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RESUMEN

Es bien conocido, que el mondxido de carbono (CO) es un gas muy toxico por
inhalacion, porque tiene una alta afinidad por la hemoglobina, mucho mayor que
la del oxigeno. Sin embargo, en los ultimos afios se ha descubierto que es una
molécula de sefalizacion en sistemas biolégicos con propiedades de
gasotransmisor.

Esto ha supuesto un crecimiento en el nUmero de publicaciones en las que se
estudian los efectos del CO como agente terapéutico y en la busqueda de
moléculas que permitan la liberacién local de CO de forma no toxica (CORMs o
CO-releasing molecules).

En el presente trabajo, se ha llevado a cabo una busqueda bibliogréfica en tres
de las bases de datos mas consultadas a nivel quimico y terapéutico con el fin
de conocer como se han desarrollado estas investigaciones en los ultimos 18
afos. Posteriormente, se ha realizado una seleccion de los articulos y revisiones
bibliograficas mas relevantes que nos han permitido conocer el desarrollo del
estudio de los CORMs con fines terapéuticos y su futuro.

ABSTRACT

Carbon monoxide is a gas known for its high toxicity due to its affinity to
hemoglobin, which is much higher than with oxigen. But recent research has
discovered that CO is a cell-signalling molecule in biological systems with gas
transmitting properties.

These have caused a rise in studies that research the effects of CO as a
therapeutic agent, those which seek molecules tan can release local non-toxic
CO (CORM or CO-releasing molecules).

In this work, three of the most consulted chemical and therapeutical data base
have been studied with the main goal of learning how these experiments were
carried, in the last 18 years. At the end, a selection of the most relevant articles
and bibliographies reviews has allowed us to know the development of CORMs,

with potential therapeutic effects as well as the future in this field.



1. INTRODUCCION

Durante mucho tiempo el mondéxido de carbono (CO) ha sido considerado como
un gas toxico, ahora es reconocido como una molécula de sefalizacion
importante para los sistemas bioldgicos.

Se genera de forma endogena por el metabolismo, catalizado por la hemo-
oxigenasa (HO), del grupo hemo dando lugar a CO, hierro y biliverdina, y esta, a
su vez, se reduce para dar bilirrubina. Muestra sus efectos bioldgicos
coordinandose a centros metélicos de metales de transicién de baja valencia de
proteinas y enzimas, como en la hemoglobina ferrosa, que se comporta como
depdsito de CO. (Heinemann et al., (2014))

La inhalacion de cantidades controladas de CO exdgeno se ha demostrado que
produce efectos beneficiosos para la salud como efectos antiinflamatorios,

antioxidantes, antihipertensivos y vasodilatadores.

1.1.El Mondéxido de Carbono

1.1.1. Propiedades

El mondxido de carbono es conocido también con otros nombres como éxido de
carbono(ll) o anhidrido carbonoso, siendo su férmula quimica CO. Se considera
un gas dificil de detectar por sus caracteristicas insipidas, inodoras e incoloras.
Se trata de un gas de una densidad parecida al aire, baja reactividad, con baja
solubilidad en agua, siendo soluble en acetato de etilo, cloroformo, acido acético

glacial y otros solventes organicos. (Heinemann et al., (2014))

1.1.2. Estructura

La molécula de dioxido de carbono consta de 10 electrones de valencia
distribuidos en tres enlaces y un par solitario. Estos electrones se sitian en una
estructura de Lewis atipica, ya que la densidad electronica se acumula en el
atomo menos electronegativo, el carbono, y no en el &tomo mas electronegativo,
el oxigeno, que es lo mas comun. Esta anomalia se debe a que el orbital HOMO
se trata de un orbital antienlazante de simetria o que se produce por la

interaccion de dos orbitales del carbono y uno del oxigeno. Este tiene mayor



contribucion del carbono haciendo que sea mas parecido el orbital molecular al
orbital 2p del carbono que al 2p del oxigeno. Por otro lado, el diagrama presenta
orbitales LUMO de simetria 11 de baja energia (Figura 1). [Hostachy et al., (2017);
Ismailova et al., (2018); Schatzschneider, (2014)]

LUMO

w .\ ( S==oO HOMO

_+_

2o

Molecular Orbitals Diagram of CO

Lewis structure of CO C=0

Figura 1. Diagrama de orbitales moleculares del Mondxido de Carbono. [Hostachy et al.,
(2017); Schatzschneider, (2014)]

1.1.3. Enlaces con metales

La estructura del mono6xido de carbono le confiere la posibilidad de unirse a
través del carbono a un centro metalico de forma estable y reactiva, tanto por el
orbital HOMO como del LUMO, creando asi gran cantidad de complejos
metalicos de carbonilo. El primer enlace que se forma es el orbital d del metal
con el orbital HOMO ¢ del monoxido de carbono mediante una geometria lineal
(Figura 2). Otra forma de union entre el metal y el monéxido de carbono es a
traves del orbital LUMO 1 con un orbital d lleno del metal, que tenga simetria
adecuada para la unién (Figura 2). Este tipo de enlaces aumenta la fuerza de
unién del metal con el CO modificando asi también el enlace C=0, este tipo se
llama retroenlace, ya que, los electrones del orbital d del metal son retro-donados
a un orbital vacio antienlazante del CO.
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Figura 2. Enlace en los carbonilos metalicos.

El retroenlace es mas fuerte conforme aumenta la densidad electronica del
orbital del metal, de esta forma al disminuir la densidad electrdnica del orbital d
del metal se debilita el enlace metal-CO. Una forma de modificar la densidad
electrénica del complejo es por medio de un cambio en los ligandos unidos al
metal, este es uno de los principales métodos utilizados para la liberacion de
dioxido de carbono en los CORMSs.

Un aumento en la carga positiva del metal disminuye la energia de sus orbitales
d, haciendo que sea mas dificil la “retro-donacién” y, por tanto, haciendo mas
débil y labil el enlace M-CO, esto se puede controlar mediante el uso de ligandos
auxiliares de la esfera de coordinacion del complejo metalico. [Hostachy et al.,
(2017); Schatzschneider, (2014)]

1.2. Toxicidad del Mon6xido de Carbono

El mondxido de carbono es considerado un gas altamente tdxico para los
animales y los humanos por inhalacién, porque tiene una alta afinidad con la
hemoglobina, 200 veces mayor que el oxigeno. En cantidades muy bajas, a unas

concentraciones de 10 ppm a 100 ppm en aire, no produce sintomas, pero un
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leve incremento empieza a producir efectos toxicos visibles y en altas
concentraciones provoca la muerte, es conocido como “el asesino silencioso”
(Figura 3). La toxicidad de este es a causa del desplazamiento del oxigeno por
el mondxido de carbono que se une a la hemoglobina produciéndose la
carboxihemoglobina. [Heinemann et al., (2014); Romao et al., (2012)]

lethal in minutes

cardiac disfunction
death

SeiZures

== confusion
coma

visual disturbance
dizziness, nausea

headaches

asymptomatic

COJ in air (ppm)

Figura 3. Sintomas en humanos por el aumento de la concentracién de CO. (Romao et al.,
(2012))

Varios estudios han demostrado que su toxicidad no solo depende de la
concentracion en suero, sino que también depende de si el CO es inhalado o
esta presente en la sangre, ya que por inhalacién el CO contribuye a la
intoxicacion, ademas, de la falta de oxigeno, puesto que la Hb de los glébulos
rojos actla de barrera protectora.

Los grupos hemo con hierro pentacoordinado y algunas metaloproteinas
ferrosas son buenos sustratos que pueden reaccionar facilmente con el CO, esto
puede provocar reacciones, con ellas, provocando rutas metabdlicas téxicas
para el organismo, o modificaciones en su centro metalico afectando a su
actividad biologica.

Varios estudios han demostrado que el efecto del CO por inhalacion produce
dafios en los tejidos del cerebro, sobre todo en la corteza cerebral, ademas de
los ganglios basales y cerebelo. EI suministro de altas concentraciones da lugar
a una acumulacién intersticial de glutamato, también influye en la fase redox

mitocondrial y, por tanto, en la produccion de energia y, como consecuencia,



teniendo efectos téxicos en el cerebro. Otro mecanismo importante de toxicidad
por CO es el estrés oxidativo, como resultado de la produccién en exceso de
especies reactivas de oxigeno (ROS) por las mitocondrias, en especial, en las
fases de isquemia y reperfusion produciendo una lesion.

