados como referencia en esios esiudios. En el caso de T cruzi, se

registré la actividad antitripanocida in vivo en raiones hembra BALB/cC.

Ejemplo 1.- Sintesis de los compuestos {1} a {6)

Los compuestos {1} a (8) anteriores, se sinietizaron de acuerdo al siguiente
procedimiento general:

Discluciones acuosas de las respectivas sales metdlicas en 10 mb (Mn(ClO,)» 6H,0,
0,181 g; Fe(ClO,)H0, 0,128 g; Co(CKJ,)6H,0, 0,183 g; Ni(CIO,),-6H.0, 0,183 g;
Cu{ClO4-8H0, 0,185 g; Zn{Cl0,}-6H.0, 0,186 g} se mezclaron con 10 mb de una
disolucidén acuosa de ligando dmip (1 mmol, 0,148 g). La mezcla se agitd a 80 °C
durante 30 min. v las respectivas discluciones transparentes se dejaron reposar a
temperatura ambiente durante 5-10 dias. En las disoluciones se formaron cristales de
1-6 de calidad adecuada para su analisis por rayos X, En [a Tablas 1 vy 2 se recogen
los datos cristalograficos vy el aspecto de cada compuesto.

Compuesto 1. Rendimiento (basado en Mn) ~80 %. Anal. Calc. para
CoaMuCLMnN Oy, {exp.): C, 35,23 {34,62); H, 585 {5,77); N, 23,48 (23,87). Bandas
IH seleccionadas de 1: 1110vs {voiod), 15568 (v,,), 1630s (vy), 34048 {voon).

Compuesto 2. Rendimiento (basado en Fe) ~45 %. Anal. Calc. para CaeHaaClFeN ;04
10
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(exp.): C, 35,20 (34,85); H, 4,64 (5,31); N, 23,45 (24,14). Bandas IR seleccionadas de
2: 1103vs (vgos), 1558s (vyy), 16318 (v}, 33728, 3532s {vou).

Compuesto 3. Rendimiento (basado en Co) ~82 9%. Anal Calc. para
CoeHaCLOCON 04y (exp.): C, 35,08 (35,12); H, 4,63 (5,06); N, 23,38 (22,66). Bandas
iR seleccionadas de 3: 1103vs (voica), 15578 (v}, 168318 (v}, 3368s, 35343 {vo).

Compuesio 4. Rendimiento (basado en Ni} ~63 %. Anal. Cale. para CoeHauCLNNIO, .
(exp.): C, 35,09 (35,20); H, 4,63 (4,74); N, 23,38 (23,08). Bandas IR seleccionadas de
4: 1103vs (voos), 1558s {vyy), 16318 (v}, 3383s, 3536s {vo.u).

Compuesto 5. Rendimiento (basado en Cu) ~40 %. Anal. Calc. para
CoeMHaoChOCuN, O (exp.): C, 36,27 (36,43); H, 4,35 (4,40); N, 24,17 (24,09). Bandas
IR seleccionadas de 5: 1111vs (voiod), 18575 {v,,), 1630s (vy,), 3498s, 3626m (Vo).

Compuesio 8. Rendimienio (basado en Zn) ~79 %. Anal. Cale. para CosMHyCbN1s01udn
(exp.): C, 34,85 (34,42); H, 4,59 (5,01); N, 23,22 (23,10). Bandas IR seleccionadas de
6: 1110vs {voioa), 15548 (v}, 183685 (v}, 34363 (von).
Los resultados de andlisis elemental son considerados como una garantia de que la
pureza de los compuestos aislados es superior al 95%.

Los analisis elementales se realizaron en un analizador Fisons-Carlo Erba modelo EA
1108. Los espectros IR sobre muesiras en polvo se registraron con un ThermoNicolet
IR200FTIR utilizando pastillas de KBr. El comportamiento {érmico se estudid bajo flujo
de aire en equipos Shimadzu TGA-50 vy Shimadzu DSC-50, a velocidades de
calentamiento de 20 °C min”' y 10 °C min’, respectivamente. Los espectros de
reflectancia difusa se midieron en un especirofotdmetro VARIAN modelo CARY-5E.

L os espectros infrarrojo de los compuestos se registraron en la regidn 4000-400 ecm™ y
muesiran las bandas caracteristicas del ligando dmip. La regién 1700-1500 cm™ del
heterociclo presenta dos bandas a 1638 y 1548 cm’, las cuales estén ligeramenie
desplazadas por efecto de la coordinacidn al idn metdlico. La presencia del anidn
perciorato se hace evidente por 12 aparicidén de una banda intensa en torno a 1100 cm”™
', debida a la tipica vibracién de tensién. Los espectros también muestran bandas

anchas en la regién 3500-3300 c¢m’, que se asignan a los modos v(O-H) de las
11
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moléculas de agua, ensanchados y desplazados a menores numeros de onda por la

formacién de enlaces de hidrégeno.

Los espectros electrénicos para los compuestos de Co(il), Ni(lh v Cu{ll) presentan las
tipicas bandas de los correspondienties iones metdlicos. Los parametros Ao vy B para
cada complejo se calcularon a partir de las ecuaciones de Dou { Dou, Y. Equations for
calculating Dg and B. J. Chem. Education 1990, 67, 134). Los valores Ao para los
complejos 3, 4 v 5 son 9803, 9804 v 15456 cm’, respectivamente, y los valores B son

873 y 848 ¢’ para 3 y 4, respectivamente.

Tabla 1. Datos cristalogréficos y de refinamiento de la esiructura de 1-3.