Sin embargo, a partir del siglo XX, el médico sueco Torgny Sjostrand descubrié
gue el monoxido de carbono que se produce de forma enddgena por medio de
la hemooxigenasa en un metabolismo oxidativo tenia efectos beneficiosos o
incluso terapéuticos. [Heinemann et al., (2014); Ismailova et al., (2018); Roméao
et al., (2012)]

1.3.El mondxido de carbono como gasotransmisor

El 6xido nitrico (NO), el monéxido de carbono (CO) y el sulfuro de hidrogeno
(H2S) son moléculas que pertenecen a un grupo de compuestos conocidos como
gasotransmisores.

En los ultimos afios han aumentado mucho los estudios sobre la funcion
biolégica de los gasotransmisores, actualmente se ha demostrado que no son
moléculas de sefalizacion clasicas, sino que regulan muchas funciones
celulares por medio de complejas reacciones quimicas y por medio de proteinas
diana. Cada gasotransmisor tiene una dependencia de O: diferente para su
sintesis y su metabolismo y pueden formar enlaces con el grupo hemo de las
proteinas diana. Estos se encargan del control de una amplia gama de funciones
bioldgicas, entre ellas la cardiovascular, nerviosa, gastrointestinal, excretora e
inmunoldgica, ademas de muchas funciones celulares como la apoptosis,
proliferacion, inflamacion, metabolismo celular, deteccion de oxigeno y la
transcripcion de genes. [Csongradi et al. (2012); Kim et al., (2018); Roberts et
al., (2004)]

El monoxido de carbono puede interactuar con un gran numero de proteinas que
contienen el grupo hemo, entre ellas la guanilil ciclasa soluble (sGC). (Marazioti
et al., (2011)) La sefalizacion del CO puede ser contraria a los inhibidores de la
produccion de la hemo-oxigenasas (HO) en la generacion de CO o sGC
dirigiéndose a todas las células, ya que las proteinas que contienen el grupo

hemo son muy numerosas en las células, lo que afecta a una gran cantidad de



procesos biolégicos, incluida la regulacién de los sistemas cardiovascular y
nerviosos. (Donal, (2016))

Se detectaron concentraciones altas de CO en el cerebro, a causa de la
degradacion del grupo hemo y se descubrié que el monoxido de carbono relaja
el masculo liso, masculo que se encuentra en las paredes de los 6rganos y de
los vasos sanguineos, y bloquea la agregacion plaquetaria, por la activacion débil
de la guanilil ciclasa soluble (sGC).

Varios estudios relacionan la presencia de CO con la funcién de neuronas del
sistema nervioso, pudiendo influir en la potenciacién a largo plazo, fortaleciendo
la sinapsis, involucrandose en el aprendizaje y la memoria. EI CO enddgeno
atenua la liberacion de la vasopresina, un aumento de liberacion de vasopresina
provoca la retencion de agua por los rifiones ayudando a la dilatacion de la
sangre, hiponatremia. Asimismo, algunos estudios han relacionado el CO con la
enfermedad de Parkinson. (Ismailova et al., (2018))

La adiciébn de CO hace que aumenten los niveles de supervivencia neuronal,
aumenta la concentracion de ATP intracelular a causa de la estimulacion por el
CO de este metabolismo. EI ATP es una molécula de sefalizacion en la
comunicacién astrocito-neuronal, produciéndose una proteccion de las neuronas
de la apoptosis por los astrocitos. Asimismo, se ha demostrado que el CO
promueve la diferenciacion neuronal e incrementa el rendimiento neuronal.
(Ismailova et al., (2018))

También, tiene gran repercusion el papel del CO y el NO como reguladores de
la actividad de la citocromo-oxidasa. La reaccion entre el CO y la citocromo-
oxidasa depende de la disponibilidad del sustrato y puede ser diferente para el
mondxido de carbono producido enddgeno y el producido exdgeno. (Ismailova
et al., (2018))

Se comporta de forma similar al NO, en el caso del CO exdgeno, inhibiendo a la
citocromo-oxidasa aumentando las especies radiactivas de oxigeno (ROS:
superoéxido, peroxido de hidrogeno y el radical hidroxilo) producidas por las
mitocondrias pudiendo tener propiedades de sefializador.

El CO exdgeno, en concentraciones no citotoxicas, se ha demostrado que
también inhiben la actividad de la NADPH-oxidasa (Nox2) en las células del

musculo liso de las vias respiratorias y en los neutréfilos que intervienen en la
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defensa, produciéndose un cambio en el espectro de la oxidasa lo que sugiere
gue se une a la mitad hemo.

A pesar de esto, Desouki et al. (Boczkowski, (2006)) han demostrado que los
ROS mitocondriales promueven la manifestacion y la actividad de Nox1 en
células tumorales de mama y ovario. Por tanto, la modificacién de la actividad
redox por parte del CO en la célula dependeran de la interaccién y la sensibilidad
entre los diferentes sistemas de produccion de oxidantes.

La interaccion de CO con canales de K* regula las respuestas vasomotoras en
las células del musculo liso vascular afectando también a la deteccion de oxigeno
que puede ser resultado de interaccidon directa de dioxido de carbono con el
grupo hemo de estas proteinas reduciéndolo. [Boczkowski, (2006); Kim et al.,
(2018)]

El suministro de CO en condiciones controladas y en bajas concentraciones es
esencial, pero tiene una dificultad para su administracion puesto que tiene una
baja solubilidad en agua, el principal fluido del cuerpo humano, por lo que para
Su uso como tratamiento se necesitarian altas ingestas por inhalacién a altas
concentraciones, no pudiéndose controlar con precision el suministro en forma
gaseosa y como se ha indicado anteriormente en altas dosis este es tdxico por
inhalacion.

El monéxido de carbono ha adquirido gran importancia en las Gltimas décadas
como un medidor de sefializacion en células y en tejidos, y como regulador de
procesos fisioldgicos importantes. Hay ciertas proteinas funcionales vy
estructurales que contienen los hematies que reaccionan selectivamente con
dicho gas, esto ocurre, por ejemplo, con proteinas que contienen hierro y hemo-
proteinas, también puede ocurrir en otros sistemas que contengan otros metales
de transicion. [Heinemann et al., (2014); Ismailova et al., (2018); Kim et al.,
(2018); Roméao et al., (2012)]

1.4.Moléculas liberadoras de CO (CORMS)

Una vez demostrados los cuantiosos efectos de interés fisioldgico del mondoxido
de carbono, era necesario sintetizar nuevos compuestos que permitan la entrega
selectiva y/o la liberacion local de CO de un profarmaco no toxico. (Ling et al.,
(2018))

11



Los carbonilos metalicos se utilizaron inicialmente como catalizadores
industriales y en procesos de purificacion. Motterlini et al. (Motterlini et al., (2002))
introdujeron el término CORM (carbon monoxide releasing molecules), en un
trabajo sobre complejos metalicos, estas moléculas pueden ser usadas como un
profarmaco para la liberacion de monoxido de carbono.

Posteriormente, Mann (Mann, (2010)) y Romado [Romédo et al., (2012);
Schatzschneider, (2014)], estudiaron varios compuestos organicos por su
facilidad de unién con el CO, pero por su tasa de liberacién y perfil toxicolégico

no eran favorables para seguir desarrollandolos.

CO Direct Intake CO Administration
(e.g. Oral intake)

‘. ;
® Oxygen [ ] L k

@ Carbon co
CORM

Healthy tissue

®
®

Diseased tissue  Blood Stream

Disecased tissue
Blood Stream &

__AN ' N\
Not recommended Constructability Prefer
Requied proper arrangement Controllability Possible

Feasible, Controllable

Difficult to attain / nearly impossible Targeting tissue facility

In need hospital / proper Aggrement Administration feasibility— Itinerant
High Loading capability Low
Yes Specific Equipment No special requirment,

Just orally intake

Figura 4. Esquema comparativo de la ingesta de CO por medio de inhalacién y CORM. (Faizan
et al., (2019))

Los CORMs estan compuestos por una esfera CORM y una esfera de
coordinacion farmacologica formada por coligandos que rodean el metal de
transicion central, que tienen propiedades farmacoldgicas o biolégicas (Figura
5). La cantidad de moléculas de CO que se liberan, la cinética de esta liberacién

y el mecanismo necesario para dicha liberacion de CO esta controlada por la
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esfera de coordinacion; por otro lado, la esfera farmacoldgica controla hacia qué
tejidos especificos se dirige y qué participacion tienen los fluidos y tejidos
corporales. [Romao et al., (2012); Schatzschneider, (2014)]

COORDINATION ..., = DRUG SPHERE

SPHERE
¢ .‘-‘/Drug-like features of

the CO-RM

|

+ = Composed of organic
substituents

Number/Nature of
the Metal
Number of the carbonyl
groups
Number/Nature of
the co-ligands

= Controls solubility,
absorption, tissue
distribution, PK

« Can be modified
using MedChem principles

Figura 5. Representacion esquemética de un CORM. (Romé&o et al., (2012))

Los primeros CORMs que se sintetizaron y analizaron disponibles con fines
comerciales fueron: CORM-1 (Mn2(CO)10), CORM-2 ([RuCl2(CO)s]2) (Motterlini et
al., (2002)), Fe(CO)s CORM-3 ([Ru(CO)sCl](glicinato) (Boczkowski, (2006)) y
CORM-L1 ([IMn(CO)s (tpm)]PFs) (Metzler-Nolte y Schatzschneider, (2009)).

A pesar de la escasa solubilidad en agua de los CORM-1 y CORM-2 se demostro
su gran actividad farmacol6gica dando lugar a vaso-relajacidén en aortas aisladas
e hipotension mediada in vivo. [Kautz et al., (2016); Motterlini et al., (2002)]

En estudios posteriores, se han sintetizado y estudiado la actividad biolégica de
una segunda generacidén conjugada con cianocobalamina, que es un derivado
de la vitamina Bi2, también se obtuvieron CORMs mas solubles en agua como
el CORM-3 ([RuCl(glicinato)(CO)s], los resultados fueron mejores, un complejo
metdélico que libera CO mas rapido en tampones fisiolégicos o el CORM-Al
(boranocarbonato de sodio) (Fagone et al., (2011)). Estos dos ultimos son los
mas utilizados actualmente. (Boczkowski, (2006))

Los CORMs tienen unas limitaciones que, si se consiguen controlar, se pueden
elaborar nuevos tratamientos seguros, por su gran variedad de propiedades
demostradas tales como vasodilatadoras, antiinflamatorias, antiapoptéticas,
antiisquémicas, actividades cardioportectoras y la regulacién de la respiracion
mitocondrial. Estas limitaciones que hay controlar son su disponibilidad,

solubilidad y estabilidad de los reactivos en condiciones ambientales, la
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viabilidad para liberar el CO in situ y su cinética de liberacién activada en el tejido
necesario, y por ultimo la toxicidad de este y de sus productos de degradacion.
(Ling et al. (2018))

Los CORMSs dentro de las células bacterianas se pueden almacenar antes de la
liberacion del mondxido de carbono, convirtiéndose en utiles liberadores de
monoxido de carbono para bacterias como Escherichias coli, Staphylococcus
aureus, Helicobacter pylori y Pseudomonas aerufinosa. Estos proporcionan, en
muchas bacterias, una mayor resistencia a agentes antimicrobianos. [Ismailova
et al. (2018); Wareham et al., (2015)]

En 2012 se demostrd, en animales, que el CO liberado por CORMs se comporta
e imita los efectos terapéuticos del CO gaseoso, pero que estos compuestos de
primera generacion no eran adecuados para el uso humano. Se estudiaron el
comportamiento biolégico y quimico del CO en la liberacion de CORM y se
empezaron a hacer estudios para posteriores posibles tratamientos en aplicaciéon
a humanos con proximas generaciones de CORMSs.

También se han hecho estudios sobre CORM para identificar zonas donde afecta
el CO en la célula, estos demostraron que se veian afectadas proteinas como la

NADPH-oxidasa y los citocromos mitocondriales. (Roberts et al., (2004))

2. OBJETIVOS

En este trabajo, el objetivo principal es el de realizar una busqueda bibliografica
sobre las moléculas liberadoras de monoxido de carbono, mayoritariamente, en
aquellas que contienen metales y que puedan tener aplicaciones terapéuticas,
con el fin de conocer los ultimos avances conseguidos.

A través, de este objetivo se pretende conocer qué tipo de moléculas son las que
estan obteniendo mejores resultados y asi poder disefiar nuevas moléculas que
permitan obtener mejores resultados y minimizar los problemas encontrados

hasta ahora.
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3. METODOLOGIA DE BUQUEDA

Para la obtencion de informacion sobre las moléculas liberadoras de monoxido
de carbono se han utilizado tres bases de datos, SciFinder, Web of Science y
PubMed. La busqueda se ha centrado en articulos y revisiones bibliograficas
publicados entre el afio 2002 y 2020.

Se han buscado articulos sobre monoéxido de carbono a nivel general en cada
una de las bases poniendo como palabra clave en la busqueda “carbon
monoxide”, obteniéndose 19.406 resultados en la base de datos PubMed, 6.253
resultados en SciFinder y 51.001 en Web of Science.

Posteriormente, para centrar mas la busqueda se han utilizado como palabras
clave: “carbon monoxide applications” y “carbon monoxide therapeutics”, los
datos obtenidos en la base de datos PubMed fueron 514 y 2.498 resultados;
aplicando la misma resefia en la base de datos SciFinder se obtuvieron 481 y
203 resultados; obteniéndose 4.372 y 232 resultados, respectivamente, en Web
of Science.

Concretando mas la busqueda sobre el tema central se realiz6 una nueva
busqueda obteniéndose en la base de datos PubMed 288 resultados aplicando
como unica palabras clave “CORMSs” y 22 resultados con “CORMSs applications”.
De la misma forma en las otras bases de datos SciFincer y Web of Science se
obtuvieron 131y 15 resultados, y 1.924 y 271 resultados, respectivamente.

En el Grafico 1 se puede ver la variacion de resultados segun la base de datos

aplicandose como unico descriptor “CORMS”:

CORMS

@ Web of Science

@® PubMed
Scifinder

Gréfico 1.
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Se puede apreciar que el numero de publicaciones bajo las mismas restricciones
y con el descriptor “CORMSs” es bastante mas numeroso en la base de datos
Web of Science con respecto a las otras.

En el Gréafico 2 se puede ver la variacion por afio del nimero de publicaciones

con el descriptor “CORMS” en la base de datos PubMed:

PubMed - CORMS

50
40
30

20

N° de publicaciones

10

Grafico 2.

En el Grafico 3 se puede ver la variacion por afio del nimero de publicaciones

con el descriptor “CORMS” en la base de datos SciFinder:
SciFinder- CORMS
20
15

10

N° de publicaciones

Grafico 3.
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Y, por ultimo, en el Gréfico 4 se puede ver, para la base de datos Web of
Sicience, la variacion por afio del niumero de publicaciones con el descriptor
“CORMS”:

Web of Science- CORMS

200

N° de publicaciones

Gréfico 4.

En todos los gréaficos, se observa que el numero de articulos se incrementa
notoriamente en los dltimos afios (para el afio 2020, se han recogido las
publicaciones hasta el mes de abril).

Posteriormente, para limitar alin més la busqueda se han usado nuevas palabras
clave “CORMs drugs”, “CORMs therapeutics”, “CORMs pharmacology”.

En la base de datos PubMed se obtuvieron 43 resultados aplicandose “CORMs
drugs”, 28 resultados aplicandose “CORMSs therapeutics” y 121 resultados
aplicandose “CORMs pharmacology”. En SciFinder se obtuvieron 15, 20 y 6
resultados respectivamente y en Web of Science se obtuvieron 139,19 y 14
resultados respectivamente.

Para realizar la presente memoria hemos seleccionado una serie de articulos y
revisiones bibliograficas centrandonos en las encontradas con el descriptor
“CORMSs pharmacology”, haciendo una lectura critica de estos y presentando los

de mayor importancia.
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4. RESULTADOS

4.1.Disefo de la molécula perfecta

Se ha demostrado que, las moléculas liberadoras de monoxido de carbono mas
eficientes son complejos metélicos con carbonilos. Para su sintesis y seleccién
hay que saber cuales son aceptables como farmacos, para ello deben de ser
sélidos y que liberen CO en el sitio requerido. Se deduce que dicho farmaco debe
ser soluble y estable en disoluciones acuosas y en las condiciones biolégica
hasta llegar a los tejidos enfermos, sin producir metabolismos téxicos cuando se
produzca la liberacion del CO.