Compuesto 1 2 3
Formuia CQSH44CEQMHN15014 CQSH44C§2FEN15014 ngHmCigCON«,GQM
Peso molecular 954,63 955,54 958,62

Tamafio del cristal
{mm)

0,53 x 0,23 » 0,03

0,38 » 0,29 =« 0,11

0,42 « 0,35 x 0,28

Aspecto del crisial prismatico, prismatico, prismatico, naranja
incoloro amariilo

A(A) 0,71073 0,71073 0,71073

Temperatura (K} 293{2) 293(2) 293(2)

Sistema cristalino monoclinico monoclinico monochinico

Grupo espacial FP2in P2/ P2.n

a ({3\} 14,8135(8) 14,8776(11) 14,8283(8)

b (A} 8,5203(5) 8,5587(6) 8,5798(5)

¢ {A) 17,7690(10) 17,6880(13) 17,6281(10)

B {(deg) 111,617(1) 111,748(1) 111,957(1)

VA% 2099,1(2) 20898,3(3) 2080,0(2)

£ 2 Z Z

Densidad (Calc.,g 1,510 1,519 1,531

cm’)

FO00) 990 992 994

Coef. absorcién 0,524 0,571 (0,823

{mm™)

Reflexiones tnicas 19958 10801 23307

Rin 0,0304 0,0226 0,0209

Rirvifs [ > 20(11° 0,0872/0,1058 0,0366/0,0850 0,0355/0,1021

R./wH; (todas las
refl) @
Bondad de ajuste

2 b

en

0.0414/0,1089

1,076

0,0413/0,1024

1,042

0,0393/0,1050

1,067
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Tabla 2. Datos cristalograficos v de refinamiento de la estructura de los compuestos 4-

8.

Compuesto 4 5 6

Férmuia CQgH44CigN16NEO14 CQgH4QCigCUN16C}12 CQBH44CEQN15014Z3’E

Peso molecular 858,40 927,20 965,06

Tamafio del cristal (mm) 051 x 042 20,21 050 x031x0,19 0,48 x0,39 x 0,25

Aspecto del cristal prismatico, azul prismatico, azul prismatico,
claro OSCUre incoloro

A{A) 0,71073 0,71073 0,71073

Temperatura (K) 203(2) 293(2) 203(2)

Sisterna cristaline monoclinico monoclinico monoclinico

Grupo espacial F24/n P2in F2./n

a(A) 14,8078(8) 8,639%() 14,330(2)

b ({f\) 8,8073(5) 11,9756(12) 8,5741(12)

e (A) 17,5587(10) 19,1918(18) 17,818(2)

8 (deg) 12,1211 90,352(1) 111,980(2)

V(A% 2073,2(2) 1988,7(3) 2077,4(5)

Z 2 2 2

Densidad (Calc.,g em™) 1,535 1,551 1,543

{000y 996 958 1000

Coef. absorcidén (mm™) 0,680 0,764 0,802

Reflexiones unicas 23265 19150 10585

Bin 0,0200 0,0519 0,0583

B/l |1 > 20(1)) ¢ 0,0354/0,1027 0,0478/0,0643 0,0524/0,1396

0,0387/0,1056
1,029

R/whs (todas las refl.)
Bondad de ajusie en F©°

0,1265/0,1371
1,100

0,0751/0,168t
1,057

By =[S Fol - Pl Y21 Fol 1 whe = [S [W(F2 — EAPYSIw(FARY>
® Bondad de ajuste = [T [w(F.2 - FA/(n - pl"% —w=1]c%(F2) + (aPF + bF]
donde P = {max(F,° 6 0)+2F2/3.

La primera eiapa de la descomposicion térmica de los seis complejos aislados es su
deshidratacion. Los compuestos isoestructurales 1, 2, 3, 4 y 8 muestran un
comportamiento trmico similar y la deshidratacidn provoca un efecto bien definido de
pérdida de masa en el diagrama TG Este proceso aparece en el diagrama DSC como
dos efectos endotérmicos, el primero corresponde a cince moléculas de agua
(promedio de -40 kJ por mol de agua) y el segundo a una molécula de agua (promedio
-60 kd por mol de agua). Para el compuesto 5, el proceso de deshidratacion tiene
lugar en dos etapas solapadas de pérdida de masa, v aparece en el diagrama DSC
como un Unice efecto ancho y asimétrico centrade a 97°C y con una entalpia asociada
de -32 kJ por mol de agua. Tras la deshidratacién, se produce la descomposicion
pirolitica de los aniones percloralo seguida por ia pirdlisis del componente organico en

13
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el intervaio de temperatura 300-750°C. En el compuesto 8§, tiene lugar un efecio
exotérmico inmediatamente antes de la descomposicidn de los aniones perclorato, lo
cual se debe probablemente a un cambio estructural. La pirdlisis completa de todos

los compuesios conduce al correspondiente dxido metalico como residuo inorganico.
Cristalografia de rayos X

Recogida de daios: Difractdmeiro Bruker Smart Apex CCD diffractometer con
radiacién Mo—Ka (A= 0,71073 A), monocromador de grafito, barrido de w vy ¢; recogida
de datos con Apex2 (Data Collection Program for the CCD Area-Detector System;
SAINT, Data Reduction and Frame Integration Program for the CCD Area-Detector
System. Bruker Analyiical X-ray Sysiems, Madison, Wisconsin, USA, 1997-2008),
refinamiento de celdilla y reduccidn de datos con SAINT, correccion de absorcion
experimental con el software SADABS.

Andlisis Estructural v Refinamiento: Las estructuras de 1-6 fueron resueltas mediante
el méiodo de atomo pesado y refinadas mediante minimos cuadrados de matriz
completa en F°, a fravés del paguete de software SHELX-87. Excepto los dtomos de
hidrégeno, todos los dtomos se refinaron anisotropicamente. Los dtomos de hidroégeno
de las moléculas organicas fueron idealizados y aguelios de las moléculas de agua se
localizaron en los mapas de Fourier y se refinaron con una distancia O-H restringida
(0,82 A). Los parametros térmicos de todos los dtomos de hidrégenco fueron fijados a
1,2 0 1,5 veces aguellos de sus dtomos precedentes.

Los compuestos 1-6 han sido aislados como cristales adecuados para su estudio por
difraccion de rayos X de monocristal. Sus datos cristalograficos v de refinamiento se
recogen en la Tabla 1 v 2. Con excepcidn del compuesto de cobre(ll) (5), todos los
compuestos son isoestruciurales. Tal y como se observa en la Fig. 1, constan de una
unidad mononuclear centrosimélrica, en la gue el idn metalico se coordina a dos
moléculas dmip v a cualro moléculas de agua en una geomelria octaédrica
distorsionada. Previamente se hablan obtenido complejos catidnicos similares con
Co(ll) y Cd(ll) pero conteniendo nitrato como contraanidon (I, Tagaki et. al Polyvhedron
16092, 11, 2003-2812).Los dos ligandos dmip estan coordinadoes al idn metalico a
través del dtomo de nitrégeno N3 y ambos ocupan las posiciones axiales del octaedro
de coordinacién con distancias de enlaces M-N3 que van desde 2,23 A para 1 hasta

2.1 A para 6; estas distancias son similares a las descritas en bibliografia para otros
14
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complejos con dmip.(J. M. Salas et al.Coord. Chem. Rev. 1998, 193-185, 1118-1142).