La formula general es del tipo [Mm (CO)xLn]#[Q*]z, siendo M el metal de

transicion; L los ligandos diferentes al CO; Q el ion del complejo; z la carga del

complejo, pudiendo ser cero en este caso no contendria iones; n, my x son los

coeficientes estequiométricos. [Faizan et al., (2019); Roméo et al., (2012)]

La principal caracteristica a tener en cuenta para la elaboracion de un complejo

gue actue como CORM ha de ser el estudio del mecanismo de liberaciéon de CO,

puesto que esta liberacion debe de hacerse in vivo.

Hay varios mecanismos de liberacion de la molécula de CO (Figura 6): [Faizan

et al., (2019); Roméo et al., (2012)]

e Por disociacion térmica, por un aumento de temperatura es la forma mas
tipica en los complejos de coordinacion, pero no es compatible en sistemas
bioldgicos por superar temperaturas de 37°C.

e Por cambios de pH en el medio en el que se encuentran.

e Por activacion fotoquimica, mediante irradiacién con una radiacion de una
energia adecuada se libera el CO de forma localizada, son estables en
disolucioén acuosa son los llamados FotoCORMSs.

e Otraformade liberar el CO y la mas frecuente es por sustitucion de un ligando
adyacente 1 donador fuerte, haciendo que disminuya la densidad electronica
del orbital d del metal y por tanto debilitando el enlace metal-CO, o por Oz en
un proceso oxidativo, los ejemplos mas comunes de esta situacién son
CORM-2([RuClI2(C0O)s]2) y CORM-3 ([RuCl(glicinato)(CO)s].

e También, se ha pensado que la liberacién de CO puede producirse mediante

la activacion con enzimas o proteinas que reconocen un ligando que ha sido
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incorporado pudiéndose focalizar el lugar de liberacién del mondxido de

carbono, son los llamados ET-CORMs (CORMs activados por enzimas).

LML LM _— L, M decomposition

AN

Cco LM—L .coll-co

| '

(;‘Q‘\L

hemeprotein (Hp)
CO-Hp -e———| L M-CO

CO
%T oC

CcO

L,ML L, M L, M decomposition

Figura 6. Esquema de los mecanismos de liberacion del Monéxido de Carbono. (Faizan et al.,
(2019))

Ademas, otras caracteristicas, a tener en cuenta son: la absorcion de los
CORMs, su distribucion, metabolismo y excrecion (ADME), tiene gran
importancia también su vida media garantizandose la circulacion en el organismo
para que llegue a los tejidos o zonas dafiadas y que se puedan almacenar en
condiciones ambientales, pudiendo ser adaptadas con un efecto terapéutico.
(Kautz et al., (2016))

4.2.Clasificacién segun la liberacién del CO

En esta revisién se han organizado los CORM desde dos perspectivas, teniendo
en cuenta el método por el que se lleva a cabo la liberacion de mondxido de
carbono y segun la naturaleza de los constituyentes de las moléculas. Por ello
se han clasificado segun el mecanismo de liberacion en ET-CORM, Foto-CORM
y Nanoparticulas; y segun sus constituyentes en organicos e inorganicos.

Asi mismo, se discute acerca de sus caracteristicas, la tasa de liberacion de CO

y sus potenciales aplicaciones con fines terapéuticos.
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Segun se ha mencionado anteriormente, hay varias formas de liberar el
monoxido de carbono de un complejo, pero en esencial, hay tres métodos que
son los mas utilizados por su biocompatibilidad para ser usados como farmacos

y que son los siguientes:

4.2.1. ET-CORMSs

Los ET-CORMs son complejos metalicos en los que la liberacion del mondoxido
de carbono se produce por la activacion del compuesto por medio de una enzima
que es capaz de reconocer un tipo de ligando especifico, esta caracteristica es
de especial importancia porque de esta forma se puede controlar la velocidad de
liberacion y el lugar donde se produzca esta liberacion.

Algunos de los ejemplos mas estudiados de este tipo de moléculas liberadoras
de monoxido de carbono son los complejos de ciclohexadieno tricarbonilo de
hierro en el que el grupo aciloxi se une a la insaturacion del ciclo. La liberaciéon
se produce en dos etapas (Figura 7). En la primera etapa de la reaccién el grupo
éster es atacado por una esterasa dando lugar a un ciclohexadienilalcohol y
estos sufren una oxidacion liberandose el CO. (Heinemann et al., (2014))

g

OH
(o] esterase
J J
\\ OX.
W\ Fe(CO) \ 7

Fe(CO)s
OY
N o] esterase ™ OH /o:
—Fe(CO) ) Fe(COk

7 ’ 7

Figura 7. Reaccion de liberacién de CO a partir de complejos aciloxiciclohexadieno tricarbonilo
(ET-CORM). (Heinemann et al., (2014))

R

+ Fe¥* + 3CO
R

4.2.2. Foto-CORMs

Se han sintetizado complejos metalicos que son estables en disolucion acuosa

en ausencia de radiacion, pero que producen la liberacion de mondxido de
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carbono mediante la irradiacion con una radiacién de una energia apropiada
(Figura 8), estos complejos son los llamados Foto-CORMs. Normalmente, estos
compuestos se utilizan para tratamientos transdérmicos o de la piel, o en terapias
fotodindmicas para tratamiento en 6rganos, tejidos y tumores localizados ya que,
la zona donde se quiere liberar el CO debe ser irradiada, esto a veces supone
un problema puesto que se necesitan radiaciones de altas energias y no son

compatibles con los sistemas bioldgicos.

L L L
o * Ll +U o
ol i — M — M
" | ~>co .CO L J Tl e T
3 L

Figura 8. Mecanismo de liberacién de CO mediante irradiacion.

El primer foto-CORM conseguido fue el CORM-1 (Mn2(CO)10) (Figura 9) (Kautz
et al., (2016)), este tiene una baja solubilidad en agua, que es el principal medio
biolégico. Posteriormente, se han ido consiguiendo otros compuestos mas
solubles como es el caso del CORM-S1 (Dicarbonil-Bis(cisteina) de hierro (ll)
(cis- [Fe (CO)2(H2NCH2CH)).

Ford y sus colaboradores (Hostachy et al., (2017)) desarrollaron un foto-CORM
soluble en agua que no es toxico para los tejidos con Re(l), [Re(bpy)(CO)s-(thp)]
(CORM-3) (Figura 9).

COOC co co co o Cl
oo o], ] co %xo..,R| L0 5 O
=Kn=nn= U U u ]

oc” | e oc™ | ci” | co N |‘CO Nay Hgb—ﬁe
cooc Co cl Cl Ha &0 o]
CORM-1 CORM-2 CORM-3 CORM-A1
B. E. Mann, R. Alberto

R. A. Motterlini

R

/§(7\/0 ﬁl\
</:N PONTR

HN NH, | i {,N .:>

0 SNy = N=

s Mn@ PFg"
N\ <\ co
oc” |\ co o )
co
CORM-L1
ALF186 U. Schatzschneider

Figura 9. Algunos ejemplos de los CORMs mas estudiados y mas comunes. (Kautz et al.,
(2016))
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En ensayos con células de carcinoma prostatico humano se observé que se
introducia en el citoplasma de estas y tras la irradiaciéon a 405 nm, se produjo la
liberacion de un solo ligando de CO que fue sustituido por una molécula de agua.
Una caracteristica de gran importancia que tiene este compuesto es, que tanto,
el compuesto de partida como, el resultante es luminiscente y, por tanto, se
pueden rastrear dentro de las células mediante microscopia de fluorescencia.
(Figura 10). Pero la principal limitacién que tiene este complejo es que para la
liberacion de CO se necesita una radiacion de alta energia. Para superar esta
limitaciébn se hicieron estudios posteriores por parte de Mascharak et al.
(Hostachy et al., (2017)) modificando el complejo (Figura 10) para que este
liberara el CO con una radiacion en la region del visible, pero la energia
absorbida por el compuesto no era suficiente para que se produjera la liberacion,

demostrandose la dificultad de la produccién de Foto-CORMs basados en Renio.
+ L
0C_ | LN
Re
O':)/ I \N,N

L = Br, PPhy

L = P{CH,OH)3

Figura 10. La primera muestra la molécula de [Re(bpy)(CO)s(thp)]* sintetizada por Ford y la

segunda la modificacion hecha por Mascharak. (Hostachy et al., (2017))

Se ha conseguido producir un analogo de fluoresceina soluble en agua, el 4cido
6-hidroxi-3-oxo0-3H-xanteno-9-carboxilico (Figura 11), es el primer CORM de
naturaleza organica que no tiene metales de transicion. [Crespy et al., (2010);
Mann, (2010); Mann, (2012); Rimmer et al., (2012); Schatzschneider, (2010);
Schatzschneider, (2011)]

HO O O
40or
COOH

Figura 11. Primer Foto-CORM libre de metales.
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4.2.3. Nanoparticulas

La sintesis de nanoparticulas de CORMs facilita la localizacion en los tejidos
gracias a la posibilidad de modificar su tamafio dependiendo de la necesidad, su
sintesis ofrece un mecanismo distinto de activacion de la molécula para la
liberacion del mondxido de carbono.