Por otra parte, la estructura cristalina de los cinco compuestos isoestructurales estd
fambién compuesia de dos moléculas dmip v dos moléculas de agua que
interaccionan de forma no covalente con el complejo metalico y los aniones percloraio.
Cada molécula dmip coordinada interacciona mediante fuerzas de m-stacking con una
molécula dmip no coordinada, mientras que las moléculas de agua de cristalizacion y
los aniones perclorato estabilizan la estruciura cristalina a través de enlaces de
hidrégeno intermoleculares con las moléculas de agua coordinadas y los ligandos
dmip.

La estructura del compuesto 5 consisie en una unidad mononuclear centrosimétrica,
dos moléculas de agua de cristalizacién v dos aniones percloraio (Figura 1). En &l
complejo, el ién cobre presenta un entorno de coordinacion ligeramente distorsionado
en el cual cuatro moléculas dmip estédn coordinadas a fravés de su atomo N3
(distancia Cu-N3 = 2,040 A), v dos moléculas de agua ocupan las posiciones axiales
del octaedro. La formacidn de enlaces de hidrdgeno implica a moléculas de agua
coordinadas y no coordinadas, aniones perclorato v ligandos dmip. Un complejo
similar de Cu(ll) fue descrito anteriormente (T.LF. Favre, et al, 1986, Polyhedron,
5(9), 1405-1411) pero gue coniiene como contraidn hexafluorofosialo en lugar de

perclorato.
Ejemplo 2.- Ensayos Biolégicos

2.1. Materiales v méiodos.

Cepas de pardsitos, cultivo

Las formas promastigote de L. infantum (MCAN/ES/2001/UCM-10) v L. braziliensis
(MHOM/BR/1975/M2804) v las formas epimastigole de la cepa SN3 de T cruzi
(IRHOD/CO/2008/5N3), las cuales fueron aisladas de Rhodnius prolixus doméstica

cuye origen biolégico es Guajira (Colombia), se cultivaron in vifro en medio liquido
tripanosomal (MTL) con 10% suero bovino fetal inacltivado y se mantuvieron en
atmésfera de aire a 28 °C, en frascos Roux {Corning, USA) con area superficial de 75
cm?, segin la metodologia descrita por Gonzalez, P et al. J. Antimicrob. Agents. 2005,
25, 136-41.
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Cullive celular v ensayos de citotoxicidad

Los macrofagos J774,2 (ECACC ndmero 91051511} se obtuvieron originalmente de
un tumor en una rata hembra BALB/c en 1968 y las células Vero (Flow) fueron
cultivadas respectivamente en medio esencial minimo (MEM) con glutamina (2 mM) y
complementado con un 20% de suero bovino fetal inactivado y RPMI (Gibeo),
complementado con un 10% de suero bovino fetal inactivado, en aimdsfera

humidificada de aire 85% con 5% CQOs a 37 “C durante dos dias. Los ensayos de

citotoxicidad para macréfagos y células Vero se llevaron a cabo siguiendo la
metodologia de Marin et al., 2011, J. Nat. Prod., 74, 744~750.

Tras 72 h de tratamiento, se determing la viabilidad celular mediante citometria de
flujo. Para ello, se afladieron 100 pi/pocille de disolucidn de yoduro de propidio (100
mg/ml} y se incubd durante 10 min a 28 °C en la oscuridad. A continuacién, se
adicionaren 100 pl/pocilio de diacetaio de fluoresceina (100 ng/mi) v se incubd bajo
fas mismas condiciones. Finalmente, {as células se recuperaron por centrifugacion a
400g durante 10 min y el precipitado se lavd con tampdn fosfato salino. El andlisis se
realizé con un citdmetro de flujo FACS VantageTM (Becton Dickinson).

El porcentaje de viabilidad se cailculd con respecto al cultivo control. El valor ICrg se

determind mediante regresion lineal a partir de los valores K, de las concentraciones

ensayadas.

Ensavos de actividad in vitro

Formas promastigote v epimastigote (formas extracelulares)

Los compuestos obtenidos y los farmacos de referencia (Glucantime y Benznidazol)
se disolveron en DMSO (Panreac, Barcelona, Spain) a una conceniracidon de 0,01%, a
fa cual DMSO no presenta foxicidad ni efectos inhibitorios sobre el crecimiento del
parasito, segin Gonzdlez et al. J. Antimicrob. Agenis. 2005, 25, 138-41. Los
compuestos se disolvieron en medio de cullivo a concentraciones de 100, 50, 25, 10y
1 uM. Los efectos de cada compuesio frente a promastigoles de L. infantum v L.
brazifiensis y epimastigotes de T cruzi fueron evaluados tras 72 h utilizando una
camara hemocitomeétrica de Neubauer. El efecto antitripanosomatido se expresa como
iCso, 1.8, la conceniracién requerida para producir un 50% de inhibicidn, calculada
mediante regresién lineal a partir de los valores K, de las conceniraciones ensayadas.
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Ensavos amastigote (formas intracelulares)

Los macréfagos J774,2 v las células Vero se cultivaron respectivamente en medio
gsencial minimo (MEM) con glutamina (2 mM) v complementado con un 20% de suero
bovino fetal inactivado, y RPMI (Gibco), complementado con un 10% de suero bovino
fetal inactivado y se maniuvieron en atmésfera humidificada de aire 85% y 5% CO»s a

37 °C. Las células se sembraron con una densidad de 1x10° células/pocilios en
microplacas de 24-pocilios {Nunc) con cubremuestras redondos en el fonde y se
incubaron durante 2 dias. A continuacidn, las células se infectaron in vitro con formas
promastigote de L. infantum y L. braziliensis {en la fase estacionaria) y con formas
metaciclicas de 7. cruzi {oblenidas segin Osuna et al., 1950, Cell Differentiation and
Development, 30, 88-85), en una proporcion 10:1 durante 24 h. Los parasitos no
fagocitados se eliminaron mediante lavado, y se adicionaron los productos (1, 10, 25,
50 y 100 uM). Los macrdiagos vy las células Vero con los farmacos se incubaron
durante 72 h a 37 “C en 5% CO». La actividad del compuesio se determind en base al
namere de amastigotes en cultivos tratados y no tratados en preparaciones fijadas en
metanol y tintadas con Giemsa. El nimero de amastigotes se obtuvo mediante el
andlisis de 200 células huésped distribuidas en dreas microscépicas seleccionadas al
azar. El efecto antitripanosomatido se expresa como 1Ce,.