Kunz et al. (Schatzschneider, (2014)) en la superficie de CORM-3 inmovilizd
nanoparticulas de maghemita (6xido de hierro (Fe203)) usando ligandos de
dihidroxifenilalaninato. Esto se hizo para que se liberase CO de una forma
alternativa por medio de la aplicacién de un campo magnético produciéndose un
calentamiento local y por tanto la aceleracién de intercambio de los ligandos de
CO con el medio (Figura 12). El analogo de CORM-3 redujo la vida media a la

mitad, no se pudo acabar el ensayo de mioglobina por su insolubilidad en agua.

Figura 12. Esquema de liberacion de CO inducida por nanoparticulas de hierro y CORM-3 por

medio de un campo magnético alterno (AC). (Heinemann et al., (2014)

4.3.Clasificacion segin su composicion
Los CORMSs también pueden clasificarse, de una forma mas exhaustiva, segun

Su estructura interna y la composicion de estos. Para ello se han dividido en los

dos grandes clasicos grupos, en moléculas organica e inorganicas.
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4.3.1. Moléculas Organicas

Los compuestos organicos como los haloalcanos, aldehidos, oxalatos y acidos y
silicarboxilatos fueron los primeros considerados para ser usados como
liberadores de monodxido de carbono, son los llamados NCORM, CORMs no
metalicos. Estudios realizados por Mann en 2010 y Romao y col. en 2012 los
consideraron para su uso como moléculas liberadoras de monoxido de carbono,
pero por su tasa de liberacién y su perfil toxicologico fueron descartados, con la
excepcion de la familia de borocarboxilatos, aunque son de gran utilidad para
relacionar a los CORM con la actividad bioldgica.

Posteriormente, Antony y col. en 2013y Peng y col. en 2013 (Peng et al., (2013))
hicieron estudios sobre sistemas puramente organicos basado en 1,2-diacetonas
ciclicas insaturadas y acido xanteno-9-carboxilicos que son viables (Figura 13).

HO o} o} OH
hv (500 nm)
EE

COOH

photoCORM carboxyhemoglobin

350 400 450 500

Figura 13. Muestra la liberacion de CO por medio de la irradiaciéon a 500nm del acido 6-hidroxi-

3-0x0-3H-xanteno-9-carboxilico. (Antony y col. (2013))

También se ha conseguido producir una liberacion de CO de unas moléculas
basadas en a-dicetonas ciclicas insaturadas capsuladas en micelas, que son
activadas por una radiacion. (Schatzschneider, (2014))

Hay estudios sobre a,a-dialquiloaldehidos que confirman su actividad bioldgica,
pero fueron rechazados por tener una tasa de liberacibn demasiado lenta
ademas de conocerse su toxicidad, por lo que se han estudiado mas como
CORMs dtiles.
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4.3.1.1. Borocarboxilatos

Los borocarboxilatos son unas moléculas consideradas grandes liberadoras de
mondxido de carbono. Uno de los liberadores més estudiados de este tipo es el
borocarbonato de disodio ([HsBCOz2]Na2), llamado CORM-A1 (Motterlini et al.,
(2004)), se trata de una molécula que no contiene metal de transicioén, sino un
grupo carboxilico que mediante hidrolisis da lugar al CO. La liberaciéon de CO
(Figura 14) es mucho mas lenta que el CORM-3, con una vida media de 21
minutos en condiciones fisiolégicas a 37°C y un pH de 7,4, provoca un efecto de
hipotensién y vasodilatacion leve. A temperatura ambiente, se sabe que las
disoluciones acuosas de CORM-Al son alcalinas y muy estables, pero en
presentica de iones de hidrégeno el compuesto empieza a descomponerse y a
liberar CO. A un pH fisiolégico la molécula estd monoprotonada, tras una
segunda protonacién se vuelve inestable produciéndose la liberacion de CO.
Cuanto mas 4cida es la solucién mayor es la concentracién activa de CORM-Al

doblemente protonada y mas répida es la liberacion. (Motterlini et al., (2004))

+H' +H'
[HiBCOOJ” *+——— [H;BCOOH] ‘T. [H;BCOOH,]
Kal Ka)

-HxO

CO +«— {H;BCO!

Figura 14. Mecanismo de liberacion de CO por medio del CORM-AL. (Motterlini et al., (2004)).

El CORM-AL tiene una cinética de liberacién de CO lenta por lo que seria mas
atil para tratamientos de ciertas enfermedades crénicas, pudiendo imitar mas de
cerca la funcion natural de la hemooxigena, que genera CO endbégeno de manera
sostenida. Se trata de un compuesto soluble y estable en agua, pero en
condiciones acidas tras liberar el CO se descompone.

Palao y col. (Kourti et al., (2017)) consiguieron la sintesis de una nueva
generacion de CORM libres de metales de transicion, estos estan basados en
cromoéforos de BODIPY, son los llamados COR-BDP (Figura 15). Estos son

activados por una radiacion desde el visible al infrarrojo cercano, esto facilita la
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penetracion en los tejidos bioldgicos, ademas los ligandos de BODIPY pueden
modificarse para mejorar las propiedades fisicoquimicas de las moléculas
finales, como pueden ser las propiedades Opticas o la solubilidad. Esto
proporciona un medio rapido de desarrollo de moléculas liberadoras de

monoxido de carbono mejoradas.

Ry =H,R; = ) 0(CH,CH,0),CH,

Figura 15. Ejemplos de los COR-BDP. (Kourti et al., (2017))

4.3.1.2. Silicarboxilatos

Los silicarboxilatos tienen unas caracteristicas parecidas a los borocarboxilatos.
Se han estudiado acidos silicarboxilicos (RsSiCOOH) que liberan cantidades
estequiométricas de CO en reacciones gque son catalizadas por plomo y se
encuentran en solventes organicos calientes con activadores fuertes como es el
caso del ion fluoruro (F), metoxido (MeO"), terbutéxido (tBuO’) y el
MePh2SiCO2H. Estas condiciones hacen que sean incompatibles con el uso en
sistemas biolégicos. (Romao et al. (2012))

Los acidos silicarboxilicos en MePh2SiCO:zH liberan 1 equivalente de CO cada
10 minutos, en cambio con floruro de potasio (KF) en agua la liberacion es mas
lenta, es de 0.41 equivalentes cada 20 horas. (Roméo et al. (2012))

4.3.2. Moléculas Inorganicas

Muy pocos farmacos son compuestos organometalicos esto es debido, en gran
parte, a la reactividad de los metales con las sustancias biolégicas, y a la
toxicidad de muchos metales pesados. En cambio, parece ser la opcion mas util
para la elaboracion de CORMs que puedan ser usados como farmacos, gracias
a su capacidad de generar compuestos estables en presencia de oxigeno y

agua, coordinandose solo con unos pocos iones metdlicos simples.
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Por el contrario, en condiciones anaerdbicas y reductoras, en disolventes
organicos el CO reacciona con muchos iones metalicos de baja valencia, incluso
en su estado fundamental, para producir carbonilos metalicos volatiles complejos
como Fe(CO)s y Ni(CO)a.

Los metales mas comunes para la elaboracion de los CORMs inorganicos son el
rutenio, manganeso, hierro, tecnecio, renio, cromo, wolframio, iridio, cobalto,

molibdeno, rodio y osmio.

4.3.2.1. Complejos de Rutenio

La mayoria de los estudios sobre tratamiento con monoxido de carbono a nivel
celular y biolégico se basan en CORMs que tienen como metal central el Ru,
como son el caso del CORM-2 y CORM-3 (Figura 16) que son los mas usados

como farmacos anti-cancerosos.

CO CO co
OC., [, [0 oc, | nm,
Ru Ru M-
oc” | N | Nco oc/| o
Cl l 0
Cl
A B

Figura 16. La figura A muestra el CORM-2 y la figura B muestra el CORM-3. [Kourti et al.,
(2017); Clark et al., (2003)]

El CORM-2 (Figura 16A) se trata del complejo metélico tricarbonildicloro rutenio
(1) ([RuCl2(CO)s]2), cuando este compuesto estd en contacto con la
desoximioglobina o la desoxihemoglobina reducida transfiere rapidamente un
equivalente de diéxido de carbono. Este complejo es soluble en dimetilsulfoxido
(DMSO), polietilenglicol (PEG) y solventes organicos.

Hay recientes estudios por parte de Desmard y col. (Desmard et al., (2005)) que
demuestran que el tricarbonildicloro rutenio (Il), CORM-2, inhibe la actividad de
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la metaloproteasa-1 que es una enzima que contiene cobalto, aunque no se sabe
con precision los mecanismos de inhibicion.

Se han hechos estudios in vivo e in vitro que demuestran su actividad
antiinflamatoria en el péncreas, colon, higado y en los vasos
sanguineos.También se ha demostrado su efecto en células cancerosas de la
piel. (Kourti et al., (2017))

El CORM-3 (Figura 16B) (Clark et al., (2003); Johnson et al., (2007); Santos-
Silva et al., (2011)]es el méas estudiado y usado de todos los CORMs con centros
metélico es un complejo de carbonilo metélico soluble en agua vy
farmacol6gicamente activo, se trata de tricarbonilcloro-glicinato de rutenio (ll),
este se obtuvo de la coordinacion de glicina, un ligando biolégico compatible, a
un centro metalico de rutenio para hacer el complejo soluble en agua. Esto fue
un gran avance para los CORMs, porque los sintetizados anteriormente solo eran
solubles en disolventes organicos, ademas tanto el pH como los ligandos
presentes en el organismo favorecen la liberacion del monoéxido de carbono.
Tiene una vida media de 98 horas en agua destilada a 37°C, reduciéndose en
tres 6rdenes de magnitud a 3.6 minutos en plasma humano, esto es
probablemente a causa de una interaccion del tiol, y provoca un efecto de
vasodilatacién. E| CORM-3 tiene una cinética de liberacion para la molécula de
CO muy rapida en sistemas bioldgicos, lo que seria ideal para aplicaciones
terapéuticas donde el mono6xido de carbono actia como un medidor de sefial
rapida. (Foresti et al., (2009)

Foresti y col. (Clark et al., (2003)) demostraron que el mondxido liberado por el
CORM-3 provoca una relajacion en la aorta dependiente de la concentracién de
vasos pretratados con fenilefrina, a causa de la inhibicion de la actividad de los
canales de K*. Aunque se han obtenido grandes resultados sobre estos tipos de
CORMSs aun no son ideales como farmacos, porque se forma gran cantidad de
isbmeros y aductos diferentes que tienen una cinética que varian con el medio,
en caso especial el CORM-3 que tiene grandes variaciones en su vida media
segun el pH. Otros estudios sobre el CORM-3 demostraron que puede ser
utilizado como prototipo para el desarrollo de compuestos farmacolégicos que
sean activos para poder administrar CO para controlar las funciones vasculares

y para la prevencién de la hipertension.
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4.3.2.2. Complejos metalicos con Mn

El CORM-1 (Figura 17) se trata de un complejo metélico con un centro metélico
compuesto por dos atomos de manganeso, se trata del decacarbonilo de
manganeso (Mn2(CO)10). Este compuesto fue uno de los primeros complejos de
carbonilo identificados para liberar CO en unas condiciones apropiadas y

funcionar como molécula liberadora de monoxido de carbono en sistemas

bioldgicos.
cci\co Cci\co
OC—,N'I|r; (MF{—CO
oc” L oc” L
CORM-1

Figura 17. Estructura quimica del CORM-1. (Motterlini, (2007))

Este compuesto es solo soluble en solventes organicos, como el etanol y el
DMSO, y requiere de radiacién para inducir la liberacion del monodxido. Se
comprobd su actividad farmacoldgica sin producir efectos adversos en el
organismo, atenuando la vasoconstriccion coronaria, relajacion de los vasos
sanguineos y la supresion de hipertension aguda. (Motterlini, (2007))

El grupo del Prof. Mascharak [Heinemann et al., (2014); Pierri et al., (2010)]
elabord un compuesto fotoactivo de manganeso (1) del tipo [(CO)sMn(L)]* siendo
L un ligando tripodal como el tris-2-piridilamina o el bis-2-piridilmetilamina (Figura
18).

other ligands:
trisimidazole phosphine
bis(2-pyridylmethyl)amine
tris(2-pyridyl)amine

Figura 18. Compuesto de Mn sintetizado por Mascharak y col. (Heinemann et al., (2014))
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4.3.2.3. Complejos metalicos con Fe

Otro de los primeros CORMs estudiado fue el pentacarbonilo de hierro Fe(CO)s
pero era poco util para el uso como farmaco por su naturaleza apolar y porque
necesita unas radiaciones de alta energia para su fotoactivacion y liberacion del
CoO.

CORM-S1 (Dicarbonil-Bis(cisteina) de hierro (Il) cis-[Fe(SCH2CH2NH2)2(CO):]
(Figura 19) (Kretschmer et al., (2011)), este pertenece a un grupo gque tiene como
formula general [Fe' (CO)2z(ligando bidentado)z], que ademas tiene una especial
importancia puesto que la liberacién rapida de CO bajo luz visible con una
velocidad parecida al CORM-3, se trata de una reaccion reversible, es muy

estable en la oscuridad.
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Figura 19. Ejemplo de un CORM con el Fe como metal central.

Hay algunos sistemas de hierro con ligandos pentadentados (Figura 20) (Roméao
et al. (2012)) que liberan CO en condiciones fisiolégicas, pero sin que se
produzca la oxidacion reversible. EI compuesto [(N4Py)Fe(CO)]?* (Figura 20) se
activa por radiacion ultravioleta y es una molécula de gran utilidad para el cancer
de proOstata, aunque aun se sigue estudiando para disminuir sus efectos

adversos.
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Figura 20. Complejos de Fe con ligando pentadentados. (Romao et al. (2012))

4.3.2.4. Complejos metalicos de Tcy Re

Hay una serie de complejos con formula general [M(CO)sLs]*, siendo M el metal
que puede ser Tc 0 Re. Estos complejos son estables en condiciones aerdbicas
y proporcionan rutas de excrecion limpias, no siendo tOxicas para sistemas
bioldgicos, por lo que son usados como radiofarmacos para terapia y diagndstico.
Los complejos de renio tienen la peculiaridad de que son fluorescentes lo que
facilita la deteccién por microscopia de fluorescencia en el medio bioldgico. Pero
no es de utilidad bioldgica por sus fuertes enlaces con el monoéxido de carbono
dificultando la liberacion de este.

El MTc es utilizado como radiontclido en radiofarmacos con propiedades muy
utiles para el uso como radiotrazador, el [**™Tc(H20)3(CO)3]* fue desarrollado por
Alberto y Schibli et al. [Lu et al., (2013); Kluba et al., (2013); Albert et al., (2001)]
Tras unos primeros intentos de compuestos monomeéricos de dicarbonilo de Re
sintetizados por Zobi et al. (Zobi et al., (2010)), los cuales no eran solubles en
medios acuosos, se estudio una nueva generacion de CORM con Re (Figura 21)
y cianocobalamina consiguiéndose un efecto protector ante la isquemia. (Zobi et
al., (2011)) Posteriormente se estudiaron complejos fotoactivables, Ford y sus
colaboradores (Pierri et al., (2010)) desarrollaron un foto-CORM soluble en agua
gue no es citotoxico a base de renio con propiedades luminiscentes y capacidad
de liberacion de CO, este compuesto es [Re(bpy)(CO)s(thp)] (Figura 21), la
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principal limitacion de este complejo es que se necesita una radiacion de alta
energia para la liberacion del CO.