Estudios de infeccién

Los macrdfagos J774,2 vy las células Vero fueron cullivados bajo las mismas
condiciones descritas para los ensayos amastigote durante dos dias. A continuacion,
las células se infectaron in vitro con formas promastigote de L. infantum y L
braziliensis y formas metaciclicas de 7. cruzi, en una proporcion de 10:1. Los

producios (concentraciones 1Cos) se adicionaron inmedialamente después de la
infeccién y se incubaron durante 12 h a 37 °C en 5% COs. Los parasitos no

fagocitados y los productos se eliminaron por lavado, y los cullivos infectados se
incubaron durante 10 dias en medio fresco. Cada 48 h, se anadié medic de cultivo
fresco. La actividad del producto se determiné a partir del porcentaje de células
infectadas y el niimero de amastigoles por célula infeclada, y en el caso de T. cruzi, el
namero de tripomastigotes en el medio también se determind (M. Sanchez-Moreno et
al.,, 2011, J. Med. Chem., 54{4), 970-979) {en cultivos tratados vy no tratados) en
muestras fijadas con metanol y tintadas con Giemsa. El porcentaje de células
infectadas v el nimero promedio de amastigotes por célula infectada se determiné
mediante el andlisis de 200 células huésped distribuidas en éreas microscopicas
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seleccionadas al azar.

Estudios de actividad tripanocida in vivo

Grupos de tres grupos de tres ratones hembra BALB/c (6 - 8 semanas; 20-25 g)

criados en condiciones estdndar fueron infectadas con 1x10° formas metaciclicas de
T. cruzi por via intraperitoneal. Los animales se dividieron en los siguientes grupos: (I
grupo 1: no infectados (no infectados v no tratados); () grupo 2: no tratados
{(infectados con 7. cruzi pero no tralados); (M) grupo 3: no infectados (no infectados v
fratados con 1 mg/kg peso/dia, durante cinco dias consecutivos [dias 7 a 12
postinfeccién] via intraperitoneal} (V. P. Sllsen et al, 2008, Antimicrob Agents
Chemother.,, 52, 2415-2419) v (IV) grupo 4: fratados {infeciados y tratados duranie
cinco dias consecutivos {dias 7 a 12 postinfeccién] con los compuesios de ensayo y
benznidazol}.

Los traiamientos comenzaron siele dias después de la infeccidn del animal. Los
compuestos se administraron de forma similar a la descrita anteriormente v a las
mismas concentraciones. Se sacd una muestra de sangre (5 yl) de la vena mandibular
de cada ratdn tratado y se diluyd 1:15 (50 pl de tampdn citrato: acido citrico 0,1 M,
citrgto sédico 0,1 My 20 yl de tampdn de lisis a pH7,2: Tris—Cl 2 M, MgClo), Los
parasitos se contaron por &reas con el objetive de inmersion. Cada tres dias se
registro el ndmero de formas 7. cruzi en el torrente sanguineo desde el dia 7 al dia 60
postinfeccién. El nOGmero de formas tipomastigote se expresd por 100 éreas

microscépicas.

2.2. Resultado v conclusiones

Con el objetive de elucidar su potencial como farmacos para el tratamiento de
enfermedades causadas por especies Trypanosomatidae, se evalué la aclividad toxica
de los complejos triazolopirimidinicos 1 - & frente a dos especies de Leishmania (L.

infantumy L. braziliensis) y una cepa de 7. cruzi.

La mavor parte de los estudios in vitro de la actividad biolbgica de nuevos compuestos
frente a especies tripanosomalidas se desarrolian en formas extracelulares debido a
su facilidad de manipulacién. Sin embargo, dado que las formas extraceiulares se
desarrolian en el vector, las evaluaciones que se llevan a cabo con ellas son
meramente indicativas del potencial tripanocida y leishmanicida de los compuestos en
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el huésped vertebrado. En consecuencia, es necesario complemeniar un test
preliminar con formas exiracelulares promastigote v epimastigoie con una posterior
evaluacion utilizando formas intracelulares (amastigotes) para lograr una evaluacion
mas exacta de la aclividad. Los ensayos intracelulares se llevaron a cabo infectando
células macrdfago con promastigotes de L. infantum vy L. braziliensis, y células Vero
con formas metaciclicas de 7. cruzi Estas formas infecciosas invaden las células
mamiferas y se transforman en amastigotes al cabo de un dia tras la infeccidn. La

inhibicidén se expresa como valores [Csp después de 72 h de tratamienio con los

compuestos. En las Tablas 3 a 6 se muestran los resuliados de la inhibicién causada
por los compuestos estudiados en las formas epimastigote de 7. cruzi y promastigote
de L. infantumy L. brazifiensis, y en ias formas intracelulares amastigote de los fres
tripanosomatidos. Se han incluido los valores de los farmacos de referencia
Glucantime® vy Benznidazol® se incluyen en todos los casos para comparar la
actividad de los compuestos objeto de la presente invencion.

Tabla 3. Actividad in vifro de los farmacos de referencia y los complejos metalicos 1-6
frente a las formas exiracelulares (promastigotes y epimastigotes) de Leishmania spp.
y Trypanosoma cruzi.