Para intentar aumenta la longitud de onda necesaria para la liberacion
Mascharak et al. (Chakraborty et al., (2014)) sintetizaron otro compuesto (Figura
21), pero no se observo liberacién de CO por medio de la irradiacion de la region
del visible. Demostrandose la complejidad de la sintesis de FotoCORM basados
en Re. (Hostachy et al., (2017))

L cO L < I
<,)(,\R|e/0\ R Hzo\R|e/Br o(;\R| NS
e
OC/ | \Nﬁ Br/ | \C() C'(J/ | \N-,N
CO \= N cO
C .. J
R = H, L = PPhj; or pyridine @ A
R = CF4, L = PPh, or pyridine . L = P(CHOH)5 P
Vitamin B, L = Br, PPh;
F. Zobi F. Zobi P. Ford P.K. Mascharak

Figura 21. Compuesto de Re (I) liberadores de Monéxido de Carbono. (Hostachy et al., (2017))

4.3.2.5. Complejos metalicos de Mo

Gracias a los distintos estados de oxidacion del Molibdeno este es capaz de
formar gran nimero de complejos con mondxido de carbono estables.
[NEts][Mo(CO)sBr], ALF062 (Figura 22) es un compuesto soluble en metanol y

dimetilsulféxido (DMSO), siendo inestable en condiciones aerdbicas.

co
oc, | .co
‘Mo. [NEty]
oc” | eo
ALF062

Figura 22. Estructura del CORM ALF062.
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ALF186, [Mo(CO)s(histidinato)]Na (Figura 23), se trata de un compuesto que es
estable en condiciones aerébicas y se desintegra en agua. Se trata del CORM

prototipico activado por oxidacion. (Seixas et al., (2013))

"“’[7\?0
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Figura 23. Compuesto ALF186, complejo octaédrico de Mo. (Seixas et al., (2013))

Este compuesto es estable en condiciones aerdbicas, a temperatura ambiente y
en la oscuridad durante dos meses. Pero se ha demostrado que en disolucion
acuosa en condiciones aerdbicas se descompone facilmente liberandose
cantidades significativas de CO (2.26 equivalentes en 2h) siendo la liberacién
mas rapida con un aumento de pH, mientras que en una atmdsfera de nitrdgeno
no se produce la descomposicion ni la liberacién del monoxido de carbono. Esto
hace pensar que la activacion del CORM se produce por el oxigeno y que en
cuanto que entre en contacto con la sangre empecera la reaccién de liberacion.
Gracias a su riqueza en electrones este compuesto produce la reduccion de las
proteinas con el grupo hemo como son la hemoglobina, mioglobina y citocromo
C, cosa que no ocurre con el CO libre ni con el muy usado CORM-3.

En estudios con sangre de oveja a 37°C al adicionar el compuesto ALF186 se
ha podido observar una gran rapidez de liberacién de CO en cuanto se puso en
contacto la sangre con ALF186, incluso mas que en disoluciones acuosas, esto
se puede deber a la posible intervencion de las proteinas plasmaticas,
descartando que sea la albumina. (Seixas et al., (2013))

Se probd la toxicidad in vivo en ratones sanos no siendo téxico en dosis
necesarias como tratamiento, tampoco produce hemolisis y se ha probado su
estabilidad en sistemas biolégicos pudiendo ser administrado in vivo de forma
inyectada y oralmente, siendo esta ultima mas lenta la liberacion de CO.

Como se trata de un compuesto que no localiza la liberacién de mono6xido de
carbono se considera un CORM experimental ain, pero de gran utilidad para

estudiar posibles CORMs de segunda generacion para su uso como farmaco
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consiguiendo una mayor estabilidad y una focalizacion especifica de los tejidos

pudiendo aprovechar su gran potencial terapéutico.

4.4. CORMats

Los CORMs basados en metales como atomo central producen un residuo
metélico al liberar el monéxido de carbono llamado i-CORM, este tras la
degradacion puede provocar una actividad toxica para el cuerpo humano. Para
conseguir mayor rendimiento para la liberacién de CO reduciendo la toxicidad de
los i-CORM se han desarrollado varias moléculas nuevas basadas en la
encapsulacién en estructuras y formulaciones conjugadas con péptidos, micelas,
vitaminas, MOF, polimeros, nanoparticulas, proteinas, metalodendrimeros,
nanolaminas y nanodiamantes, etc, las cuales son llamadas CORMats (Figura
24).
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gel MOF (Metal-Organic framework

Figura 24. Diferentes encapsulamientos y moléculas conjugadas. (Faizan et al., (2019))
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e Dendriticos

Smith et al. (Govender et al., (2013) sintetizaron, como portador de farmacos en
sistemas celulares, un FotoCORM metalodendritico compuesto por un fragmento
de Mn(CO)s unido a un armazon polipiridil dendrimérico. Este no tiene liberacion
de pequefios productos de degradacion ni produce efectos secundarios, puesto
que el fragmento de metal sigue unido al conjugado macromolecular tras la
liberacion de CO. La liberacién de mondxido de carbono es de 2 ligandos de CO
por unidad de CORM, con una vida media de 14.5 a 16.8 minutos. Los
metalodendrimeros son estables en medio acuoso y en condiciones aerobias en
ausencia de luz (Figura 25). [Faizan et al., (2019); Kautz et al., (2016); Govender
et al., (2013)]
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Figura 25. Metalodendrimeros fotoactivados.

¢ Nanolaminas

Cheny col. (He et al., (2015)) consiguieron introducir un CORM de manganeso
en una pequefa lamina de 6xido de grafeno en el que la liberacion del CO se
produce por la irradiacion de una energia del infrarrojo cercano. (Faizan et al.,
(2019); Ling et al., (2018))

Schatzscheneider et al. (Kautz et al., (2016)) estudiaron por medio de una
cicloadicion azida-alquino 1,3 dipolar catalizada por cobre la obtencién de
nanoparticulas de diéxido de silicio funcionalizadas con FotoCORM-L1 (Figura
26). Estas nanoparticulas proporcionaban una sintesis mas simple, un control de
la distribucion del tamafio y la biocompatibilidad de las nanoparticulas de dioxido
de silicio. En el estudio, el FotoCORM fue estable durante la reaccion. Las
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moléculas de FotoCORM liberaron de 2 a 3 equivalentes de CO por mol de

complejo después de irradiarlos.
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Figura 26. Sintesis de nanoparticulas de diéxido de silicio funcionalizadas con CORM-L1.
(Kautz et al., (2016)

Posteriormente, Schatzscheneider et al. [Kautz et al., (2016); Schatzschneider,
(2011)] unieron [Mn (CO)s(tris (pirazolillmetano)] a nanodiamantes
funcionalizados con azida, su composicion era de 0,47% en peso de manganeso
y un tamafio de 10 nm aproximadamente, obteniéndose una buena absorcién
celular, acumulandose en el tejido enfermo y evitando su toxicidad. En ensayo
de mioglobina no tubo resultado por la aparicion de dispersiones turbias, pero la
unién al nanoportador no influia en la espectroscopia IR, era como el original
CORM-L1 (Figura 27).

NN My | PFo
e
&

[Mn(CO)s(tpm)]PFs
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Figura 27. Muestra el CORM-L1 sintetizado por Schatzschneider. (Metzler-Nolte y
Schatzschneider, (2009))
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¢ Nanodiamantes (ND)
Dordelmann y col. (Dordelmann et al., (2012)) consiguieron el primer
acoplamiento de CO a nanodiamantes con un soporte biocompatible mediante
una cicloadicién de 1,3-dipolar azida -alquino catalizada por cobres (CUAAC),

por medio de la “reaccién clic”. (Ling et al., (2018))

e Materiales porosos

Este tipo de CORMats se basan en la encapsulacion de un CORM en una
estructura porosa. En un estudié por parte de Maldonado et al. (Carmona et al.,
(2017)) consiguieron por medio de un intercambio catidénico incorporar un
compuesto organometalico en un marco poroso aniénico, la liberacién de CO se
activa mediante luz visible. La primera molécula desarrolla fue un CORM
catibnico, el ALF472* ([Mn(tacn)(CO)s]*, tacn= 1,4,7-triazaciclononano)
encapsulado en una matriz porosa aniénica inorganica, esta molécula es estable
en condiciones aerdbicas, no toxica, fotoactiva (Figura28) y soluble en agua.