IG5 (M) Toh .
Producto L. L T cruzi | Macréfagos Eg;?é?%ggf
infantum | braziliensis | J774,2 (u® W
Benznidazol - - 15,8%1,1 - 13,540,9
Glucantime® | 18,0231 25,6+41,6 - 15,2+1,0 -
1 62,7+7.8 10,0£1,5 20,143,7 | 201,4x13,8 148,3+11.,6
2 49,3114,3 25,510,9 22,6%3,0 91,046,4 78,4175
3 42,9453 43,9448 43,2456 § 7553£31.3 =1000
4 27,7838 45,143,5 38,2490 | 90384632 >1000
5 38,944 .1 10,3x1,0 25,4423 558,619,8 420,3+6,5
& 87,7+15.4 35,6437 19,2411 100,2+15,1 73,7+4.8
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Tabla 4. Actividad in vitro de ios farmacos de referencia y los complejos metalicos 1-6

frente a las formas exiracelulares {promastigotes v epimastiqgotes) de Leishmania spp.

y Trypanosoma cruzi

Producto s
i. i. 1. cruzi
infantum  braziliensi
Benznidazol - - 0.8
Glucantime® (0.8 0,6 -
1 3,2 (4) 20,1 (34} 7,4 (9)
2 1.8 (2) 3,6 (6) 3,5 (4)
3 17,6 (22} 17,2 (29) 23,1{29}
4 32,6 (41) 20,0 (33) 26,2 (33)
5 15,1 (19) 54,2 (90} 18,5 (21}
4] 1,0 (1) 2,8 (5) 3,8 (5)

Tabla 5. Actividad in vitro de los farmacos de referencia, y los complejos metdlicos 1-6

frente a las formas intracelulares (amastigotes) de Leishmania spp. v Trypanosoma

cruzi.
iCon (M) Cs0 I células
Producto L. L T eruzi macréfagos Vero (M)
infantum | braziliensi | J774,2 (uM)° u
Benznidazole - - 23,314.6 - 13,540,8
Glucantime® | 31,115,7 38,3143 - 15,2+1,0 -
1 28,9413 17,0+2.8 18,8+3,0 201,4+13,8 148,3+11,6
2 29,7122 30,3114 24,9131 91.,016.4 78,4175
3 37,0527 34,5128 30,814,2 75534313 >1000
4 38,344,686 37,6453 35,7411 803,8463,2 >1000
5 30,9417 27,8118 21,5114 5586498 420 34+6 5
4] 40,8+2.9 23,7435 27,8122 100,2515,1 73,7148
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Tabla 6. Actividad /in vitro de los farmacos de referencia, vy los complejos metdlicos 1-6
frente a las formas intracelulares (amastigotes) de Leishmania spp. v Trypanosoma

rUET

IS °

Producio , igs . \
L. infantum L. braziliensis T. cruzi

Benznidazole - - 0,8

Glucantime® 0,8 0,6 -

1 7.5 11,8 (20} 7900
2 3,1 (4) 3,0 (5) 3,1 {4
3 20,4 (25) 21,8 (36) 32,4 {40)
4 23,6 {29) 24,0 (40 28,0 {35}
5 18,0 (22) 20,1 (33) 18,5 (24)
8 2,4 (3} 4,2 (7} 2,6 {3)

* En células Vero después de 72 h de cultive. ICsy = conceniracidn necesaria para
causar una inhibicion del 50%, calculada por regresidn lineal a partir de los valores K¢

de las concentracionss ensayadas (1, 10, 25, 50 y 100 uM).

¢ Erente a macréfagos J774,2 v células Vero despuéds de 72 h de cultivo.

Y Indice de selectividad = ICsy macréfagos J774,2 6 células Vero / I1Cs formas
intracelulares del pardsito. Enire paréntesis: Nimero de veces que e IS del
compuesto ensayado es superior al del farmaco de referencia.

Note: Promedio de fres determinaciones independientes.

Asimismo se determinaron los valores de toxicidad frenie a macréfagos de mamifero
J774,2 y células Vero tras 72 h de tratamiento con los compuestios, v los indices de
selectividad (IS, ICx toxicidad frente a macrdfagos y/o células Vero / 1G5, actividad
frente a las formas extra- e intracelulares de ambos parasitos) se indican en las Tablas
3 a 6. El nimero de veces que el IS del compuesto excede al IS del Glucantime® ¢
del Benznidazol se expresa entre paréntesis. Este valor es representativo de la
potencial eficacia in vitro de los compuestos ensayades en comparacién con los

farmacos de referencia.

Los compuestos 3, 4 v 5 mostraron {a mayor actividad frente a L. infantum y la mayor
actividad leishmanicida frente las formas extra- ¢ intracelulares (Tablas 3 a 86). Los
datos de toxicidad son mas nolables aln, va que los seis compuesios estudiados
resultaron ser mucho menos téxicos frente a los macrdfagos gue el farmaco de

referencia. Los compuestos 3, 4 v 8 fueron 50, 58 y 37 veces menos {0xicos que

21
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Glucantime®, respectivamente. Con estos compuestos se observaron fambién los
mayores valores IS, B IS del compuesto 3 fue 22 veces mayor que el de los farmacos
de referencia {forma extracelular) y 25 veces (forma intracelular), of 1D del compuesto
4 fue 41 veces mayor (forma exiracelular) y 28 veces {forma intracelular) y el 1S del
compuesto 5iue 19 veces mayor (forma exiracelular) v 22 veces {forma intracelular).

Se pueden exiraer conclusiones similares a partir de los resultadoes para L. brazifiensis
(Tablas 3 a 8). Los compussios 3, 4 v § de nuevo mostraron los valores 1S mas altos
en los dos ensayos, los cuales superan a los de los farmacos de referencia en 28 y 36
veces, en el caso del compuesto 3; 33 v 40 veces en el caso del compuesto 4; y 80 y
33 veces en el caso del compuesto 5 {para las formas extracelulares e intracelulares
respectivamenis). Ademas, los datos de ambas tablas muestran que el compuesto 1
es activo para las formas extra- e intracelulares de L. braziliensis (34 y 20 veces,

respectivamente}, pero no hacia L. infantumy T cruzi.

En la tercera columna de la Tabla 3 se indican los valores ICgqg de los compuestos

frente a las formas epimastigole de T. cruzi, junto con los resuliados del farmaco de
referencia Benznidazol, También se incluyen los valores de toxicidad frente a células
Vero tras 72 h de cultivo v los valores IS se indican en la Glitima columna de la Tabla 4.
Se puede observar que los compuesios 3, 4 y 5 son una vez mas los mas activos, no
solo frente a las formas extracelulares sino también frenie a las formas intracelulares
(Tabla 5, tercera columna). Ademads, estos compuesios fueron bastante mas aclivos

gue Benznidazol frente a las formas extracelulares e intracelulares del parasito.

Los tres complejos metalicos {3, 4 v 8) fueron también sustancialmente menos t6xicos
para las células Vero que el farmaco de referencia (ICgg 2 1000uM para los

compuestos 3 v 4 v 420,3 uyM para el compuesto 8§ frente a 13,6 yM para
Benznidazol). Los valores IS indican que estos compuestos fueron de nuevo los mas
prometedores, con valores 1S 29, 33 v 21 veces mayores (formas extracelulares) y 40,
35- v 24 veces {formas intracelulares) mayores que aguellos para Benznidazol.

Varios aulores han destacade que los valores 1S deberian ser mas de 20 veces
superiores al valor IS del farmaco de referencia para gue se considere que un
compuesto posee propiedades fripanccidas. Este requisito se cumple para los
compuestos 3, 4 v § frente a todos los parasites estudiados, y para el compuesto 1 en
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el caso de L. brazifiensis. Por tanto, estos compuesios se seleccionaron para estudios

posteriores.

Los estudios de actividad se ampliaron para determinar ¢l efecto de los compuestos
sobre la tasa de infeccidn y la replicacién intracelular de las formas amastigotes.
Macréfagos J774,2 y células Vero fueron infectados con promastigotes en la fase
estacionaria de L. infantum y L. braziliensis y formas metaciclicas de T cruzi E
experimento control mosiré gue los parasitos invadieron las células y sufrieron una
transformacion morfolégica a amastigotes después de un dia tras la infeccion y en &l
dia 10, 12 tasa de infeccion de célula huésped alcanzé su maximo. Para los ensayos,

se ulilizé el valor 1Csy de cada producto como dosis de ensayo, con Glucantime y

Benznidazole como farmacos de referencia.

Como se observa en la figura 2A, cuando se adicionaron los compuestos 3,4 v S alos
macrdfagos infectados con promastigotes de L. infanium, la fasa de infeccidn
disminuyé significativamenie en relacién al control para los tres compuestos
ensayados. La infeccidn fras el tratamiento (Fig. 2A) sigue el orden 4 > 3 > 5,
decreciendos en un 88%, 83% vy 77% respectivaments. Estos valores son
significativamente mayores a la inhibicién producida por Glucantime {64%). Asimismo,
los tres compuestos inhibieron la replicacién amastigote in vitro de L. infanium en
macréfagos de una forma similar a la inhibicidn de la tasa de infeccibn descrila
previamente. Los compuestos fueron de nuevo mas efectivos gue el farmaco de

referencia 10 dias después del tratamiento (Fig. 2B).

Se llevé a cabo of mismo experimento con L. brazifiensis, y los resuliados de la tasa
de infeccidn v el nOGmero de amastigotes se muestran en las figuras 3A y 3B,
respectivamente. En ambos casos, los ires compuestos fueron mas eficaces que
Glucantime. Los datos de tasa de infectividad calculados a partir de la figura 3A
mostraron que una eficacia 3 (88%) > 4 (86%) > § (80%) > 1 (71%) > Glucantime
(51%), v la disminucion en el nimero de amastigoles fue 4 (73%) > 3 (68%) > 5 (60%)
> 1 {33%) > Glucantime (29%}).

Los resultados correspondientes a la proliferacion de T, cruzi en células Vero para los
compuestos triazolopirimidinicos 3, 4 y 5 se recogen en la Fig. 4. Haciendo uso del
mismo método empleado para las especies Leishmania, se ulilizé el ICos de cada
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producic como dosis de ensayc y se emples Benznidazol como farmaco de

referencia.

Cuando las células se incubaron durante dos dias y luego se infecltaron con formas
metaciclicas, los parasitos invadieron las células y experimentaron una transformacion
morfolégica a amastigotes un dia después de la infeccidn. En el dia 10, ia tasa de
infeccién de la célula huésped alcanzéd su méximo. Cuando se adicionaron los

compuestos 3, 4 vy § (concentracidn Cos) a las células Vero infectadas con formas

melaciclicas de 7. cruzi, la tasa de infeccién disminuyd significativamente en relacion
al control, alcanzando 89 % (4}, 83% (3} y 81% (5} en el dia 10 del experimento (Fig.
4A). La disminucidn en la tasa de infeccidn que mosiraron estos compuestos fue
sustanciaimente superior a la de Benznidazol {35%). Estos tres compuestos inhibieron
fa replicacién amastigote en células Vero. La adicién de una concentracién equivalenie

al iCog de estos compuestos redujo significativamente el ndmero de amastigotes por

célula infectada en el dia 10, alcanzando una reduccion del 79% para el compuestio 4;
87% para el compuesio 3 y 50% para el compuesio § en relacidén al experimenio
control. Eslos resultados son nolables si los comparamos con los obtenidos con
Benznidazol, que causd una reduccién de tan solo 30% en el nimero de amastigotes.
Tras la replicacién intracelular amastigote, los amastigotes se transforman en
fripomastigotes, los cuales salen de la célula y pasan a la circulacidén. Los parasitos
circulantes pueden entonces invadir nuevas células para iniciar nuevos ciclos de
replicacion y estan disponibles para infeciar veciores que se alimentan del huésped
(C. Bern, 2011, N. Engl. J. Med., 364, 2527-2534}. Por tanio, nosotros medimos la
variacidn en el nimero de tripomastigotes en el medio de cuitive (Fig. 4C). El

experimento control tenia un ndmero de promastigotes de 5,19x'303 eneldia 10,y se
observé una reduccidén del 83%, 75% vy 50% para los compuestos 4, 3 y 5,
respectivamente. Estas tasas de reduccién fueron mas significativas que para

Benznidazol (31%).