La matriz de silice anionica produce una reduccién de la velocidad en la

liberacion del CO, pudiéndose controlar dicha liberacién. (Faizan et al., (2019))

N . PBS N N . i OB
bt | —— \Mn< Br +
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Figura 28. Fotoactivacion del CORM ALF472* en condiciones fisiol6gicas simuladas. (Faizan et
al.,, (2019))

e Péptidos
Los primeros estudios se hicieron con la union de una cadena alquilica hidrofoba
y un péptido de secuencia corta hidrofilica, estos liberaban espontaneamente
CO, pero eran toxicos, tenian una vida media parecida al CORM-3. Posteriores
estudios en lugar de unir solo moléculas de CO simples, se hacian con CORM.
Leone Spiccia y Ulrich Schatzschenider (Bischof et al., (2013)) consiguieron
construir un esqueleto de acido nucleico peptidico (PNA) monomérico con

complejos de carbonilo de rutenio (). [Kautz et al., (2016); Pfeiffer et al., (2009)]
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Los CORM conjugados con péptidos tienen una gran ventaja por su gran
biocompatibilidad y su gran cantidad de posibles disefios. Tienen gran
importancia para futuros estudios en los que pueden ser utilizados para el
tratamiento de tumores por su direccionamiento especifico. [Kautz et al., (2016);
Pfeiffer et al., (2013)]

e Polimeros

La estructura de los farmacos basados en polimeros esta formada al menos por
tres fragmentos: un fragmento polimérico, que se encarga de transporte del
farmaco formado por CORM; un acoplamiento polimérico biodegradable y un
agente antitumoral. (Faizan et al., (2019))

Los conjugados de CORM con polimeros se hicieron después de los péptidos
para conseguir una difusiéon del CO mas lenta en el tejido objetivo, ademas de
conseguir adaptar su tamafio segun el uso que se desee. (Kautz et al., (2016))
El conjugado polimérico P1 (Figura 29) libera CO a 365 nm de luz por lo que es
de gran utilidad para tratar el cAncer de colon humano y las células cancerosas

del higado.
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Figura 29. Copolimero P1 sintetizado mediante HPMA y bromuro de pentacarbonilo de

manganeso. (Faizan et al., (2019))

e Micelas
Las micelas consisten en copolimeros triblogue (Figura 30) compuestos por un
fragmento hidréfilo de polietilenglicol (PEG) que estabiliza las micelas, un
fragmento de poli-OrnRu liberador de mondxido de carbono y un fragmento
hidrofobo de poli (n-butilacrilamida) que es el que impulsa la formacion de las
micelas. Los fragmentos de PEG se encarga de atenuar la toxicidad de los restos

metélicos del [Ru(CO)sCl(glicinato)] (CORM-3), la cisteina hace que la liberacién

38



de CO sea mas lenta que en el CORM-3 libre de micelas. Esta técnica de
micelacion la hizo por primera vez Hubbell y col. esta técnica tiene una difusion
reducida. [Faizan et al., (2019); Hasegawa et al., (2010); Ling et al., (2018)]

CO-releasing block

o Hydrophobic block
Hydrophilic block

PEG-bl-OmRu-bl-nBu  CO-releasing micelle

Figura 30. Copolimero tribloque. (Faizan et al., (2019))

Hiroshi Maeda y col. (Yin et al., (2014)) consiguieron encapsular el CORM-2 con
el acido estireno-maleico y un copolimero (SMA) (Figura 31) siendo soluble en
agua y alargando su vida media hasta unas 35 veces mas que el CORM-2 libre,

y mejoraron su actividad terapéutica. (Faizan et al., (2019))

Figura 31. Encapsulamiento de CORM-2 en copolimero de &acido estireno-maléico (SMA).
(Faizan et al., (2019))

Robert Igarashi y Yi Liao (Faizan et al., (2019)) desarrollaron un foto-CORM
basado en micelas por la encapsulacion ciclica de a-dicetonas, la liberacion de
CO se lleva a cabo mediante la irradiacion de luz visible, esto proporciona un

gran avance terapéutico.
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Cheng et al. han hecho investigaciones sobre CORM libres de metales que se
autoensamblan en micelas superando su capacidad como antiinflamatorio y para
la cicatrizacion de heridas cutaneas, a los CORM convecionales con carbonilos
metélicos. (Cheng et al., (2020)

e MOF (Metal Organic Framework)
Hay una clase de compuestos que estan formados por una estructura de un
polimero cristalino con nanoporos, que combina iones metélicos inorganicos o
grupos coordinados con polimeros organicos, que son cargados con gas CO, a
estos compuestos se les llama MOF,” Metal Organic Framework”. El mondxido
de carbono es liberado tras la apertura o cierre de los poros del material de forma
controlada mediante temperaturas altas. Esta clase de compuestos fueron
sintetizados por Metzler-Nolte el al. [Kautz et al., (2016); Ma et al., (2013)]
Se ha conseguido encapsular también CORM en los poros de los MOF, como
por ejemplo complejos carbonilicos de manganeso en MOF de circonio (IV), en
los que la liberacién se produce por una radiacion.
Para la elaboracion de un farmaco con esta estructura se deber tener en cuenta
la biocompatibilidad de los fragmentos organicos e inorganicos. (Ling et al.,
(2018))

e Proteinas
Bernardes y col. (Chaves-Ferreira et al., (2014)) consiguieron sintetizar
complejos de proteinas de Ru'L3(CO)s haciendo reaccionar fragmentos de
histidina de proteinas con CORM-3 (Figura 32).
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Figura 32. Muestra la reaccién de una proteina por la His con el CORM-3. (Faizan et al., (2019)

También se han conseguido hacer uniones de complejos carbonilicos de Ru (11)
y la histidina (His) de metaloproteinas.
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Takafumi Ueno et al. (Fujita et al., (2014)) llevaron esto mas alla y estudiaron
jaulas de proteinas para la liberacion de CO, mediante una jaula de la proteina
ferritina (Fr) que encierra CORM-3, mejorandose el tiempo de vida media.
(Faizan et al., (2019)) Posteriormente, Susumu Kitagawa y col. (Tabe et al.,
(2015)) consiguieron una estructura cristalina de proteinas con CORM-2,
introdujeron los carbonilos de rutenio en hexahistidina. Este estudio es de gran

interés para futuros estudios terapéuticos.
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Figura 33. Jaula de ferritina con CORM-3. (Faizan et al., (2019))

e Vitaminas
Hay estudios por parte de Anna Yu. Bogdanova y col. (Zobi et al., (2011)) que
unieron una estructura de cianocobalamina (B12) a complejos carbonilicos de
Re(ll), también consiguieron unir esta vitamina B12 a CORM-1 para aplicaciones
farmacéuticas. La gran importancia de estos compuestos es que no son téxicos

los restos tras la liberacion del CO.

5. CONCLUSIONES

A lo largo de los ultimos afios, han sido numerosos los trabajos realizados con el
fin de estudiar las aplicaciones terapéuticas del monéxido de carbono debido a
los efectos bioldgicos que presenta. Esto ha llevado a la busqueda de moléculas
liberadoras de CO (CORMS) que permitan administrarlo en las células y tejidos.
Desde el afio 2002 al 2020, han sido muchos los avances en el disefio, sintesis
y evaluacion de compuestos organicos e inorganicos que permitan el uso de los

mismos como farmacos. Teniendo en cuenta, las propiedades de la molécula en
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si, parece obvio que los compuestos con metales son la mejor opcién, aunque el
uso de metalofarmacos frente a moléculas organicas no estad muy extendido por
la potencial toxicidad que pueden presentar los metales.

Por consiguiente, es necesario desarrollar farmacos que retnan las siguientes
caracteristicas:

1. CORMs que permitan administraciones al paciente de forma oral,
intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, u otras vias.

2. Desarrollo de compuestos con mondéxido de carbono “enjaulado” para que
su liberacion se produzca en el momento, en el lugar y a la velocidad
adecuados.

3. Compuestos cuya citotoxidad tanto in vitro como in vivo sea minima o
nula.

Existe, por tanto, un gran interés en el disefio y la sintesis de nuevas moléculas
gue contengan mondéxido de carbono que permitan la liberacién del mismo para

convertirse en farmacos utilizados en terapias contra diversas enfermedades.
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