Posteriormente se estudid la actividad in vivo en ratones de los complejos metalicos
iriazolopirimidinicos 3, 4 v 5. Se evalud la aclividad frente a la elapa de infeccidn
aguda, considerada como los primeros 80 dias post-infeccién. Por tanio, optamos por
la ruta intra-peritoneal (ip) con dosis diarias de 2 mg/kg duranie cinco dias, lo cual no

provocd la muerte de ningdn animal. Ratones hembra Swiss fueron inoculados intra-

peritonealmente con 1x10° tripomastigotes metaciclicos y ¢l tralamiento comenzé
24
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siete dias después de la infeccidon por ruta ip con 2 mg/kg/dia de cada compuesio

duranie cinco dias.

La administracién se efectud con una solucidn salina. Se incluyd un grupo control
fratado de la misma manera con solo el vehiculo. Durante el estudic de (a fase aguda
de actividad, se determind el nivel de parasitemia cada tres dias (Fig. 5). Ninguno de
los animales tratados tanto con el control como con los tres compuestos murié durante
el tratamiento, mientras que la supervivencia de los ralones tratados con Benznidazol
fue del 80% {daios no mostrados). Una comparacion de los datos representados en la
figura 5 mostrd que en relacién a los ratones control, los fres compuestos ensayados
fueron capaces de disminuir el nimero de tripomastigotes en el dia de maxima carga
parasitaria (dias 22-26 posi-infeccién). En el dia 60 post-infeccidn, se observd una
reduccién de parasitemia 4 > 3 > 5, con respecto al control.

Por tanto, podemos decir que los complejos metdlicos triazolopirimidinicos 3-8
presentaron actividad frente a T. cruzi, L. infantum v L. brazilisnsis y muesiran una

actividad mayor que el igando dmip libre.
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REIVINDICACIONES

{iso de un complejo metdlico que comprende:

a. un metal de transicidn;

b. al menos cuatro ligandos coordinados covalentemente con el metal de
tfransicién, donde los ligandos se seleccionan de 13 lista que consiste en
5,7-dimetil-1,2,4-triazolo[1,5-alpirimidina y H.O y donde al menos un
igando es 5,7-dimetil-1,2,4-triazolo[1,5-alpirimidina; y

c. un contraidn,

o cualquiera de sus esiructuras cristalinas, para 1a elaboracién de un medicamento

para el tralamiento de una enfermedad parasitaria.

Uso segln {a reivindicacion anterior, donde el complejo comprende seis ligandos.

Uso segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde al menos dos o

cuairo ligandos son 5,7-dimetil-1,2,4-triazolo[1,5-ajpirimidina.

Uso segin cualguiera de las reivindicaciones anteriores, donde el metal es un i6n

metalico divalente.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones amteriores, donde el metal de

transicion se selecciona de la lista que comprende Mn, Fe, Co, Ni, Cuy Zn.

Uso segln cualguier de las reivindicaciones anieriores, donde el contraidn se
selecciona de la lista que comprende CIO,, CF;S04, CF, I3 Br, NO4, PRy y BF

{iso segin la reivindicacion anterior, donde el contraién es ClO4.

Uso segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el complejo es de
formula [M{dmip), (H01,] (X} o de férmula [M{dmip), (Ha0),] (Cs; donde M es un
metal de transicibn, X es un coniraidn y dmip es 5,7-dimetil-1,2 4-triazolo[1,5-
alpirimidina.

Uso segin cualguiera de las reivindicaciones anieriores, donde el complejo es de
formula cristalina [M{dmtp), (H0W] O02{dmip).2HC o [M{dmip)s (H.0)l
(K)z2H,0; donde M es un metal de transicidn, X es un contraidn vy dmip es 5,7-

26
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dimetil-1,2 4-triazolo[1,5-alpirimidina.

Use segin cualguiera de las reivindicaciones anieriores, donde el complejo se
selecciona de entre:

[Mn{dmitp}, (Hx0)4] (X)s2{dmip) «2H,0;

[Fe{dmip), (H0),] (X)ze2{dmip)} «2H,0;

[Coldmip)e (Ha0)a] (X)ee2(dmip) «2H:0;

[NHdmtp)s (H0)4] (X)ae2(dmip) «2H0;

[Zn{dmip)z (H20).] (X)z -2(dmtp) -2H0; y

[Cufdmip)s (H0)] (X)2e2H,0;

donde: X es un contraidn y dmip es 5,7-dimetil-1,2,4-triazolo[1,5-ajpirimidina.

Uiso segin {3 reivindicacion anterior donde el complejo se selecciona de entre:
Mn{dmip}, (Ho0)4] {CIO,),e2{dmip)e2H,0;
e{dmip)s (HoO)] (GO, )ze2{dmip)2H-O;
Co{dmip}, (H0)] (ClO)»2(dmip)e2H.0;
Ni{dmip), (Hz0)] (ClO ) 2(dmip)e2H,0;
Zn{dmip}, (H0)] (ClO,)e2{dmip) 2H,0; v
Cu(dmip), (H20)] (CHD,)pe2H,0,
donde: dmip es 5,7-dimetil-1,2,4-triazolo[1,5-ajpirimidina.

[
[F
[
[
[4n
[

Uso segin cualquiera de las reivindicaciones antericres, donde la enfermedad
parasitaria es una enfermedad parasitaria protozoaria.

Uso segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la enfermedad es
causada por parasiios que pertenecen a la familia Trypanosomatidae,

Uso segin la reivindicacién anterior, donde los pardsitos pertenecen al género
Leishmania o Trypancsoma.

Uso segin la reivindicacién anterior, donde los parasitos pertenecen a la especie

Trypanosoma cruzi, Leishmania infantum o Leishmania brazifensis.

Uso segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la enfermedad es

leishmaniasis o tripancsomiasis.

3
~J
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Uso segiin cualquiera de las reivindicaciones amnteriores, donde la tripancsomiasis

es la enfermedad de Chagas.

Composicién farmacéutica que comprende al menos un complejo metalico que a
su vez comprende:
a. un metal de fransicidon seleccionado entre Mn, Fe, Co, Ni, v Zn,
b. al menos cuatro ligandos coordinados covalentemente con el metal de
fransicidén, donde los ligandos se seleccionan de la lista gue consiste en 5,7-
dimetil-1,2,4-triazolo[1,5-alpirimidina y H.0O vy donde al menos un ligando es
5,7-dimetil-1,2 4-triazolo1,5-ajpirimiding; y
o un coniraidn;
o cualquiera de sus estructuras cristalinas;
con la condicién de que el contraidn es diferente a NGy, I é 137

junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Composicion farmacéutica segin reivindicacién anterior donde el meial es un

metal divalente.

Composicién farmacéutica segin cualquiera de las reivindicaciones 18 o 19,

donde el contraién del complejo metélico es CIO,.

. Composicidn farmacéutica segin cualguiera de las reivindicaciones 18 a 20,

donde el complejo comprende seis ligandos coordinados al metal.

Composicién farmacéutica segin cualquiera de las reivindicaciones 18 a 21,
caracterizada porque el complejo metdlico tiene formula [Midmip). (H0)l] 002
donde M es un metal de transicidon, X es un contraién y dmip es 5,7-dimetil-1,2,4-
triazolof1,5-ajpirimidina.

Composicidn farmacéutica segin cualquiera de las reivindicaciones 18 a 21,
caracterizada porque el complejo metalico es de férmula cristalina [M{dmip).
{(H201,] (X), Je2{dmip) «2H0; donde M es un metal de transicién, X es un contraidn
y dmip es 5,7-dimetil-1,2 4-triazolo[1,5-alpirimidina.
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24. Composicion farmacéutica segun la reivindicacién 23, donde el complejo metdlico
se selecciona de enire
[Mr(dmitp). (HO)] (ClO,)2{dmitp) «2H,0;
[Fe{dmip), (H0),] (ClO)e2{dmip) «2H,0;
5 [Col{dmip), (H0)] (CIO)xe2(dmip} «2H,0;
[Ni{dmip), (H0)] {CIO)e2(dmip) «2H,0; v
[Zn{dmip)s (HO)] (CIO)2-2(dmip) «2H:0.

25. Composicidn farmacéutica que comprende al menocs un complejo metdlice de
10 formula [Culdmip)(H.0).] {C10,)..2H,0.

29
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examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Lay 11/1988).

Base de la Opinién.-

1-17.26 Si
18-28% NO
1-17.26 S
18-25 NG

i. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA
N? de solicitud: 201331704

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la téonica tomados en consideracidn para la
realizacién de esta opinidn.

o1 S BOUTALEB-CHARKI et al., Drug Metabolism Letters 2009, 2008
vol 3, pags 35-44. "Copper () complexes of 1,2 4-triazolo-{1,5-
a)pyrimiding derivatives as potential antiparasitic agents”, todo el

documento.

Doz T FAVRE et al., Polyhedron 1886, voi 5, n® 9, pags 1405-1411. 1986
"Characterization of Cu(ll) coordination compounds of 5.7-
dimethyl(1,2,4)triazolo-{1,5-a)pyrimidine”, resumen, parte
aexperimantal.

D03 J M SALAS et al., Polyhedron 1992, vol 11, n® 22, 1982

pags 2803-2812. "Synthesis of metal com’piexes of 5,7-
dimethyl(1,2,4)triazole{1,5-a)pyrimidine.  Structure of the Colli)
and Cd{ll) complexes”, pagina 2804, resumen.

2. Declaracion motivada segan los articulos 29.6 y 28.7 del Reglamento de ejecucidn de ia Ley 11/1886, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

La solicitud se refiere al uso {reivindicacion 1) de complejos metdlicos que comprenden un metal de transicidn, un contraidn
y seis ligandos coordinados covalentemente gue se seleccionan entre 5,7-dimetil-1,2,4-triazolo{1,5-alpirimidina (dmip) v
H20, para la elaboracién de una composicidn farmacéutica antiparasitaria. En estos complejos metslicos ef metal de
transicion se selecciona enire Mn, Fe, Co, Ni, Cu y Zn, el contraién es preferentemente ClO4 entre otros y dos o cuatro
ligandos son dmip (reivindicaciones 2-11) y la enfermedad parasitaria es leishmaniasis o tripanosomiasis {reivindicaciones
12-17). En las reivindicaciones 18-25 se reivindican varios de astos complajos metédlicos con la condicidn de que el contraién
es distinto de NO3, | 6 I3 y la composicién farmacéutica que comprende uno de estos complejos (reivindicacién 28).

El documente D1 divuiga la actividad antiparasitaria frente a Leishmania y Trypanosoma de compiejos de Cu(ll) con dmip &
ip como ligandos, ver todo el documento vy an particular pagina 36. Los complejos con actividad antiparasitaria que se
divulgan en D1 son compigjos de coordinacion de Cuflly, ip 6 dmip, H20 vy etiléndiamina o fenantrolina como ligandos, es
decir los compuestos divuigados en D1 se diferencian de los de la solicitud, ya que sdlo incorporan dmip v H20 como
ligandos, luego su uso farmacéutico se considera nuevo.

El documento D2 divulga complejos de coordinacion de Culll) con cuatro ligandos dmitp vy dos ligandos H20 en los que &
contraion es diferente de NGBS, | 6 I3 (ver pagina 1406 de D2), luege D2 anula la novedad de las reivindicaciones 18-21 y 25
de la solicitud, puesto que se divuiga el complejo Cu{dmip)d(H20)2 (PFE)2. ver parte experimental de D2.

El documenio D3 {ver resumen v pégina 2904) divuiga complejos de cobalto{ll) de fSrmula M{dmip)2(H20)4, siendo el
contraién NO3, es decir D3 anula la novedad de las reivindicaciones 22-24 de la solicitud. Ademas no puede considerarse
inventivo utilizar uno u ofro contraidn divalente de los divulgados en D2 y D3 puesto gque un técnico en la materia podria
elegir indistintamente unc u otro coniraidn del estado de a téenica sin realizar un asfuerzo inventivo,

Se concluye que las reivindicacionas 1-17 vy 26 de la solicitud son nuevas ¢ inventivas y las reivindicaciones 18-25 carecen
de novedad y actividad inventiva, segin o establecido en ios Articuios 6.1 v 8.1 de la Ley de Patentes 11/19886.
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